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RESUMEN

Las metaloproteasas (MMPs) forman una familia de enzimas homologas estructurales
las cuales se distinguen por tener un dominio catalitico el cual contiene un atomo de
zinc (Zn) unido por tres histidinas conservadas y una cisterna; estas participan
activamente en el proceso de implantacion y remodelacion tisular. El objetivo de este
estudio fue analizar el efecto de la exposicion a plomo durante la gestacion sobre la
actividad de la MMP-2, la MMP-9, y sus respectivos zimogenos, en placenta de ratones
Balb/c. Los grupos de estudio se conformaron por hembras (n=4) expuestas a una
dosis Unica de acetato de Pb trihidratado (56 mg/kg) al octavo dia de gestacion, y por
hembras gestantes sin exposicion (n=6). Las hembras fueron sacrificadas al dia 18 de
gestacion, los 6rganos maternos (higado, bazo y rifiones), placentas y fetos fueron
extraidos, el peso de cada uno de ellos fue registrado. Las placentas se almacenaron
en solucion salina estéril a -20°C, posteriormente 20 placentas de cada grupo se
seleccionaron al azar para realizar la extracciéon de proteinas y determinar la actividad
de las MMPs mediante zimografia. La actividad se cuantificé analizando el area de
cada una de las bandas de degradacion. Los resultados se analizaron
estadisticamente para identificar el nivel de actividad de las enzimas entre el grupo
expuesto y el control. No se encontré diferencia significativa en el peso de las hembras
al dia de sacrificio, ni en el nimero de fetos viables entre grupos. Unicamente en el
peso de los rifiones se observd un aumento significativo (p<0.05) en comparacién con
el grupo con control. La actividad de la MMP-9 y de su zimdgeno se encontro
disminuida en las placentas expuestas (p<0.01) en comparacion con la actividad
observada en las placentas control. La actividad de la pro-enzima -2 (pro-MMP-2) tuvo
un aumento significativo (p<0.01) mientras que para la enzima activa (MMP-2) no hubo
diferencia significativa entre los grupos. Nuestros resultados muestran que la
exposicibn a una sola dosis de Pb provoca alteraciones en la actividad de estas
enzimas a nivel placentario, dichos cambios pueden ser resultado de mecanismos
orientados a regular la actividad de las enzimas para mantener la funcionalidad de este
tejido y por ende la supervivencia del feto.

ANTECEDENTES

El plomo es un metal pesado muy utilizado en la elaboracion de numerosos productos
comerciales, el cual tiene multiples efectos toxicos en el organismo. Se considera que
niveles menores a 10 ug/dL (NOM-EM-004-SSA1-1999) producen manifestaciones
clinicas. Los efectos del plomo en la reproduccién ha sido objeto de estudio desde



hace varios afios. La placenta cumple con funciones fundamentales para el desarrollo
del embrién y esta involucrada en la proteccién del feto contra agentes téxicos. Sin
embargo, el plomo logra atravesar la barrera placentaria encontrandose que cantidades
significativas son transferidas al feto. Estudios experimentales de exposicion aguda a
plomo durante la gestacion, a dosis no letales para la madre, mostraron dafio
importante en la placenta (Fuentes y cols., 1996); dicho dafio se sugiere pudiera
involucrar la actividad de las enzimas MMPs. La MMP-2 y -9 pertenecen a un grupo de
enzimas que degradan gelatina, colageno y laminina. EIl objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la exposicion a Pb durante la gestacion sobre la actividad de MMPs
en placenta de ratones Balb/c.

MATERIALES Y METODOS

Animales y exposicion a plomo

Dos grupos de ratones hembras de la cepa Balb/c fueron expuestas en el 8vo. dia de
gestacion a 0 (n=5) y 56 (n=4) mg/Kg de peso corporal de acetato de plomo trihidratado
via intraperitoneal. A los 18 dias de gestacion las hembras se sacrificaron y los
productos fueron pesados y observados macroscopicamente. Las placentas fueron
pesadas, examinadas y congeladas a -20°C en SSF estéril hasta su uso.

Zimografia

Veinte placentas de cada grupo se seleccionaron al azar para cuantificar la actividad de
las MMPs en geles con sustrato. Una muestra de 150 mg de placenta murina se
macero en 0.5 ml de amortiguador de homogenizacion; el homogenado se incubo6 por
2 h a 4°C para después centrifugarlo a 10,000 rpm durante 10 min. 15 pg de proteina
se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% con 1% de gelatina de
bovino como sustrato. La actividad de las MMPs se determiné incubando el gel durante
18 h a 37°C en amortiguador de incubacion, concluida ésta, se tifid el gel con Azul de
Comasie por 1lh y posteriormente se realizaron lavados con solucion destefiidora
(metanol al 30% y acido aceético al 10%) para el revelado de las bandas de
degradacion. La actividad de la enzima en el gel se cuantifico utilizando el software
Image-Pro Plus V.4.1, mediante el cual se determiné el area de degradacion del
sustrato en cada banda. El peso molecular de la enzima se determind mediante el
corrimiento de marcadores de peso molecular.

RESULTADOS

En este estudio se analizaron un total de 10 hembras donde 6 pertenecieron al grupo
control y 4 al grupo expuesto a Pb, obteniendo un total de 96 placentas y 97 fetos, ya
gue una hembra control presenté gemelos univitelinos. Los pardmetros gestacionales
de los productos al término se describen en el Cuadro 1.

De acuerdo al analisis estadistico, el peso de los érganos maternos (placenta, bazo e
higado) no mostroé diferencia significativa atribuible a la exposicion a Pb, solo se
encontré diferencia significativa en el peso de los rifiones de las hembras del grupo
expuesto (p<0.05). De igual manera no se observo diferencia significativa en cuanto al
incremento de peso materno al término de la gestacion (p>0.05). La evaluacion del
namero y peso de fetos vivos y muertos, tanto del grupo expuesto como del grupo
control resulté sin diferencia significativa entre ambos grupos.



Cuadro 1. Parametros gestacionales de los productos al término.

Fesao (g) Control Expuestio a Ph p
X+ 58D X+ 5D

Placernta 0144 + 0016 0145 £ 0.022 0075

Fetos 1302 +x0.119 1.26558 +0.205 034

Higado 2872 +08B10 3412 +0.414 024

Bazo 0137 + 0024 0.204 £ 0.053 oov

Hifiones 0232 + 0028 0.328 + 0.063 D04

Ratones hembras inoculados intraperitonealmente con acetato de Pb trihidratado en una proporcién de
56 mg/Kg al octavo dia de gestacion.

La actividad gelatinolitica de los homogenados de placenta mostré 4 bandas con pesos
moleculares de 92, 82, 72 y 65 kDa. Las bandas correspondieron a la pro-MMP-9,
MMP-9, pro-MMP-2 y MMP-2 respectivamente. La actividad gelatinolitica se analizé de
acuerdo al area de degradacion utilizando curva estandar realizada con cantidades
conocidas de colagenasa tipo 2. Los resultados mostraron un decremento significativo
en la actividad de la pro-enzima MMP-9, asi como de la MMP-9 (p< 0.01) en las
placentas de las hembras expuestas a Pb en relacion con las hembras control. Al
realizar el analisis estadistico, no se encontré diferencia significativa para la MMP-2
(p>0.05) en las muestras de hembras expuestas a Pb en comparacion con el control.
Sin embargo, un incremento significativo en la actividad de la pro-MMP-2 se observo en
la placenta del grupo expuesto a Pb.

DISCUSION

Los resultados encontrados en este estudio muestran que la exposicidbn a una dosis
Unica de Pb al octavo dia de gestacién no provoc6 un cambio significativo en los pesos
de placentas, fetos, y 6érganos maternos. Estos resultados son similares a los
reportados por Fuentes y cols. (1996). La actividad de la pro-MMP-9 y MMP-9 mostré
un decremento significativo, en tanto que la actividad de la pro-MMP-2 mostré un
aumento significativo en la placenta de hembras expuestas a Pb comparadas con las
del grupo control; la MMP-2 se mantuvo igual en los dos grupos de estudio en la
actividad de dichas enzimas. Estos resultados estan acordes a lo obtenido por Caraveo
Borunda (2007) quien reporté un incremento significativo en la expresion de la MMP-2
en placentas expuestas a Pb mediante inmunohistoquimica.
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