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La vitamina C disminuye la sintesis de MMP-9 inducida con peroxido
de hidrégeno en un modelo de estudio in vitro de membranas
corioamnioticas*
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RESUMEN

Objetivo: evaluar la capacidad del perdxido de hidrégeno para inducir la sintesis de la metaloproteasas de matriz extracelular-9 en un
modelo in vitro de membranas corioamnidticas.

Material y métodos: estudio experimental, con disefio transversal, de tipo analitico y prospectivo, donde a partir de membranas
amnidticas (n = 13) provenientes de embarazos a término se realizaron explantes de membranas coridnicas y corioamniéticas, los
cuales se estimularon con peréxido de hidrégeno a una concentracién de 200 mcM. Se cultivd un grupo de explantes al que se agregé
vitamina C (200 mcg/mcL) 48 horas antes de adicionar el peroxido. Veinticuatro horas después de agregarle el peréxido se recupero el
sobrenadante y se determiné la produccion de la metaloproteasa-9, mediante zimografia.

Resultados: el peroxido indujo la sintesis de la metaloproteasa-9 en membranas coriénicas y corioamnidticas. El cultivo de las
membranas en presencia de vitamina C, antes de agregar el peroxido, disminuyd la sintesis de la metaloproteasa-9 en forma estadisticamente
significativa (p < 0.05; método de Dunn).

Conclusiones: el peréxido de hidrégeno indujo la sintesis de la metaloproteasa-9 en membranas coriénicas y corioamniéticas en
cultivo. El cultivo de explantes de corion y corioamnios en un medio con vitamina C, 48 horas antes de agregarle el estimulo de peroxido
de hidrégeno, disminuye la sintesis de metaloproteasa-9.

Palabras clave: vitamina C, sintesis de MMP-9, peroxido de hidrégeno.

Nivel de evidencia: II-2

ABSTRACT

Objective: To evaluate the hydrogen peroxide ability to induce the synthesis of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) in an in vitro
chorioamniotic membrane model.

Material and methods: An experimental, transversal, analytic and prospective study was made. From amniotic membranes (n = 13)
of term labour pregnant women chorionic and chorioamniotic explants were prepared; these were stimulated with hydrogen peroxide
[200 mcM]. A group of explants were cultured with vitamin C, 48 hours prior to the hydrogen peroxide stimulus. Twenty-four hours after
hydrogen peroxide stimulus the supernatants were collected and metalloproteinase-9 production was determined by zymography
methods.

Results: Hydrogen peroxide induced the synthesis of metalloproteinase-9 in chorionic and chorioamniotic membranes. When chorionic
and chorioamniotic membranes were cultured with vitamin C prior to the hydrogen peroxide stimulus, the MMP-9 production diminished
(p < 0.05; Dunn's method).

Conclusions: Hydrogen peroxide induced the synthesis of metalloproteinase-9 in chorionic and chorioamniotic membranes. When
chorionic and chorioamniotic membranes were cultured with vitamin C, 48 hours prior to peroxide hydrogen stimulus, the metalloproteinase-
9 production diminished with statistical significance.

Key words: vitamin C, matrix metalloproteinase-9, hydrogen peroxide.

Level of evidence: II-2

RESUME

Objectif : évaluer la capacité du peroxyde d’hydrogene pour induire la synthése de la métalloprotéinase matricielle-9 dans un modeéle de
membranes chorio-amniotiques in vitro.

Matériel et méthodes : étude expérimentale, avec un dessin transversal, de type analytique et prospective, ou a partir de membranes
amniotiques (n=13) provenant de grossesses a terme on a réalisé des explants de membranes chorioniques et chorio-amniotiques,
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lesquels ont été stimulés avec peroxyde d’hydrogéne a une concentration de 200 mcM. Un groupe d’explants a été cultivé en présence
de vitamine C (200mcg/mcL), 48 heures avant d’additionner le peroxyde. Vingt-quatre heures apres I'addition du peroxyde on a récupéré
le surnageant et on a déterminé la production de métalloprotéinase-9, au moyen de zymographie.

Résultats : le peroxyde a induit la synthése de la métalloprotéinase-9 en membranes chorioniques et chorio-amniotiques. La culture des
membranes en présence de vitamine C, avant d’additionner le peroxyde, a diminué la synthése de la métalloprotéinase-9 de fagon
statistiquement significative (p<0.05 ; méthode de Dunn).

Conclusions : le peroxyde d’hydrogéne a induit la synthése de la métalloprotéinase-9 en membranes chorioniques et chorio-amniotiques
en culture. La culture d’explants de chorion et chorioamnios en présence de vitamine C, 48 heures avant I'addition du stimulus de
peroxyde d’hydrogéne, diminue la synthése de métalloprotéinase-9.

Mots-clé : vitamine C, synthése de MMP-9, peroxyde d’hydrogéne.

Niveau d’ évidence : 1I-2

RESUMO

Objetivo: avaliar a capacidade do perdxido de hidrogénio para induzir a sintese da metaloproteasa de madre extracelular-9 num modelo
de membranas carioamniéticas in vitro.

Material e métodos: estudo experimental com desenho transversal de tipo analitico e prospetivo, onde a partir de membranas
amnidticas (n = 13) provenientes de gravidezes a termo se fizeram explantes de membranas coridnicas e corioamniéticas, 0s quais
foram estimulados com peréxido de hidrogénio Numa concentragdo de 200 mcM. Cultivou-se um grupo de explantes em presenca de
vitamina C (200 mcg/mcL), 48 horas antes de adicionar o peréxido. 24 horas apés de adicionar o peréxido recuperou-se o sobrenadante
e se determinou a produgdo da metaloproteasa-9 mediante zimografia.

Resultados: o perodxido induziu a sintese da metaloproteasa-9 em membranas coridnicas e carioamniéticas. O cultivo das membranas
em presenca de vitamina C antes de adicionar o peroxido, diminuiu a sintese da metaloproteasa-9 em forma estatisticamente significativa
(p < 0.05; método de Dunn).

Conclusdes: o peréxido de hidrogénio induziu a sintese da metaloproteasa-9 em membranas coridnicas e carioamniéticas em cultivo.
O cultivo de explantes de cérion e carioamnios em presenga de vitamina C, 48 horas antes de adicionar o estimulo de peréxido de
hidrogénio, diminui a sintese de metaloproteasa-9.

Palavras chave: vitamina C, sintese de MMP-9, peré6xido de hidrogénio.

Nivel de evidéncia: II-2

as membranas corioamniéticas forman los li-
mites anatomicos durante el desarrollo in-
trauterino del feto, éstas aislan y protegen al pro-
ducto.! El amnios es la membrana no vascularizada
mas cercana al feto, la cual esta constituida por diver-
sos componentes de matriz extracelular; los mas
abundantes son lacoladgenatipo IV, 1 y Il. La organiza-
cion de las fibras de colageno otorga mas del 80% de la
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resistencia mecanica de la membrana amniética.2 En
condiciones fisioldgicas el colageno sélo es digerido
por un grupo de enzimas altamente especificas, deno-
minadas metaloproteasas de matriz extracelular
(MMPs). Estas son proteasas dependientes de Zn2+,
gue degradan de manera especifica los diferentes tipos
de colageno. La MMP-1 degrada el colageno tipo |, 11y
I1l; mientras que la MMP-2 y MMP-9 degradan el
colageno IV y V. Se ha observado que este grupo de
enzimas es sintetizado por diversas estirpes celulares
presentes en las membranas fetales, como el corion, el
amniosy los fibroblastos.

Estudios bioldgicos in vitro han identificado una
relacién inversa entre la producciéon de MMP-9 y la
resistencia mecénica de las membranas; los sitios de
mayor concentracion de MMP-9 fueron los que tuvie-
ron la menor resistencia mecanica.® Asimismo, se ha
observado un incremento importante de la actividad
de laMMP-9y MMP-2 en el liquido amniéticoy en las
mujeres con trabajo de parto o con rotura prematura de
membranas, en contraste con las mujeres que no estan
en trabajo de parto.* La expresién de la MMP-9 se aso-
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cia con la aparicion de los mecanismos de trabajo de
parto, ya que alo largo del embarazo se encuentraen el
liguido amnidtico en concentraciones apenas
detectables, con aumento de la cantidad y actividad
alrededor de 48 horas antes de que inicie el mismo.
La sintesis de metaloproteasas de matriz extracelular
puede inducirla el estado proinflamatorio, debido al
aumento de la sintesis de citocinas, como: IL-1 3, IL-6,
IL-8 y TNF-o.5 Este grupo de citocinas lo sintetizan las
células fagociticas mononucleares, una vez que se han
activado en respuesta a la existencia de bacterias o sus
productos. La activacion y liberacion de las citocinas
proinflamatorias promueve y potencia que las células
fagociticas tengan un estallido respiratorio por el que
se liberan grandes cantidades de radicales libres de
oxigenoy nitrégeno (superéxido, peroxido de hidroge-
no, 6xido nitrico, radical hidroxilo, etc.), que tienen
como objetivo destruir a los agentes bacterianos
inductores, mediante el secuestro de un electrén de
cualquier molécula que encuentre a su paso.® En los
ultimos afos se describié que la funcién de los radica-
les libres no solo se circunscribe a acciones de defensa
y destruccion sino que participan en la activacién de
diversas sefiales de transduccion. Estas Gltimas son
las rutas utilizadas por las células para interpretar las
sefiales que reciben del medio. Este mecanismo permi-
te que las células aumenten, disminuyan, cesen o
inicien funciones bioldgicas especificas, mediante el
encendido y apagado de genes relacionados con la
expresion de proteinas.” El radical superéxido puede
difundirse rapidamente a través de las membranas ce-
lulares, y si no es neutralizado de manera adecuada
por los mecanismos antioxidantes organicos (vitami-
nas Cy E, enzimas antioxidantes) e inorganicos (cinc,
selenio, manganeso, etc.) induce la disminucion del
pH intracelular, que favorece la liberacion de acido
araquidonico, precursor de prostaglandina E2.2 El
peroxido de hidrégeno (H,0,) activa de forma directaa
los factores transcripcionales NFkB (factor nuclear
transcripcional beta) y AP1 (activador del promotor 1),
los que al estar activos se unen al sitio promotor que
regula la expresion de las metaloproteasas de matriz
extracelular, lo que origina la sintesis de dichas
enzimas.t También participa en el incremento de cal-
cio intracelular, lo que hace posible la activacién de la
calmodulina, proteina involucrada en la activacion e

inhibicion de diversas tirosincinasas y fosforilasas, que
activan y suprimen la funcién de diversos factores
transcripcionales. Entre ellos se encuentran NFxB y
APL°

Durante el embarazo las infecciones cervicovagi-
nales son el factor mas importante asociado con la
rotura prematura de membranas. Los hallazgos rela-
cionan la existencia de citocinas proinflamatorias con
diversos mecanismos de trabajo de parto. Se cree que el
estrés oxidativo presente en el microambiente
amniético o placentario, determinado por la existencia de
moléculas oxidantes (radicales libres) y reductoras
(antioxidantes),'® puede tener participacién directaen
la activacion de los mecanismos de trabajo de parto, ya
que los radicales libres pueden promover la sintesis de
metaloproteasas de matriz extracelular, enzimas deci-
sivas implicadas en la degradacion de los componentes
de lamatriz extracelular de este tejido.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad del peroxido de hidrégeno para
inducir la sintesis de metaloproteasas de matriz
extracelular en un modelo in vitro de membranas
corioamniédticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar, mediante zimografia en gel, la activi-
dad de la MMP-9 sintetizada por explantes de
membranas corioamnidéticas en cultivo y estimuladas
con perdxido de hidrégeno.

2. Determinar, mediante zimografia en gel, la activi-
dad de la MMP-9 sintetizada por explantes de
membranas corioamniéticas cultivadas en un medio
con vitamina C y estimuladas con peréxido de hidroé-
geno.

MATERIAL Y METODOS

Obtenciéon de membranas corioamniéticas

La obtencién de las membranas corioamnioticas se efec-
tud en el area de tococirugia del Instituto Nacional de
Perinatologia. Las membranas utilizadas provenian de
mujeres que cumplian con los siguientes criterios de
inclusion: 1) embarazos a término sin trabajo de parto,
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alas cuales se les realizé cesarea electiva; 2) membra-
nas provenientes de mujeres sin datos clinicos de
infeccidn; 3) sin antecedentes de enfermedades
autoinmunitarias; 4) sin antecedentes de tabaquismo,
drogadiccion o alcoholismo actual; 5) que aceptarany
firmaran una carta para donar sus membranas
amnidticas para el estudio. Los criterios de exclusion
fueron:; 1) membranas provenientes de mujeres con
antecedentes de aborto, parto pretérmino, rotura pre-
matura de membranas, preeclampsia e incontinencia
cervical; 2) membranas con restos de meconio; 3) mem-
branas con contaminacion fungica o bacteriana durante
la realizacion del estudio; 4) membranas provenientes
de mujeres con cancer cervicouterino. Las membranas
obtenidas en el area de tococirugia se transportaron al
laboratorio en solucion salina fisiologica adicionada
con gentamicina. En condiciones de esterilidad se eli-
mino la decidua y con un sacabocados se realizaron
explantes de 1.0 cm de diametro. Se obtuvieron 13
explantes de coriony 13 de corioamnios. Los explantes
se colocaron en cajas de cultivo de 12 pozos a los que
se agregaron 2 mL de medio de cultivo DMEM (Dulbeco
Medium Eagles Modified; GIBCO BRL, California,
USA), y se incubaron a 37°C, en un ambiente con 80%
de humedad y 5% de biéxido de carbono.

Analisis de viabilidad de las membranas en cultivo
Para establecer el posible efecto negativo del peréxido
de hidrogeno en la viabilidad de las membranas
amnioticas se determind la existencia de la enzima
lactato deshidrogenasa con un estuche comercial
(Cytotoxicity Detection Kit, Roche, Germany). Dicha
enzima se encuentra en compartimientos en el citoplas-
ma celular, por lo que al ocurrir la muerte de las células
gue se encuentran en el tejido corioamniético en culti-
vo se libera la enzima, de manera proporcional a la
cantidad de células muertas.

La prueba basa su principio en la reduccion de
NAD+ a NADH2+, cuando el lactato se convierte en
piruvato por medio de la enzima lactato deshidro-
genasa (LDH) liberada al medio de cultivo. La LDH
liberada por las células se determiné siguiendo los
pasos y recomendaciones emitidos por el fabricante, a
partir de alicuotas de 5 mcL recuperadas del medio de
cultivo de los explantes. Como testigo positivo de lisis
celular se uso tritén X-100, el cual desestabiliza y des-

truye la membrana plasmatica. A los explantes de
corion y corioamnios se agregaron 100 mcL de una
solucion con tritdn al 1%, los cuales se expusieron a
los mismos procedimientos realizados en los explantes
experimentales, y se determind la existencia de LDH.

Sintesis de MMP-9 por parte de membranas en cultivo
estimuladas con peréxido de hidrégeno

Los explantes obtenidos se mantuvieron en incubacion
durante 48 horas con medio de cultivo DMEM, con la
intencion de conseguir condiciones basales
metabolicas por parte del tejido. Una vez transcurrido
este lapso se eliminé el medio de cultivo existente y se
agregaron 2 mL de medio de cultivo fresco, mas 100
mcL de unasolucion de peroxido (H,0,) a una concen-
tracion de 200 mcM. Las membranas estimuladas con
peroxido de hidrogeno se incubaron durante 24 horas.
Luego, el sobrenadante se recuperé 'y almacené a-70°C,
hasta realizar los experimentos de zimografia para iden-
tificar la produccion de MMP-9 realizada por el tejido.

Sintesis de MMP-9 por parte de membranas en cultivo

estimuladas con perdxido de hidrégeno, en presencia

devitaminaC

Para comprobar el efecto del peréxido de hidrégeno
en lainduccion de la sintesis de MMP-9 en las mem-
branas en cultivo, se utilizé vitamina C como agente
antioxidante, por su capacidad de neutralizar al
peroxido e inhibir su accion activadora de factores
transcripcionales. Para ello, la vitamina C (SIGMA
Aldrich, Missouri, USA) se utilizé en dos formas para
neutralizar el efecto del peréxido. Un grupo de mem-
branas se cultivé durante 48 horas en presencia de
vitamina C, a una concentracién de 200 mcg/mL an-
tes de afiadir el estimulo con peréxido de hidrégeno,
con la intencion de condicionar un estado reductor
en el tejido, al permitir que las membranas tengan la
reserva maxima de la vitamina, y evitar la sintesis de
MMP-9.

A otro grupo de explantes de membranas se les afia-
di6 vitamina C, a una concentracion de 200 mcg/mL,
al momento de agregar el estimulo con peréxido de
hidrégeno. Esto con la intencion de corroborar la neu-
tralizacion del peroxido que deberia acontecer en el
espacio extracelular, y disminuir la induccion de sin-
tesis de MMP-9.
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Ambos grupos de membranas se cultivaron duran-
te 24 horas, a 37°C, en un ambiente con 80% de
humedad y 5% de CO,. Luego, se recupero el
sobrenadante y se almacend a -70°C, hasta el dia en
gue se realizaron los ensayos para determinar la canti-
dad de MMP-9 liberada al sobrenadante.

Determinacion de la actividad de MMP-9 mediante
zimografia en gel

La sintesis de MMP-9 realizada por los explantes de
membranas corionicas y corioamniéticas se determino
mediante zimografia en gel. Esta técnica basa su princi-
pio en laseparacion de proteinas mediante electroforesis
vertical (SDS-PAGE), la cual separa las proteinas en una
muestra al aplicar un campo eléctrico. Para la realiza-
cion de los experimentos de zimografia se agrego a los
geles de acrilamida una concentracion de gelatina
porcinaal 2%, previamente desnaturalizada. Las mues-
tras obtenidas del medio de cultivo, provenientes de los
explantes de membranas, se colocaron a una concen-
tracién estandarizada de 0.5 mcg de proteina total, y se
realiz6 la corrida electroforética a 20 miliamperios de
intensidad, con voltaje variable. Al terminar la corrida
electroforética, el gel se incubé, durante 24 horas, a 37°C,
en condiciones 6ptimas de actividad gelatinolitica para
las metaloproteasas de matriz extracelular. Al término
de laincubacion se observé unabanda de lisisen el gel/
sustrato en la region que corresponde al peso molecular
de la MMP-9. La banda de lisis se analiz6 con un siste-
ma de videoimagen, convirtiendo el area de lisis en el
gel a unidades arbitrarias, con las cuales se realizaron
los analisis estadisticos.

El disefio del estudio fue una investigacion experi-
mental, transversal, analitico y prospectivo. Las
variables independientes fueron: acido ascorbico y
per6xido de hidrégeno; mientras que la variable de-
pendiente fue la sintesis de MMP-9.

Aspectos éticos

Se conto con una carta de consentimiento escrita, en la
gue las mujeres participantes cedieron sus membra-
nas corioamniéticas para realizar el estudio, después
de que se les explico el objetivo, alcance y mediciones
gue se llevarian a cabo. Se indic6 que no existia riesgo
alguno ni costo adicional por haber participado en el
estudio.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante el paquete esta-
distico Sigma Stat 3.1. Se us6 la prueba de analisis de
variancia (ANOVA) y como prueba post hoc se utilizo el
método de Dunn, para comparar los valores de los gru-
pos con vitamina C con los valores de las membranas
estimuladas inicamente con peréxido.

RESULTADOS

Analisis de viabilidad de membranas coriénicas y
corioamnioticas

Con laintencion de evaluar si el per6xido de hidrége-
no, usado como estimulo para promover la produccion
de metaloproteasas de matriz extracelular por las mem-
branas en cultivo, tenia algun efecto citolitico a las
concentraciones administradas se realizaron cinco
ensayos de viabilidad de membranas coridnicas y
corioamnidticas, a las cuales se les afiadieron concen-
traciones crecientes de perdxido de hidrégeno (200,
500, 1,000y 2,000 mcMolar). Los resultados demostra-
ron que las dosis cercanas a las utilizadas para
observar el efecto modular del peréxido (200 mcM) y
las dosis 25 veces mayores (2,000 mcM) no causaron
ningun efecto citolitico en las membranas amnidticas.
Ladeterminacién de la enzima lactato deshidrogenasa,
usada como marcador de lisis celular, no demostré di-
ferencia estadistica alguna con respecto a las
membranas testigo, a las cuales no se les agrego
peroxido de hidrégeno. En todos los casos fue posible
observar diferencia estadistica significativa con respec-
to a las membranas testigo positivo de lisis celular, a
las cuales se les afiadi6 Triton X-100. Los resultados
descritos se observaron en las membranas coridnicas
(figura 1) y en las corioamniéticas (figura 2).

Determinacion de sintesis de MMP-9 por membranas
en cultivo

Se realizaron 13 experimentos de estimulacion con
perdxido de hidrogeno para evaluar la capacidad de
esta moléculaen lainduccion de la sintesis de MMP-9
en membranas coridnicas y corioamnioticas. Los re-
sultados de los experimentos independientes de
sintesis de MMP-9 por parte de las membranas
corionicas se muestran en lafigura 3, y el de las mem-
branas corioamniéticas en la figura 4. En ambos grupos
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de membranas y en todos los casos fue posible obser-
var tendencia al aumento de la produccién de MMP-9
al afadir peréxido de hidrégeno, en comparacién con
la sintesis realizada por membranas corionicas o
corioamnidticas previamente expuestas a vitamina C
durante 48 horas o por las membranas donde al agre-
gar peroxido se hizo concomitantemente con la
vitamina C. Al analizar los datos en forma grupal fue
posible observar una mayor sintesis, estadisticamente
significativa, de MMP-9 en las membranas que recibie-
ron el estimulo de peréxido en comparacion con las
membranas expuestas en forma previa a vitamina C,
pero no asi con las membranas a las que se afiadié la
vitamina C al mismo tiempo que se agregé el peroxido.
No hubo diferencia estadistica alguna en cuanto a la
sintesis de MMP-9 entre las membranas que recibieron
perdxidoy vitamina C al mismo tiempoy las cultivadas

con vitamina C en forma previa. Lo anterior se aprecio
en las membranas coriénicas (figura 5) y en las
corioamniéticas (figura 6).

COMENTARIO

Este estudio in vitro abarca el efecto que ejerce el
peréxido de hidrégeno en la sintesis de MMP-9 en
membranas coriénicas y corioamnioéticas. Esto con la
intencion de tener un acercamiento molecular en la re-
lacion existente entre el estrés oxidativo y la
degradacion de los componentes de la matriz
extracelular de dichas membranas. El desarrollo del
modelo aqui presentado intenta recrear condiciones lo
mas parecidas posible a las que pueden suceder en
forma fisiologica. Por un lado, se us6 peréxido de hi-
drégeno, en un valor de concentracion promedio al
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Figura 1. Viabilidad de explantes de membranas coridnicas a diferentes tiempos, bajo estimulo creciente de peroxido de hidrégeno (los

datos de las concentraciones utilizadas aparecen en el recuadro).

A: explantes de membrana sin estimulo.

B: explantes de membrana con estimulo de peréxido a diferentes concentraciones.

C: testigo positivo de lisis celular (tritén X-100 al 1%).

* p < 0.05 (ANOVA; IC 95% y prueba post hoc de Dunn) vs grupo C.
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Figura 2. Viabilidad de explantes de membranas corioamniéticas a diferentes tiempos, bajo estimulo creciente de peréxido de hidrégeno
(los datos de las concentraciones utilizadas aparecen en el recuadro).

A: explantes de membrana sin estimulo.

B: explantes de membranas con estimulo de peroxido a diferentes concentraciones.

C: testigo positivo de lisis celular (tritén X-100 al 1%).

*p < 0.05 (ANOVA; IC 95% y prueba post hoc de Dunn) vs grupo C.
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Figura 3. Actividad de MMP-9 proveniente de explantes de membranas coridnicas (n = 13).

A: membranas coridnicas cultivadas con vitamina C, 48 horas antes de afiadir el estimulo de perdéxido.

B: membranas coridnicas cultivadas con vitamina C agregada en el mismo momento de afiadir el estimulo de peréxido.
C: membranas coridnicas cultivadas y estimuladas con peroxido.
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Figura 4. Actividad de MMP-9 proveniente de explantes de membranas corioamniéticas (n = 13).

A: membranas corioamniéticas cultivadas con vitamina C, 48 horas antes de agregar el estimulo de peroxido.

B: membranas corioamnidticas cultivadas con vitamina C afiadida en el mismo momento de agregar el estimulo de peréxido.
C: membranas corioamniéticas cultivadas y estimuladas con peroéxido.

reportado en fluidos biolégicos expuestos a estrés
oxidativo o al manifestarse el estallido respiratorio, el
cual sufren las células fagociticas.®> Por otro lado, se
utiliz6 una concentracion de vitamina C en un valor
cercano al que se reporta en el liquido amnidtico de
mujeres en el tercer trimestre del embarazo. En las con-
diciones antes descritas fue posible demostrar el efecto
que ejerce el peroxido de hidrogeno en la sintesis de
MMP-9 por parte de los explantes coriénicos y
corioamnidticos en cultivo, asi como el efecto de dismi-
nucién de sintesis de la MMP-9 que ejerce la vitamina
C en dichas membranas.

Los hallazgos de este trabajo refuerzan las observa-
ciones clinicas y experimentales apreciadas en diversas
condiciones que favorecen la aparicién de radicales
libres, cuando sobreviene la rotura prematura de mem-
branas. Este fendmeno se ha asociado con infeccion,
sangrado en el segundo trimestre y administracion de
farmacos. Maymon demostr6 mayor actividad de
MMP-9 en el liqguido amniético de pacientes con rotura
prematura de membranas que manifestaron invasion
de microorganismos en comparacion con mujeres con
trabajo de parto pretérmino con membranas intactas.'’

Durante el proceso infeccioso se activan los mecanis-
mos de respuesta inmunolégica que originan un estado
proinflamatorio, en el cual se libera gran cantidad de
citocinas inflamatorias. En particular, el TNF-o junto
con la IL-1B son capaces de inducir la sintesis de
metaloproteasas de matriz extracelular al actuar en las
células del corion, el amnios y la decidua. Asimismo,
las citocinas proinflamatorias reclutan y activan en
forma autocrina y paracrina células fagociticas, las
cuales liberan grandes cantidades de radicales libres
al entrar en el proceso denominado estallido respirato-
rio.5

El exceso de radicales libres, que actian por dife-
rentes vias, puede disminuir la resistencia mecanica
de las membranas amnidticas e inducir la peroxidacion
lipidica de las membranas celulares, lo cual puede in-
ducir la muerte y destruccion de zonas del tejido
amniotico. De igual forma, incrementan el calcio
intracelular. Mediante la calmodulina se activan y
desactivan diversas proteincinasas y fosforilasas en-
cargadas de activar e inhibir diversos factores
transcripcionales, que entre sus funciones tienen la de
promover la sintesis de diversas metaloproteasas y
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Figura 5. Actividad promedio de MMP-9 proveniente de explantes de membranas coridnicas (n = 13).
A: membranas coridnicas cultivadas con vitamina C, 48 horas antes de afiadir el estimulo de peréxido.
B: membranas coridnicas cultivadas con vitamina C agregada en el mismo momento de aunar el estimulo de peréxido.

C: membranas coridnicas cultivadas con el estimulo de peroxido.
* p < 0.05 (ANOVA; IC 95% y prueba post hoc de Dunn) vs grupo C.

prostaglandinas e inducir la sintesis de MMP-9. Di-
chos sucesos, en suma, disminuyen la capacidad de
resistencia mecénica de las membranas ovulares.

Con este esquema pueden vincularse los hallaz-
gos que sefialan habitos, como el consumo de
cigarrillos o abuso de drogas, con la capacidad de
generar o inducir radicales libres (superéxido,
peréxido de hidrégeno, iones hidroxilo y 6xido ni-
trico) y su participacion como factores de riesgo
pararotura prematura de membranas.

Asimismo, y de acuerdo con los resultados aqui ob-
tenidos, se ha identificado que el consumo de vitamina
C es un factor de proteccion en contra de la rotura pre-
matura de membranas.!! En este rubro resalta el efecto
gue tuvieron las membranas cultivadas en vitamina C,
las cuales disminuyeron significativamente la produc-
cion de MMP-9. Los resultados del modelo in vitro
sefialan que cuando el tejido tiene a su disposicién la
vitamina en forma previa, éste neutraliza el efecto
oxidativo del peréxido. Guardando la proporcién co-
rrespondiente es posible especular que el efecto

protector que se le adjudica a la vitamina C, para evitar
laaparicion de rotura prematura de membranas, tiene
un componente importante en la neutralizacién de ra-
dicales libres y en sus efectos deletéreos. Mas que en el
proceso de biosintesis de la colagena, donde la vitami-
na C participa como cofactor, y se ha propuesto que la
deficiencia de este nutrimento tiene que ver con la sin-
tesis inadecuada de coladgena por parte de las
membranas amniéticas, volviendo al tejido de las mem-
branas susceptible de romperse prematuramente.

Lo aqui expuesto abre vias alternas para el estudio
de los mecanismos bioquimico/fisiolégicos implica-
dos en la degradacion de los componentes de la matriz
extracelular, fenébmeno que representa un paso critico,
asociado con el origen de la rotura de las membranas
amnidticas, tanto en forma normal como patoldgica.

El mejor entendimiento molecular de los sucesos relacio-
nados con el adelgazamiento de las membranas amnidticas
ayudara a proponer nuevas alternativas diagnosticas,
prondsticas y terapéuticas para una de las enfermedades
de mayor impacto en lamorbilidad maternay fetal.
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Figura 6. Actividad promedio de MMP-9 proveniente de explantes de membranas corioamniéticas (n = 13).
A: membranas corioamni6ticas cultivadas en vitamina C, 48 horas antes de agregar el estimulo de peréxido.
B: membranas corioamniéticas cultivadas en vitamina C afiadida en el mismo momento de agregar el estimulo de peréxido.

C: membranas corioamniéticas cultivadas con estimulo de peréxido.
*p < 0.05 (ANOVA; IC 95% y prueba post hoc de Dunn) vs grupo C.

CONCLUSIONES

El peréxido de hidrogeno indujo la sintesis de MMP-9
en explantes de corion y corioamnios. El cultivo de
explantes de corion y corioamnios con vitamina C, 48
horas antes de estimularlo con peréxido de hidrégeno,
disminuye de forma estadisticamente significativa la
sintesis de MMP-9.
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