DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

REACTIVIDAD DE LAS ARTERIAS CORIONICAS FRENTE
A FACTORES VASOACTIVOS DERIVADOS DEL
ENDOTELIO

REGINA ALIAGA PARRENO

UNIVERSITAT DE VALENCIA
Servei de Publicacions
2005



Aqguesta Tesi Doctoral va ser presentada a Valencia el dia 20 de
Diciembre de 2004 davant un tribunal format per:

D. Esteban J. Morcillo Sanchez
D. Vicente Serra Serra

D. Angel Luis Garcia Villalon
D2, Silvia Llorens Folgado

D. Francisco J. Miranda Alonso

Va ser dirigida per:
D. Enrique Alborch Dominguez
D. Alfredo Perales Marin

©Copyright: Servei de Publicacions
Regina Aliaga Parrefio

Deposit legal:
1.S.B.N.:84-370-6119-9
Edita: Universitat de Valéncia
Servei de Publicacions
C/ Artes Graficas, 13 bajo
46010 Valencia
Spain
Teléfon: 963864115



UNIVERSITAT DE VALENCIA

REACTIVIDAD DE LAS ARTERIAS
CORIONICAS FRENTE A FACTORES

VASOACTIVOS DERIVADOS DEL ENDOTELIO

Memoria presentada por:
Diia. Regina Aliaga Parreiio

Para optar al Grado de Doctor.

Valencia, Septiembre de 2004.



D. ENRIQUE ALBORCH DOMiNGUEZ, Catedratico de
Fisiologia de la Universitat de Valencia y Jefe de Seccién en el
Centro de Investigacion del Hospital “La Fe” de Valencia; y D.
ALFREDO PERALES MARfN, Jefe del Servicio de
Obstetricia del Hospital Maternal “La Fe” de Valencia y
Profesor Asociado de Obstetricia y Ginecologia de la

Universitat de Valencia,

CERTIFICAN:

Que Dia. REGINA ALIAGA PARRENO, Facultativo
Especialista en Ginecologia y Obstetricia, ha realizado bajo
nuestra direccién el presente trabajo experimental para la
realizacién de su Tesis Doctoral: “REACTIVIDAD DE LAS
ARTERIAS CORIONICAS FRENTE A FACTORES
VASOACTIVOS DERIVADOS DEL ENDOTELIO”, en el

Centro de Investigacion del Hospital “La Fe” de Valencia.

Y para que asi conste, expedimos el presente en Valencia, a 6 de

Septiembre, 2004

Dr. Enrique Alborch Dr. Alfredo Perales

i1



Agradecimientos:

El trabajo de investigacion que he desarrollado no habria
sido posible sin la participacién y el apoyo de un grupo de
personas con las que siempre estaré en deuda.

En primer lugar quiero dar las gracias a todo el equipo de
la Unidad de Circulacién Cerebral Experimental del Centro de
Investigacion del Hospital “La Fe” de Valencia, en cuyas
instalaciones y de una manera desinteresada he podido realizar
la presente Tesis, mi mds sincero agradecimiento a todos ellos
por su paciencia, apoyo y como no, su amistad, subrayo la
colaboracién del Dr. Joam Salom y en especial la del
Dr.German Torregrosa y Xelo Burguete, sin su ayuda y
aportacion personal esta Tesis no estaria finalizada, sin
olvidarme de Carmen Mafiez, Fernando Pérez y Carmen
Tirados.

A mis directores de Tesis, Dr. Enrique Alborch y Dr.
Alfredo Perales, por orientarme y confiar que el trabajo llegaria
a buen puerto.

A los compaiieros de la Maternidad, por sobrellevar con
paciencia mis llamadas de teléfono a altas horas de la noche para
recordarles que necesitaba una placenta al dia siguiente (todos
ellos conocen casi mejor que yo los criterios de inclusion de las
pacientes), gracias por vuestra colaboracion.

Al Dr. Monleén, fue €l quién, en cierto, modo me

embarcé en esta investigacion.

11



A mis amigos, por creer siempre que lograria finalizar la
Tesis.

A mi familia, en especial a mis padres, por su ejemplo
constante y su apoyo, es un privilegio compartir este trabajo con
ellos.

Y al finalizar, un recuerdo para la Dra. M* Dolores
Catald, mi primera directora en el Departamento de Fisiologia,

in memorian.

A mis padres, con amor

iv



ABREVIATURAS:

[Ca2+]i: concentracion intracelular de calcio

5-HT: Serotonina

AA: Acido araquidénico

ACh: Acetilcolina

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ANOVA: Anilisis de la varianza

ATP: Adenosin trifosfato

Ca®*: I6n Calcio

CEso: Concentracién a la cual el efecto es la mitad del Efecto
maximo

CO,: Didxido de carbono

EDHF: Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
EEM: Error estdndar de la media

E.sx: Efecto maximo

ET: Endotelina

GPMc: Guanosin monofosfato ciclico

HTA: Hipertension arterial

L-NAME: N%nitro-L-arginina metilester clorhidrato
NO: Oxido nitrico

NOS: NO-sintetasa

NPS: Nitroprusiato sédico

O,: Oxigeno

PAP: Periodo activo de parto



PG: Prostaglandina

PGF: Factor de creminento placentario (Placental growth factor)
PGI,: Prostaciclina

RCIU: Retraso de crecimiento intrauterino

TNF: Factor de necrosis tumoral

TX: Tromboxano

VEGTF: Factor de crecimiento vascular endotelial (Vascular
endotelial growth factor)

VIP: Péptido intestinal vasoactivo (Vasoactiv intentinal peptid)

vi



INDICE

1. INTRODUCCION

1. 1. LA PLACENTA HUMANA: CONSIDERACIONES
ANATOMICAS ... eeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s e eeeeeeees 1
1.2. FUNCIONES DE LA PLACENTA........ccevvvvevense 4
1.2.1.  Transporte 4
1.2.2.  Sintesis 6
1.3. MECANISMO GENERAL DE REGULACION

DEL TONO VASCULAR..........ccoiiiiiieiieiieeeeeeen9
1.3.1. Elendotelio 9
1.3.2 El masculo liso vascular 14
1. 4. CIRCULACION FETO-PLACENTARIA.................. 17
1.4.1. Consideraciones anatomicas acerca del
lecho placentario 17
1.4.2. Regulacién de la circulacion feto-placentaria 22
1.4.3. Factores endoteliales placentarios 28
1. 4. 3. 1. Sustancias vasodilatadoras 29
1. 4. 3. 2. Sustancias vasoconstrictoras 31
1.5. MECANISMOS VASCULARES EN LA HIPERTENSION
ARTERIAL DURANTE LA PREECLAMPSIA................... 34
2. OBJETIVOS 37
3. MATERIAL Y METODOS
3.1. OBTENCION DE LAS PLACENTAS..............cc........ 39
3.2. OBTENCION DE LAS ARTERIAS CORIONICA Y
SU DISPOSICION PARA EL REGISTRO DE TENSION
ISOMETRICA. ..ot 40
3.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL....................44
3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES.................ccee... 45
3.4.1. Estudio de los pardmetros obstétricos 45
3.4.2. Estudio de la respuesta vasoconstrictora de
las arterias de la placa corial 47

3.4.3. Estudio de larespuesta vasodilatadora de
las arterias de la placa corial 48

vii



3.5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS ............ovvveen 49
3.6. FARMACOS Y SOLUCIONES.............couvummiiinneeennnn, 52
4. RESULTADOS
4.1. DATOS CLINICO-OBSTETRICOS...........cccccvrcrrrrennn 55
4.2. RESPUESTA DE LAS ARTERIAS CORIALES A
4.2.1. Respuestas a ET-1 y ET-3 57
4.2.2. Respuesta a ET-1 tras incubacion con L-NAME 59
4.2.3. Respuesta a ET-3 tras incubaciéon con L-NAME 60
4.2.4. Respuesta a ET-1 en medio libre de Ca®* 63
4.2.5. Efecto de ET-1 en presencia del farmaco
calcioantagonista, nicardipina 64
4.3. RESPUESTA DE LAS ARTERIAS CORIALES A
DISTINTOS VASODILATADORES........ccccceiiininne 67
4.3.1. Agonistas endotelio-dependientes: ACh 67
4.3.2. Agonistas endotelio-independientes 68
4.3.2.1 Nitroprusiato Sédico 68
4.3.2.2 Adenosina 70
4.3.2.3 Nicardipina 72
4.3.2.4 Comparacion entre los distintos vasodilatadores 74

4.4. ESTUDIOS DE CORRELACION ENTRE

LOS DATOS CLINICO-OBSTETRICOS Y
LAS RESPUESTAS VASOMOTORAS DE LAS

ARTERIAS CORIALES HUMANAS ..., 77
5. DISCUSION
5.1. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS ........vvvvn. 83

5.2. ANALISIS DE LAS RESPUESTAS

viil

VASOCONSTRICTORAS DE LAS ARTERIAS DE LA

PLACA CORIAL.......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 85
5.2.1. Endotelina 85
5.2.2. Interrelacion ET/NO 88

5.2.3. Participacién del Ca** en la respuesta a ET-1 90



5.3. ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS VASODILATADORAS
DE LAS ARTERIAS DE LA PLACA

(@10) 21 7-N SO 92
5.3.1. Acetilcolina 96
5.3.2. NPS 99
5.3.3. Adenosina 102
5.3.4. Nicardipina 106

5.4. CORRELACION ENTRE REACTIVIDAD ARTERIAL Y
DATOS CLINICO-OBSTETRICOS.......eveeeeeeenn, 108

6. CONCLUSIONES 111

7. BIBLIOGRAFIA 113

iX



INTRODUCCION



1.1. LA PLACENTA HUMANA: CONSIDERACIONES
ANATOMICAS

La placenta es un O6rgano muy especializado
caracteristico de los mamiferos superiores. Tocdlogos y
fisi6logos han abordado su estudio con el fin de comprender
los mecanismos bésicos de su funcionamiento. Sin embargo,
en humanos la informacién obtenida es escasa debido a las

limitaciones éticas y legales que conllevan estos estudios.

La  placenta  humana  desempefia  funciones
inmunoldgicas, nutritivas y endocrinas esenciales para el
desarrollo del embarazo. Regula activamente todos los
intercambios que se producen entre los compartimentos
materno y fetal, desempefando funciones similares a las que
en el adulto realizan 6rganos especializados como el pulmoén,

el intestino, el rifién o el higado.

Todo el oxigeno, agua y nutrientes esenciales para el
desarrollo fetal pasan a través de ella desde la circulacion
materna. Simultineamente y en sentido opuesto, la placenta
exporta los productos del catabolismo fetal, excepto aquellos

que pasan al liquido amnidtico.

Para llevar a cabo todas las funciones mencionadas con
eficacia se requiere un desarrollo gradual, tanto de la

circulaciéon fetal como de la materna, que satisfaga la



demanda creciente de nutrientes ocasionada por el

crecimiento fetal y su metabolismo.

Cunningham y colaboradores, en su tratado de
Obstetricia (1996), describen la placenta madura como un
o6rgano con forma discoidal que tiene un didmetro
aproximado de 15 a 20 cm, con un espesor de 1,5a2,5cmy
un peso medio de 500 g, que se extiende sobre una cuarta

parte de la cavidad uterina.

La placenta presenta dos caras: una materna y otra
fetal. Por la cara materna se une al tutero. Si se examina
después del parto, esta cara tiene un color rojizo y un aspecto
sangrante, y en ella se comprueba la existencia de un ndimero
variable (10-38) de dreas convexas un poco elevadas que se
denominan “l6bulos placentarios” o ‘“cotiledones”. Estos
I6bulos estan separados de manera incompleta por surcos de
profundidad variable que se denominan ‘“tabiques

placentarios” o “septos’.

La cara fetal, orientada hacia la cavidad amnidtica, esta
tapizada por el “amnios”, una membrana delgada y lisa que
permite reconocer los vasos sanguineos que la recorren y que
son continuacion de los vasos del cordon umbilical, el cual se
inserta en dicha cara. Al final del embarazo el cordén
umbilical tiene una longitud media de 50 cm y un didmetro

entre 1 y 1,5 cm. Contiene dos arterias y una vena que poseen



musculatura propia y se encuentran rodeadas por un tejido
mesenquimatoso denominado ‘“‘gelatina de Wharton”. La
cubierta del cordén umbilical estd formada por el “amnios”,
que junto con la gelatina de Wharton protegen la circulacion

sanguinea por los vasos del cordon (Figura 1).

Vasos Meternos

Cara materna e = _:?i.:_—

Artenas Umbilicales

Wene umbdtical
Gelating Wharton

Fig. 1: Corte transversal de la placenta.



1.2. FUNCIONES DE LA PLACENTA

1.2.1. Transporte

Una de las funciones principales de la placenta es la de

transferir oxigeno (O,) y una gran variedad de principios

nutritivos desde la madre al feto y, al contrario, transportar

diéxido de carbono (CO,)y otros productos del metabolismo

desde el feto a la madre.

La placenta presenta diversos tipos de transporte:

a)

b)

c)
d)

Difusion simple para el agua y la mayoria de
electrolitos (sodio, potasio, cloro, yodo, hierro,
calcio...).

Difusion facilitada para la glucosa.

Difusion lenta para los lipidos.

Transporte  activo  para  cobre, fésforo,
aminodcidos, tiamina, piridoxina, vitamina B,
riboflavina, vitamina C, vitamina A (previa
transformacion a caroteno), y vitaminas D, E y K
en escasa cantidad.

Pinocitosis para anticuerpos IgG.



El intercambio de sustancias entre la madre y el feto a
través de la placenta viene regulado por diversos factores
anatémicos, fisiolégicos y bioquimicos, como son:

1. Presiéon hidrostitica a ambos lados de Ila
membrana.

2. Flujos sanguineos placentarios fetal y materno.

3. Concentracion de las diferentes sustancias a uno
y otro lado de la membrana placentaria.

4. Metabolismo placentario, que afecta a la llegada
de sustancias al feto, tanto cuantitativa como
cualitativamente, de forma que el tamaifio
molecular de una sustancia tiene una importancia
relativa para su transferencia. Por ejemplo, la
placenta retiene para su consumo
aproximadamente el 50% de la glucosa que llega

hasta ella.

En cuanto a los gases, la placenta se constituye en el
primer pulmén fetal, aunque su capacidad es menor que la de
este 6rgano. El indice de difusion de gases por unidad de peso
placentario es aproximadamente del 20% respecto la del
pulmoén. Una diferencia evidente es que el intercambio gaseoso

en la placenta se produce entre dos fases liquidas:



sangre materna de la cAmara hematica y sangre de los capilares
vellositarios.

La sangre que penetra en el espacio intervelloso tiene
una presién de O, superior a la que existe en la sangre de los
capilares vellositarios, por lo que se establece un gradiente de
presion parcial de O,. A medida que el O, disuelto en el plasma
pasa desde el lado materno hacia el fetal, la hemoglobina va
liberando dicho gas para mantener esa diferencia de presion. En
consecuencia, tanto el O, como el de CO, atraviesan la barrera
placentaria por un mecanismo de difusion simple. La sangre
materna transfiere O, a la sangre fetal de los capilares
vellositarios, al tiempo que el feto le traspasa CO, y otros
metabolitos que originan un descenso transitorio de pH en la

sangre del lecho materno (Herndndez-Garcia, 1997).

1.2.2. Sintesis

La placenta sintetiza una elevada cantidad de moléculas
de las cuales ya en la década de los 80 se conocian un gran

numero (Osathanohoh y cols., 1984):

- Hormonas: gonadotrofina  coriénica  humana,
lactégeno  placentario humano, corticotropina

coridnica humana, B-endorfina, tirotrofina coriénica



humana, hormona uterotrépica placentaria humana,

hormona  foliculo-estimulante  coriénica  humana,

esteroides, principalmente estriol, y también estradiol y

estrona.

- Factores de liberacion y factor de crecimiento
nervioso: de la hormona luteinizante coridnica
humana, de tirotrofina coriénica humana y de
crecimiento nervioso humano.

- Enzimas: cistoaminopeptidasa u  oxitocinasa,
diaminooxidasa y fosfatasa alcalina termoestable.

- Misceldnea: proteinas plasmdticas asociadas al

embarazo y somatostatina.

El desarrollo de nuevas técnicas ha permitido en estos
ultimos afios un mejor aislamiento de sustancias que se asocian
a la vasculogénesis y angiogénesis placentaria asi como a la

actividad contréctil de los vasos placentarios:

- Factores de crecimiento: factores de crecimiento
endotelial vascular (“vascular endothelial growth
factors”, VEGF) y factores de crecimiento
placentario (“placental growth factors”, PGF),
familias de factores de crecimiento vascular
endotelial que son sintetizados por vellosidades

trofoblasticas y por macréfagos maternos y fetales.



Los VEGF (A, B, C, D y E) tienen su accién principal

en los procesos de angiogénesis. Los PGF actian como

mitégenos de células endoteliales; se relacionan niveles

bajos de PGF con mayor probabilidad de preeclampsia.

Angiopoyetinas 1 y 2, nueva familia de factores
angiogénicos descubierta recientemente que parecen
actuar como mediadores entre los pericitos y las
células endoteliales. Parece ser que los pericitos son
fundamentales en el mantenimiento de la estabilidad
de los vasos y que las células endoteliales necesitan
de su presencia para un crecimiento correcto
(Charnock-Jones y Burton, 2000).

Otras: citoquinas, enzimas como la ciclooxigenasa,
péptidos vasoactivos como el péptido intestinal
vasoactivo (“vasoactive intestinal peptide”, VIP),
endotelinas (ET), eicosanoides - prostaglandinas
(PG) y tromboxanos (TX) -, 6xido nitrico (NO),
adenosina y sistema renina-angiotensina (Ferré,

2001).



1.3. MECANISMO GENERAL DE REGULACION DEL

TONO VASCULAR

El endotelio vascular y el musculo liso son los
principales componentes de la pared vascular. Las paredes de
los vasos contienen musculo liso cuyo estado contrictil se
controla por mediadores liberados localmente en las
terminaciones nerviosas, las células endoteliales y por hormonas
circulantes. Asi, mientras el musculo liso es el agente activo en
la regulacién del tono vascular, el endotelio juega un papel

modulador.

1.3.1. El endotelio

El endotelio vascular estd situado en una posicion
anatomica estratégica entre la sangre y la pared vascular que le
permite actuar como receptor y transmisor de sefiales. No es,
pues, una simple barrera mecdanica. El endotelio se constituye
como una fuente de numerosos y potentes mediadores quimicos
que controlan activamente la contracciéon del miusculo liso
subyacente, influyen en la funcién plaquetaria, promueven el
crecimiento celular y participan en la respuesta inflamatoria asi

como en fendémenos inmunolégicos.



Las células endoteliales constituyen el elemento clave en
la homeostasis vascular ya que son capaces de detectar cambios
tanto mecanicos como humorales y realizar ajustes en el tono
vascular o en la estructura de los vasos mediante la produccién
de diversas sustancias vasoactivas: PG, NO, ET, TXA,, factor
VIII, productos de la membrana basal, activador del
plasminégeno y sustancias anticoagulantes tipo heparina,
VEGTF, factor de crecimiento fibroblastico, factor de crecimiento
derivado de las plaquetas, activador del plasminégeno, inhibidor

del plasmindgeno, etc.

Entre los factores contrictiles derivados del endotelio se
encuentra uno de los vasoconstrictores mas potentes que se
conocen, la ET, un polipéptido de 21 aminoécidos identificado
por primera vez en cultivos de células endoteliales porcinas
(Yanagisawa et al.,1988). El péptido original pas6é a llamarse
ET-1 cuando se descubrid la existencia de otros péptidos
relacionados, la ET-2 y la ET-3 (Inoue et al., 1989). La ET-1 es
la isoforma mas abundante, de origen fundamentalmente
endotelial, aunque también se produce en el tejido epitelial y
renal, en macréfagos humanos, en el hipotdlamo, etc.
(Yoshimoto et al., 1990; Masaki, 1995; Miyauchi y Masaki,
1999). Por otra parte, tanto la ET-1 como la ET-3 han sido

identificadas en neuronas y en la glia, y también se ha observado
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que las células musculares lisas de la pared vascular pueden
producir ET-1, aunque en cantidades 100 veces menores que el

endotelio (Cardell et al., 1994).

Existen al menos dos tipos de receptores de ET, los ET-5
y ET-g. Los receptores ET-4 son activados preferentemente por
ET-1, se localizan en el musculo liso vascular, ademas de en el
corazén, pulmoén y rifién, pero no se encuentra en el endotelio.
El receptor ET-p estd presente principalmente en el cerebro, en
menor medida en aorta, corazén, pulmon, rifién y suprarrenales,
y en contraste con el receptor ET-4, se expresa notablemente en
el endotelio, encontrandose también presente, al igual que el ET-
A, en el musculo liso vascular. El receptor del endotelio se ha
denominado ET-g;, mientras que el del musculo liso vascular se
denomina ET-p;. Los agonistas que actian sobre los receptores
ET-g; producen vasodilatacién al estimular la produccion de NO
y de prostaciclina (PGI,) (Masaki, 1995). Asi, la ET-1, actuando
de una manera autocrina y paracrina, puede tener efectos
opuestos sobre el tono vascular. La ET-1 liberada desde las
células endoteliales ejerce una influencia autocrina provocando
vasodilatacion secundaria a la activaciéon de los receptores
ET-g1, y ejerce una influencia paracrina sobre el musculo liso

vascular adyacente provocando vasoconstriccion y estimulando

11
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su proliferacion a través de la estimulacion de los receptores
musculares ET-5 y ET-p,. La accién resultante de la liberacion
endotelial de ET-1 consiste, por tanto, en una vasodilatacién
inicial y transitoria por activacion de receptores ET-g, seguida
de una contraccidn persistente y de inicio lento por activacion de

receptores ET-5 y ET-p, (Figura 2).

Zelula
Ivlvsculo Lizo

Fig. 2: Interrelacion entre endotelio y musculo liso.



No obstante, la respuesta funcional a la ET-1 varia de
unos lechos vasculares a otros dependiendo de la distribucién y
expresion de ambos tipos de receptores en los mismos (Takuwa,
1993; Masaki 1995; Salom et al., 1995; Miyauchi y Masaki,
1999).

Por otra parte, el endotelio, como ya se ha sefalado,
también es capaz de liberar TXA;, un derivado del acido
araquidonico (AA), que media la contracciéon producida por

noradrenalina y adenosin trifosfato (ATP) (Cardell et al., 1994).

Junto con los anteriores factores contrictiles el endotelio
también es capaz de sintetizar y liberar diferentes sustancias
con accion vasorrelajante: el NO (Ignarro et al., 1987; Palmer et
al., 1987), el factor hiperpolarizante derivado del endotelio
(“endothelium derived hyperpolarizing factor” 6 EDHF) y la
PGL.

El NO se sintetiza a partir del aminodcido L-arginina por
la accién del enzima NO-sintetasa (NOS) (Moncada et al., 1991)
y produce la relajacién de la musculatura lisa al activar el
enzima guanilatociclasa (Figura 2). La NOS existe en tres
isoformas, una forma inducible, la iINOS (que se expresa en
macréfagos, células de Kupffer, neutréfilos, fibroblastos, el
musculo liso vascular y en las células endoteliales, en respuesta

a estimulos patoldgicos) y dos formas constitutivas presentes en
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el endotelio (eNOS) y en las neuronas (nNOS), y que se

expresan en condiciones fisiologicas (Faraci y Brian, 1994).

Por su parte, la PGI, es un metabolito de la via del AA
que también produce relajacion del musculo liso vascular. Su
accion estd mediada por la adenilatociclasa, cuya activacion
provoca un aumento en la produccion de AMPc  que
desencadena la relajacion. Al igual que el NO, la PGI; no se
sintetiza de forma exclusiva en el endotelio ya que también las
células musculares lisas pueden sintetizarla (Hassid y Williams,

1983).

1.3.2. El musculo liso vascular

El musculo liso vascular se contrae cuando la
concentracion intracelular de calcio, [Ca2+]i, aumenta.

La regulacién de la [Ca2+]i en el musculo liso vascular
depende de la entrada y salida de iones de calcio (Ca®) a través
de la membrana plasmatica y del secuestro de Ca”* en el reticulo
sarcoplasmico. El aumento de la [Ca2+]i activa a la kinasa de
cadenas ligeras de miosina, produciendo la fosforilacién de la
miosina, o inhibiendo la miosin fosfatasa sensibilizando los

miofilamentos frente al Ca>".
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Se han descrito dos tipos de respuestas contrictiles en las
fibras musculares lisas, segin sean inducidas por mediadores u
hormonas  (acoplamiento farmacomecdnico) o  por
despolarizacion de membrana (acoplamiento electromecdnico)

(Figura 3).

A co LO
|
Caldesmén
PG
Ca?"-CM / TX L

\’ 4/
RESPUESTA
CELULAR

Fig. 3: Mecanismo molecular de la contraccién muscular. AA: dcido
araquidonico, Ca’":  i6n calcio, CM: calmodulina, CO:
ciclooxigenasa, DAG: diacilglicerol, DGL: diglicéridolipasa, IPs:
inositol 1,4,5-trifosfato, LO: lipooxigenasa, LT: leucotrienos, PC:
fosfatilcolina, Pg: proteina G, PG: prostaglandinas, PIP;:
fosfatidilinositol-bifosfato, =~ PCK: protein-kinasa C, PLA:
fosfolipsasa A,, PLC: fosfolipasa C, R: receptor de membrana, TX:
tromboxanos, VOC: canales de Ca** dependientes de voltaje.
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Es decir, las sustancias que producen contraccion
pueden:

a) Liberar Ca*t intracelular, secundario a la formacién
de IP; mediada por receptor.

b) Permitir la entrada de Ca* a través de los canales de
Ca” controlados por receptor. Ambas son ejemplos
de acoplamiento farmacomecdanico.

c) Despolarizar la membrana y permitir asi la entrada de
Ca®* a través de los canales del Ca** regulados por

voltaje (Figura 3): acoplamiento electromecanico.

Como se explicard con posterioridad cuando se analicen
con més detalle las caracteristicas del lecho vascular placentario,
el mecanismo de contraccién que se produce principalmente en
las arterias placentarias es del tipo acoplamiento
farmacomecdnico: fuerzas fisicas (estiramiento, presion,
cizallamiento), diversos agonistas (angiotensina 11,
catecolaminas, ET, vasopresina, 5-HT, oxitocina, TXA;) y
factores de crecimiento (plaquetario, fibroblastico, epidérmico)
que aumentan la concentracién de Ca™ y generan la respuesta

contractil.



Las sustancias que producen relajacion pueden:

- Inhibir la entrada de Ca®* a través de los canales de
Ca** regulados por voltaje, directamente o
indirectamente  mediante  hiperpolarizacién  de
membrana.

- Aumentar la concentracién intracelular de AMPc o
GMPc: el AMPc inactiva a la kinasa de cadenas
ligeras de miosina, y puede facilitar el flujo de Ca®".
El GMPc se opone al aumento de la [Ca2+] ; inducido

por agonistas (Tresguerres, 1999).

1.4. CIRCULACION FETO-PLACENTARIA

1.4.1. Consideraciones anatomicas acerca del lecho feto-

placentario

El establecimiento de la circulacion feto-
placentaria tiene su origen a partir del fendmeno conocido

como “placentacion”.

La placentacién hemocorial, como es la de la
especie humana, requiere una conexién entre la placenta
incipiente y los vasos maternos, los cuales deberdn adquirir el

calibre suficiente para asegurar el flujo sanguineo necesario
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para los intercambios adecuados. Esta conexion se produce
por la infiltracion que el trofoblasto realiza sobre estructuras
maternas, el cual se comporta, aunque de manera limitada,
como un tumor invasivo. Esta ocupacion de las estructuras
uterinas maternas por las células del trofoblasto determina la
existencia de unas arterias uterinas espirales muy dilatadas e
insensibles a los agentes vasoconstrictores al final del primer
trimestre. Durante este proceso, ademds, las células del
trofoblasto sufren una transformacion profunda que les
confiere un fenotipo endotelial. Esta invasion es condicion
indispensable para el establecimiento de una circulacién
materno-fetal adecuada. La invasién se lleva a cabo por
enzimas proteoliticos inducidos y regulados por factores de
crecimiento (VEGFs y PGFs), y agentes vasoactivos entre los

que se encuentran ET-1 y NO (Ferré, 2001; Beaufils, 2002).

La comprension de las caracteristicas de la placentacién
en sus etapas iniciales tiene gran importancia debido al
convencimiento cada vez mayor de que la patologia
hipertensiva del embarazo es una anomalia muy precoz de la
placentacion. Esta anomalia puede consistir en una ausencia
de transformacién o en una transformacion incompleta de las
arterias espiritadas, a consecuencia de lo cual tiene lugar un
desarrollo andmalo de la placenta, se reduce su perfusion y

se inicia un cascada de dafo endotelial y de liberacion de



estimulos vasoconstrictores (ET-1), con consecuencias
negativas para el desarrollo fetal y manifestacion de una
clinica materna de hipertension, afectacion hepdtica y renal,

etc.

En condiciones de desarrollo normal, la circulacién feto-
placentaria en una placenta a término estd compuesta por

(Figura 4):

- Dos arterias umbilicales.

- Las arterias de la placa corial (arterias coriales).

- El sistema vellositario arterial.

- Las terminaciones vellositarias (lugar donde ocurre el
intercambio gaseoso y de nutrientes).

- Las venas vellositarias y coriales.

- La vena umbilical.

La sangre fetal pobre en O, fluye hacia la placenta a
través de las dos arterias umbilicales. Inmediatamente antes o
justo después de entrar en la placa coridnica, las dos arterias
umbilicales se unen mediante una anastomosis transversal que
se conoce como ‘“anastomosis de Hirtl”. En la unién del cordén
umbilical con la placenta los vasos umbilicales se ramifican
repetidamente por debajo del amnios. La sangre, con un
contenido de O, significativamente alto regresa de la placenta al

feto a través de la vena umbilical unica (Figura 4).
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Vena umbilical Circulacion fetal

Decidua
Tronco vellosita ' 3 >
principal  [jFi: Corion lisa,

Vena endometrial
Arteria endometrial
3. Trayectoria sangre materna

,. Circulacién fetal 2. Circulacién materna Septum placentario
(vellosidades coriales) (espacio intervelloso) ] Sangre oxigenada
Vellosidades coriales Sangre
desoxigenada

Fig. 4: Circulacion placentaria

Los vasos superficiales de la placenta constituyen
ramificaciones de los vasos umbilicales y tienen un curso muy
predecible en la superficie coridnica. En general, una rama
arterial estd acompafiada por una rama venosa, y cada par
terminal de vasos irriga un cotiledén fetal.

Las arterias son vasos finales que abastecen
individualmente un cotiledén conforme la rama vira para
penetrar en la placa coriénica. Es importante que exista una
relacion 1:1 entre la arteria y la vena del cotiledon. Las arterias

superficiales o corionicas pueden reconocerse porque siempre



cruzan por encima de las venas. Esta disposicion resulta de
gran utilidad para la identificaciéon de la arteria y vena
coridnicas; de hecho, la identificacion se realiza asi con mayor
facilidad que siguiendo criterios histolégicos. No hay
anastomosis entre los vasos superficiales, y por este motivo
nunca se desarrollan tales conexiones entre vasos vellosos; cada
distrito estd aislado de los otros. Existe una disminucién del
musculo liso de la pared de los vasos y un aumento de su calibre
conforme estas arterias penetran a través de la placa basal.

El nimero de vasos perforantes terminales determina el
numero de cotiledones. La circulacién intervellosa se logra por
la inyeccion de sangre desde una arteria decidual hacia el centro
de un cotileddn fetal, y se dispersa desde una cavidad central en
el tejido velloso hacia la periferia del cotiledon y hacia la
superficie del corion, desde donde es drenada por venas en los
tabiques y base decidual (Ramsey, 1969). Las arterias espirales
uteroplacentarias, que tienen forma de embudo cuando se abren
al espacio intervellositario, permiten a la sangre materna llegar
al espacio intervellositario y rodear a las vellosidades coriales
antes de volver a la circulacién materna a través de las venas
uterinas. Mediante microscopio electrénico se ha confirmado la

arquitectura vascular placentaria ya descrita (Thiriot y Panigel,
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1978; Lee y Yeh, 1983), revelando ademds que la superficie de
los vasos coridnicos estd cubierta por microvellosidades
correspondientes a la barrera en forma de cepillo que se observa
en las preparaciones histoldgicas convencionales.

Los capilares vellositarios drenan la sangre a las venas
coridnicas profundas, las cuales a su vez drenan a las venas
coridnicas superficiales que desde la periferia recogen la sangre
venosa y la derivan hacia el centro, aumentando
progresivamente su didmetro hasta desembocar todas en la vena
umbilical, situada por lo general en el centro de la cara fetal
placentaria, y a partir de la cual y a través del cordén umbilical,

llevara la sangre oxigenada al feto.

1.4.2. Regulacion de la circulacion feto-placentaria

Ha sido en las dos ultimas décadas cuando se han
explicado las particularidades de la circulacion feto-placentaria
materna en términos fisiolégicos. Puesto que la homeostasis
fetal depende de una circulacién placentaria materna eficiente,
los esfuerzos de los investigadores para dilucidar los factores
que regulan el flujo de la sangre hacia y desde el espacio
intervelloso han conducido a importantes aplicaciones bdsicas

en Obstetricia.



Para llevar a cabo sus funciones con eficacia, la
placenta necesita un desarrollo gradual tanto de la circulacién
fetal como de la materna que satisfaga la demanda creciente
de nutrientes ocasionada por el crecimiento fetal y su
metabolismo. La placenta no patolégica tiene una gran
reserva funcional debido a la gran cantidad de flujo
sanguineo que recibe y a la extensa superficie disponible para
el intercambio entre las circulaciones materna y fetal. El
desarrollo normal del feto depende en gran medida del
mantenimiento de un flujo adecuado. Los aportes al feto de
las sustancias mas esenciales, incluyendo el O,, estdin mas
limitados por el aporte sanguineo que por la difusién y el
transporte placentarios. Con las contracciones del miometrio
se producen reducciones temporales del flujo uterino que no
tienen repercusion en el feto. Sin embargo, reducciones més
prolongadas y pronunciadas del aporte sanguineo pueden
producir una hipoxia fetal y muerte intrauterina, pudiendo
ocurrir ambas por farmacos o bien por una contraccidén
uterina excesiva secundaria a una sobredosis de agentes

oxitdcicos.

El flujo sanguineo, a través de la circulacién fetal desde
la placenta sana, estd controlado fundamentalmente por el gasto
cardiaco fetal y la presion vascular a nivel de la aorta fetal. Las

arteriolas de las vellosidades placentarias presentan una baja
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resistencia vascular, y los cambios en el flujo materno se
compensan fundamentalmente por cambios reflejos en la tension
arterial adrtica fetal mds que por alteraciones en la resistencia
vascular placentaria. Cuando en condiciones experimentales se
produce un descenso sustancial del flujo umbilical en ovejas, la
disminuciéon de la presion a nivel de las vellosidades
placentarias provoca un paso de agua y electrolitos de la
circulacion materna a la fetal, provocando aumentos de la
presion venosa central fetal, del gasto cardiaco y de la tensién

arterial (Gilbert y Power, 1986).

Se conoce relativamente poco acerca de la cuantia exacta
de flujo sanguineo que atraviesa la circulacion placentaria del
ser humano, fundamentalmente por los problemas éticos que
conlleva su estudio. No obstante, no existe ninguna duda de que
este flujo es considerable en la gestacién a término; Castle y

Mackenzie (1986) lo han establecido en unos 500 mL/min.

En la parte fetal el flujo es muy alto (entre el 30 y el 50%
del valor del gasto cardiaco), la resistencia vascular fetal es baja
y la presion arterial media es de cerca de 30 mmHg. La tensién
arterial materna uterina hace que la sangre pase a través de unas
80 a 100 arterias espirales en forma pulsatil a los senos

placentarios, donde la presion arterial cae a valores cercanos a



los 10-15 mmHg antes de drenar a la circulaciéon venosa (Walsh
y Parisi, 1986). En la circulacién materna y en los vasos
placentarios el factor mas determinante del flujo sanguineo es la
presion arterial materna (Panigel, 1986), debido a que las
arterias uterinas espirales tienen una resistencia reducida durante
la gestacion, con lo que se comportan como "vasos conductores
pasivos" (Walsh y Parisi, 1986). Como ya se ha mencionado,
estos vasos carecen de regulacion local y nerviosa del tono
como consecuencia de la destruccidon de su musculo liso y tejido
eléstico por las células del trofoblasto.

La existencia de una tension arterial materna dentro de
los limites de la normalidad se produce fundamentalmente por la
disminucién de la resistencia periférica que ocurre durante la
gestacion. Si ésta no se produjera, otros cambios
cardiovasculares como la expansién del volumen plasmaético y
los incrementos del gasto cardiaco y actividad del sistema
renina-angiotensina-aldosterona  incrementarian la  tension
arterial materna (Boura et al., 1994).

Durante la gestacion, los vasos maternos se dilatan y
disminuyen su sensibilidad a los efectos vasoconstrictores de la
angiotensina II y de los estimulos simpéticos (Mak et al., 1984).
En esto parece que estdn implicados el aumento de los niveles

de estrégenos y el aumento de producciéon de autacoides
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vasodilatadores como la PGI, y el NO (Ezimokhai, 1993). La
produccion vascular de NO aumenta durante la gestacion y
puede estar bajo control hormonal. La hipdtesis de que la
produccién endotelial de NO aumenta durante la gestacion se
apoya en el hallazgo de un aumento de la cantidad de nitritos en
orina y de GMPc. En animales no gestantes, la administracion
de estrégenos puede simular un estado de gestacion
produciéndose una disminucién de la sensibilidad vascular a la
angiotensina  II.  Los estr6genos también  producen
vasodilatacién, que disminuye si se bloquea la sintesis de NO
(Boura et al., 1994).

La disminucién crénica del flujo utero-placentario se
asocia con el retraso de crecimiento intrauterino (RCIU). Por lo
general, para que este déficit se produzca, hacen falta factores
favorecedores  (primiparidad, anomalias de insercién
placentarias, transtornos circulatorios uterinos, etc.) y factores
determinantes (preeclampsia, hipertensioén previa al embarazo,
enfermedad renal, diabetes, postmadurez, etc.) (Boura et al.,
1994).

En resumen, un flujo sanguineo inadecuado a la placenta
se asocia con RCIU fetal y placentario. El aumento normal de
este flujo se consigue gracias a una combinaciéon de
caracteristicas anatomicas de la placenta y también de cambios

en los sistemas cardiovasculares materno y fetal.



Es necesario resaltar el hecho de que el control del tono
vasomotor en la circulacién feto-placentaria no depende de
estimulos nerviosos, ya que la placenta carece de inervacion
autéonoma (Reilly y Russell, 1977; Walker y MacLean, 1971;
Sastry y Sadavongivad, 1979; Fox y Khong, 1990; Khong et al.,
1997). Por lo tanto, la resistencia vascular debe ser
fundamentalmente controlada por factores humorales 'y

mecanismos autocrinos o paracrinos (Poston et al., 1995).

Debido a la fragmentacion de la informacién de que se
dispone acerca de la fisiologia y farmacologia de los vasos
placentarios, se supone que dicho tono podria estar influenciado
por la activacion de diversas hormonas y agonistas de receptores

presentes en el tejido vascular placentario (Myatt, 1992).

Se han detectado en la circulacién placentaria diversas
sustancias que pueden afectar el tono vascular feto-placentario
de forma directa o indirecta: noradrenalina y adrenalina
(Falconer y Hache, 1982), histamina (Mitchell y Porter, 1970),
ACh (Boura et al., 1986), PGF,a (Craft et al., 1973), PGE,
(Mackenzie et al., 1980), bradiquinina (Melmon et al., 1968),
5-HT (Jones y Rowsell, 1973), PGI, y TXA;, (Tuvemo, 1980),
leucotrienos (Piper y Levine 1987), angiotensina II (Broughton

etal., 1977) y ET (Haegerstrand et al., 1989).
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La placenta humana actda sobre muchas de estas sustancias
modificando su actividad; asi, el 70-90% de la actividad de la
5-HT desaparece a nivel placentario, y el 98% de la bradiquinina
es inactivada tan s6lo por el paso a través de los lobulos

placentarios (Prentice et al., 1987).

1.4.3. Factores endoteliales placentarios.

El endotelio es reconocido como una importante fuente
de sustancias vasoactivas y se sabe que juega un papel
importante en el control del tono vascular placentario. La
resistencia vascular estd determinada por las pequefias arterias y
arteriolas. Es importante que para el estudio “in vitro” de
arterias aisladas se tenga en cuenta y se realice con vasos
capaces de contribuir a la resistencia vascular (McCarthy et al.,
1994).

Sustancias producidas por las células endoteliales
placentarias y con accion local sobre el musculo liso son el NO
y la PGI,. También son sintetizadas por células endoteliales del
lecho vascular placentario angiotensina II, ET-1, ET-3 y TXA,.
Conocemos ya la importancia fisiolégica del NO en el
organismo humano (Vallance, 1989). En Ila circulacién

placentaria parece jugar un papel destacado, afectando al tono
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basal y atenuando los efectos constrictores (Myatt et al., 1991;

Myatt, 1992; Gude et al., 1992).

A modo practico, se pueden formar dos parejas
antagoénicas, de cuyo equilibrio va a depender en buena medida
el mantenimiento del tono vascular placentario: la formada por

TXA,/PGI, y la constituida por ET-1/NO (Ferré, 2001).

1.4.3.1. Sustancias vasodilatadoras

La PGI, y el NO son potentes agentes paracrinos
placentarios que no sdlo causan vasodilatacién, sino que
también actdan a nivel sanguineo inhibiendo la agregacion
plaquetaria y contribuyendo a la fibrinolisis. La PGI, es el
producto principal del metabolismo del acido araquidénico
producido por las células endoteliales. E1 NO producido por las
células endoteliales placentarias se sintetiza a partir del
aminodcido esencial L-arginina con la mediacion del enzima
NOS (Myatt et al., 1991; Myatt, 1992). La PGI,, antagonista
fisiologico del TXA, también ha sido identificada de forma
indirecta en la placenta a través de su producto metabdlico
estable, la 6-keto PGF;, (Walsh et al., 1986; Boura y Walters,
1991).
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La produccion local de NO por las células endoteliales
vasculares placentarias es un importante mecanismo que influye
en la baja resistencia vascular (Myatt, 1992). La disminucién de
la produccion de NO puede producir un aumento de la
resistencia que se observa en placentas de gestantes con
preeclampsia (Pinto et al., 1991). La circulacion feto-placentaria
puede generar NO intracelularmente y parece que la liberacion
basal de NO puede contribuir a la vasodilataciéon generalizada en
esta circulaciéon (Myatt et al., 1991). También se ha postulado
que una produccién disminuida de PGI, podria ser la
responsable de la disminucién del flujo placentario y
consiguientemente de la nutricion fetal, asi como de las
manifestaciones clinicas de la preeclampsia (Gonzilez et al.,
1995). El NO puede ser liberado asi mismo por otros estimulos,
como la adenosina y otros autacoides producidos en la
circulacién fetal. Se ha identificado la NOS en las vellosidades
placentarias (Myatt, 1992). Estudios inmunohistoquimicos han
demostrado que la NOS se localiza en cantidades relativamente
elevadas en el endotelio de los vasos de resistencia placentarios,
y que estd virtualmente ausente en el endotelio de los capilares
donde no hay musculo liso (Moncada et al., 1991; Myatt et al.,
1993).

En los vasos de resistencia coriales el NO desempena un

papel mas importante que la PGl Asi, Chaudhuri et al. (1993)
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han demostrado que el NO es mds importante que la PGI; en el
mantenimiento del bajo tono vascular en vasos feto-placentarios,
habiendo una mayor liberacién de NO (entre 5 y 6 veces), sobre
todo a nivel de vasos umbilicales. Cuando se inhibe la sintesis o
los efectos del NO, se produce vasoconstriccion feto-placentaria
(Myatt, 1992). Esto no ocurre cuando se bloquea la sintesis de
PGI, con farmacos en diferentes fases de la via del AA (Myatt,

1992; Mak et al., 1984).

1.4.3.2. Sustancias vasoconstrictoras

El TXA, ha sido identificado indirectamente en forma de
su metabolito estable TXB,. Se libera no sélo de plaquetas
agregadas, sino también de tejidos de la placenta (Walsh y
Parisi, 1986). Se han encontrado receptores de TXA, en la
circulacion fetal idénticos a los de arteria y vena umbilical, y a

los de las plaquetas (Boura y Walters, 1991).

Otros agentes endoteliales vasoconstrictores presentes en
la circulacién placentaria son las endotelinas, que ejercen su
efecto bioldgico uniéndose a los receptores ET y ETg. Durante
la gestacion la placenta es la mayor fuente de produccién de ET.
El nivel de ET-1 en vena umbilical es més alto que el hallado en

circulacién venosa periférica materna (Hidkkinen et al., 1992).
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Parece que las endotelinas pueden desempefiar un papel
importante en la regulacién de la circulacion placentaria (Myatt
etal., 1992 ay b). Los tejidos placentarios expresan los genes de
las endotelinas y son capaces de producir ET-1, ET-3 y
cantidades pequeias de ET-2 (Myatt, 1992). Segin algunos
experimentos in vitro, la ET-1 es el agente vasoconstrictor mds
potente en la circulacién fetal (Myatt et al., 1992 b; Mak et al.,
1984; Myatt et al., 1993), asi como, aunque en menor medida,
la ET-3 (Myatt et al., 1992 b).

La ET-1 puede desempefiar un papel no sélo en la
regulacién del flujo placentario en condiciones fisioldgicas, sino
también en situaciones que conllevan un aumento en la
resistencia vascular o vasoespasmo. La concentracién de ET-1
en plasma materno se encuentra elevada en la preeclampsia
(Nova et al., 1991), lo que sugiere que este péptido podria estar
implicado en dicha patologia. Mads recientemente se ha
relacionado un aumento de ET-1 en cordén umbilical con RCIU
(Schiff et al., 1993).

En estados normales de gestacion se produce un aumento
progresivo en la liberacion de ET-1 que se estabiliza en el tercer
trimestre, presentando en el momento del parto su pico mas alto
(Usuki et al.,, 1990; Mastrogiannis et al., 1991). Otros

investigadores, sin embargo, no hallan este incremento final
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(Nisell et al, 1990). En gestaciones complicadas con
preeclampsia parece que los incrementos pueden llegar a ser de
mas del 50% (Schiff et al., 1992; Sudo et al., 1993). Como dato
singular se ha realizado una serie de estudios epidemioldgicos
que ponen de manifiesto que las mujeres de raza negra presentan
un riesgo mayor de hipertension arterial (HTA) y preeclampsia
que las de raza blanca. Carbone et al. (1998) han estudiado este
fendmeno en relacion a los niveles de ET durante la gestacion,
encontrando niveles similares en sangre materna pero no en
cordon umbilical. En mujeres de raza negra los niveles de las ET
estan significativamente elevados, lo que sugiere una mayor
produccién de ET por parte de la unién feto-placentaria en estas
mujeres. Por lo tanto, la ET podria ser uno de los factores
determinantes de la mayor incidencia de desordenes de origen
hipertensivo en mujeres de raza negra. Sin embargo, y como los
autores apuntan, la asociacién entre preeclampisa y la elevada
produccion de ET necesita de un mayor numero de

investigaciones.

De todo lo expuesto se deduce que el papel tanto
fisiolégico como fisiopatolégico de la ET en gestantes, y en

concreto a nivel placentario, estd por precisar.
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1.5. MECANISMOS VASCULARES EN LA
HIPERTENSION ARTERIAL DURANTE LA
PREECLAMPSIA

La gestacion normal se asocia con reducciones tanto de
la resistencia vascular total como de la presion arterial, debidas
posiblemente al aumento de la relajacién vascular dependiente
del endotelio y a la disminucién de la reactividad vascular a
agentes vasoconstrictores. Por el contrario, estos cambios
beneficiosos no ocurren en gestantes que desarrollan
preeclampsia; antes bien, se observan incrementos severos de la
resistencia vascular y de la presion arterial.

Aunque la preeclampsia representa una causa principal
de morbilidad y mortalidad materna y fetal, los mecanismos
celulares y vasculares subyacentes a este desorden no se han
identificado claramente. Estudios en gestantes hipertensas y en
modelos experimentales animales sugieren que la reduccion de
la perfusion utero-placentaria, con la consiguiente hipoxia-
isquemia placentaria, pueden desencadenar la liberacion de
factores placentarios que inician una cascada de fen6émenos
celulares y moleculares que conducen a la disfuncién del
endotelio y del musculo liso vascular, y por lo tanto al aumento
de la resistencia vascular y de la presion arterial. La isquemia
placentaria puede promover la liberacion de factores

biol6gicamente activos, incluyendo citoquinas tales como el
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“factor de necrosis tumoral-o (“tumor necrosis factor-o”’, TNF-
a) y especies reactivas del oxigeno. Incrementos super-umbrales
en los niveles plasmaticos de factores placentarios pueden
conducir a la disfuncion endotelial, a disminuciones en la
liberacion de substancias vasodilatadoras tales como el NO, la
PGI, y el EDHF, y por lo tanto a la atenuacion de las vias de
relajacion vascular. Por otra parte, los factores placentarios
también pueden incrementar la liberacion de y la reactividad
vascular a factores contréctiles derivados del endotelio tales
como la endotelina, el tromboxano y la angiotensina II. Estos
factores podrian incrementar la concentracién intracelular de
Ca” y estimular las vias de contraccién dependientes de Ca** en
el musculo liso vascular.

Por lo tanto, la atenuacion de los mecanismos de
relajacion vascular dependientes del endotelio, junto con la
potenciacién de los mecanismos de contraccién del musculo liso
vascular, representan las causas mas plausibles del aumento de
la resistencia vascular y de la presion arterial asociadas con la

preeclampsia (Khendun et al., 2002).
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OBJETIVOS

Hasta ahora el estudio de la circulacién fetoplacentaria se
ha abordado principalmente desde un punto de vista
morfolégico o en términos de flujos o de transferencia de
sustancias. El objetivo genérico del presente trabajo es el de
investigar las respuestas motoras de las arterias coriales frente
a estimulos vasoconstrictores y vasodilatadores (especialmente
aquellos relacionados con el endotelio), con el fin de contribuir
al mejor conocimiento de los mecanismos de control de la
circulacion fetoplacentaria. Se han utilizado arterias de la placa
corial porque son mds representativas que la arteria umbilical
tanto en el control de la resistencia vascular como en la

circulacion vellositaria.
Los objetivos pormenorizados son los siguientes:
1.- Estudio del efecto y mecanismo de accién de ET-1.

1.1.- Determinaciéon del subtipo de receptor (ET-o 6

ET-g) que media la respuesta a ET-1.

1.2.- Determinacién de la posible existencia de un
mecanismo de retroalimentacion negativa de NO sobre ET-1 y
ET-3, en virtud del cual la activacién de los receptores a
endotelina podria inducir la liberacién de NO el cual, a su vez,

inhibiria la respuesta a endotelina.
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1.3.- Determinacion de la dependencia que la respuesta a

ET-1 muestra respecto del Ca™.

2.- Estudio comparativo de los efectos de distintos
vasodilatadores, atendiendo principalmente a su dependencia del

endotelio y al agente vasoconstrictor inductor del tono activo.

2.1.- Registro de la respuesta al agonista endégeno ACh,

cuyo efecto estd mediado por mecanismos endoteliales.

2.2.- Registro de la respuesta al farmaco

nitrovasodilatador NPS, cuyo efecto se debe a la liberacién de

NO.

2.3.- Registro de la respuesta al agonista enddgeno
adenosina, en cuyo efecto no participan mecanismos

endoteliales.

2.4.- Registro de la respuesta a nicardipina, farmaco
bloqueador de los canales de Ca®* del grupo de las

dihidropiridinas.

3.- Estudios de correlacion entre los datos clinico-obstétricos y
las respuestas vasomotoras de las arterias coriales humanas
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MATERIAL Y METODOS

3.1. OBTENCION DE LAS PLACENTAS

Las placentas utilizadas se obtuvieron en el Centro
Maternal del Hospital Universitario La Fe de Valencia, de partos
sin complicaciones, es decir, con evolucion satisfactoria, liquido
amnidtico claro, registros cardiotocograficos normales y sin
ninguna evidencia de pérdida del bienestar fetal.

Las gestaciones fueron a término (mayor o igual a 37
semanas), de mujeres de raza blanca, sin antecedentes clinicos
de interés (sin hdbitos tdxicos, hipertensién, metabolopatias,
etc.) y con un curso de embarazo normal (sin RCIU,
preeclampsia, alteraciones en cantidad de liquido amniético,
antecedentes de amenaza de parto prematuro, placenta previa,
etc.).

Las placentas fueron recogidas inmediatamente tras el
parto (vaginal o «cesdrea) y fueron utilizadas en Ia

experimentacion en menos de 6 horas (Abad, 1999).
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3.2. OBTENCION DE LAS ARTERIAS CORIONICAS Y
SU DISPOSICION PARA EL REGISTRO DE TENSION
ISOMETRICA

Las arterias estudiadas son ramas de 2° y principalmente
de 3% orden pertenecientes a la placa corial placentaria (Figura
5). Los estudios se han realizado con un total de 429

segmentos arteriales.

Arteria corial
3er orden

Fig. 5: Distribucién superficial de las arterias
coriales en la placenta humana (arterias -tono
oscuro- por encima de venas).

Con la ayuda de una lupa binocular (Wild M3B,
Heerbrugg) y utilizando una fuente de luz fria (Euromex EK-
1) para no deteriorar el tejido, se separa en primer lugar el
amnios y se aislan por diseccion fina las arterias coridnicas

superficiales, de aproximadamente 1 mm de didmetro
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(Figura 5), del tercio externo de la superficie corionica

placentaria.

Se incluye aqui una nueva variable: la diferencia en horas

desde el momento del parto hasta el inicio del experimento.

Las arterias son inmediatamente introducidas en
solucién nutritiva de Ringer Locke con la siguiente composicion
(mM): NaCl, 119,8; KCl, 5,0; CaCl,, 2,2; MgCl,, 1,0; glucosa,
5,6; y NaHCOs, 23,8. Se eliminan los restos de sangre y tejidos
adyacentes y se cortan los vasos para la obtencion de anillos de

aproximadamente 4 mm de longitud.

Para el registro de la tensién isométrica desarrollada por
los segmentos arteriales se introducen los extremos finos y
rigidos de dos alambres de tungsteno (con un didmetro de 207
um) a través de la luz vascular. Uno de los alambres queda
unido a un soporte fijo, de tal forma que la arteria queda en
posicién horizontal. El otro se conecta a un transductor de
tension isométrica, de forma que puede traccionar verticalmente,
en sentido perpendicular al eje mayor del segmento arterial, en
respuesta a los cambios de tensién que se producen en la pared
del vaso. El transductor estd acoplado a su vez a un amplificador

de sefal y a un poligrafo, para poder asi registrar la variacion de
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tension isométrica ejercida por los segmentos arteriales como

resultado de su contraccién o relajacion (Figura 6).

TRANSDUCTOR
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Fig. 6: Disposicion de un segmento cilindrico de

arteria en el bafio de 6rganos.

Cada segmento vascular, con los alambres en el interior
de su luz, se aloja en un bafio de 6rganos que contiene la
solucién nutritiva de Ringer Locke, burbujeada continuamente

con gas carbégeno (95% de O, y 5% de CO,), lo que le confiere
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un pH de 7,3-7,4. Un circuito de agua caliente que rodea a las
copas de los bafos, permite mantener la solucion con los tejidos
vasculares a una temperatura constante de 37 + 0,5 °C. Se
dispone de una reserva de la solucidn, en condiciones idénticas a
las descritas, que se utiliza para renovar el medio en que se

hallan inmersos los segmentos arteriales.

El sistema de medida y registro consta, para cada uno de
los segmentos arteriales, de un transductor de tensioén isométrica
(“Universal Transducing Cell” UC3, Gould Statham), un tornillo
micrométrico (“Micrometer Boss Head”, Bioscience) adaptado
al transductor y capaz de desplazar el conjunto transductor-
alambre, un amplificador de tensién (Hewlett-Packard 8805C), y

un canal de registrador (Omniscribe, Houston D 5237-5).

Los cambios de tensién isométrica producidos por los
diferentes estimulos aplicados sobre los segmentos arteriales se
cuantifican midiendo, a partir del trazado basal o del trazado de
tono activo, el desplazamiento producido hasta el efecto maximo
desarrollado para cada una de las concentraciones. Estos
cambios de tension isométrica se multiplican por un factor de
calibracién determinado de antemano; ello permite la conversién
de unidades de longitud (mm) en unidades de tensién (mg). Las
cantidades obtenidas pueden expresarse en términos absolutos

(mg) o relativos, es decir, porcentualmente respecto al efecto
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maximo producido por un estimulo aplicado con anterioridad

(PGF,q, , ET-1 0 KCl), o bien respecto al tono activo.

3.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Una vez dispuestos los segmentos arteriales en el bafio de
organos y previa calibracion del aparato, se les aplica mediante
rotacion del tornillo micrométrico una tension basal de 2 g
(tensién previamente establecida como Optima). Dado que la
respuesta inmediata de los segmentos arteriales es relajarse, la
tension debe ajustarse periddicamente hasta que se estabilizan
en dicha tensién. Durante este periodo (60-90 min) el liquido
nutritivo se renueva cada 15 min. Una vez alcanzada una tension
basal constante de 2 g y con el fin de analizar la reactividad de
los segmentos arteriales, se someten a un estimulo
despolarizante (KCl 50 mM). Los segmentos arteriales que
desarrollan una contraccién frente a este estimulo menor de 1 g
son descartados. Posteriormente, se realizan varios lavados de
las arterias con la solucién nutritiva (cada 10 min), hasta que de
nuevo alcanzan su tension basal, dejando transcurrir siempre un
tiempo minimo de 45-60 min antes del inicio de las curvas

concentracion-respuesta. Dichas curvas se obtuvieron mediante
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la adicién al bafio de 6rganos de concentraciones acumulativas
del farmaco a estudiar. Cada concentracién se anade cuando la
inmediatamente anterior ha desarrollado su efecto maximo,
siendo la concentracién del farmaco en el bafio cuando se aplica
una concentracidn, la suma de esta dltima mas las administradas
con anterioridad. El volumen total de los farmacos afiadidos al
bafio no supera en ningun caso el 10% del volumen del liquido

del bailo.

Para la obtencién de las curvas concentracion-respuesta
de vasodilatacidn, tras aplicar la tension pasiva a los segmentos
arteriales, se utiliza un agente vasoconstrictor para inducir un
tono activo, en nuestro caso, mediante la adicion al bafio de
organos de una concentraciéon unica de KCI (50 mM),
PGFy, (10° M) 6 ET-1 (107 M). Una vez se alcanza de manera
estable el tono activo, se procede al registro de las relajaciones

inducidas por los correspondientes farmacos vasodilatadores.

3. 4. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

3.4.1. Estudio de los parametros obstétricos

Accediendo a la historia clinica y una vez se

seleccionaron las pacientes, se recogieron datos clinicos de la
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madre: edad, gestaciones, peso, aumento ponderal durante la
gestacion, grupo sanguineo y Rh; del parto: semanas de
gestacion, horas con contracciones, horas de bolsa rota, horas de
PAP, diferencia en horas desde el parto al inicio del
experimento, via de finalizacién del parto (vaginal o cesarea),
peso de la placenta en g, anestesia utilizada (local, peridural o
general) y del recién nacido (sexo del neonato, gasometria de
sangre del cordén umbilical, Apgar al minuto y a los 5 minutos,
peso del recién nacido) con el objetivo de correlacionar los datos

de reactividad vascular con los datos obstétricos.

Se ha realizado el estudio de este apartado analizando
todos los pardmetros anteriormente descritos, respecto de la
contraccidn vascular frente a una concentracion determinada de
KCl (50 mM), PGF,, (10° M) o ET-1 (107 M). La
concentracion de KCl a la que se hace referencia es la utilizada
al comienzo de todos los experimentos para comprobar la
vitalidad arterial, asi como para obtener el tono activo. En el
caso de la PGF,, y ET-1 es la concentracién empleada para

conseguir tono activo.
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3.4.2. Estudio de la respuesta vasoconstrictora de las arterias

de la placa corial

Para el estudio de la respuesta contrictil de las arterias de
la placa corial placentaria y de los mecanismos que la modulan,
nos centramos en el estudio del comportamiento arterial frente a
ET-1. Se realizaron curvas concentracion-respuesta de ET-1
(10'”—10"7 M), en situacién control y en cada una de las

siguientes situaciones experimentales:

a) Con el fin de determinar el tipo de receptor
predominante, ET-5, o ET-g, se obtuvieron curvas
concentracién-respuesta de ET-1 (10"'-107 M) y de
ET-3 (10'°-10° M), analizando la potencia relativa
entre ambos agonistas.

b) Con el fin de estudiar la posible participacién del NO
en la respuesta, se obtuvieron curvas concentracion-
respuesta de ET-1 y ET-3 tras la incubacién (20
min.) de los segmentos arteriales con el inhibidor de
la sintesis de NO, NG—nitro—L—arginina metilester

(L-NAME, 10*M).
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c) Para valorar el papel que juega el Ca* en la
respuesta, se obtuvieron curvas concentracion-
respuesta de ET-1:

* en medio sin Ca** y en presencia de un quelante
del i6n Ca®* (EGTA, 107 M).
= previa incubacién (20 min) con el bloqueante de

los canales de Ca*", nicardipina ( 10° M).

3.4.3. Estudio de la respuesta vasodilatadora de las arterias de

la placa corial

Para el estudio de la respuesta relajante de las arterias de
la placa corial se ensayaron sustancias vasodilatadoras que
actian mediante diferentes vias: endotelio-dependientes (ACh),
y endotelio-independientes tales como adenosina, NPS (dado de

NO) y nicardipina (antagonista del Ca").

Para llevar a cabo estos experimentos se exponen
previamente las arterias a un estimulo que active la contraccion
arterial de manera sostenida, lo que permite, tras la adicién
posterior de la sustancia vasorrelajante, estudiar el

comportamiento arterial frente al estimulo dilatador.
Se han llevado a término los siguientes experimentos:

a) Estudio de la respuesta vasorrelajante via endotelio-

dependiente con ACh (10'9—10'4 M).
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b) Estudio de la respuesta vasorrelajante de las arterias de la
placa corial humana via endotelio-independiente. En este
apartado se analiza el comportamiento del NPS (10°-10™
M), de la adenosina (10'8—10'4 M) y de la nicardipina
(10'°-10* M).

Como sustancias inductoras del tono activo se emplea
una concentracion tinica de ET-1 (107 M) 6 PGFy, (10° M). En
el caso de la nicardipina se completa la investigacién con una
tercera sustancia vasoconstrictora inductora de tono activo, KCI

(50 mM).

3.5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Por tratarse de variables continuas con una distribucién
normal, los pardmetros clinico-obstétricos (edad, peso materno y
aumento ponderal materno, semanas de gestacién, horas de
periodo activo, tiempo transcurrido entre el nacimiento y el
experimento, peso de la placenta y del neonato, y la gasometria
de cordén umbilical), se han descrito como media, error estandar
de la media (EEM) y el intervalo. El indice de Apgar (variable
semicuantitativa discreta) se ha descrito como moda y su

intérvalo.
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El tipo de anestesia utilizado, la distribucién por sexos y
la via de parto, se han expresado como porcentajes (variables

cualitativas).

Para estudiar la influencia de los pardmetros antes
descritos sobre la reactividad vascular a estimulos contrictiles
(ET-1, KCl, PGF,,), se realiza un analisis de correlacion,
efectuando una transformacion logaritmica previa en el caso del

indice de Apgar.

La posible influencia del sexo del neonato y via de
finalizacion de parto, se analizé mediante una prueba de “t” de
Student para muestras independientes. La influencia del tipo de
anestesia utilizada, se realiz6 mediante un analisis de la varianza
(ANOVA), seguido de una prueba de contraste a posteriori, en

caso de resultar significativa.

La respuesta contrictil frente a ET-1 y ET-3 se expresa
como porcentaje respecto de la contraccion inducida por KCl
(50 mM), mientras que la respuesta vasodilatadora se expresa
porcentualmente respecto al tono activo previamente inducido

con PGF,,, (10° M), ET-1 (107 M) 0 KCI (50 mM).

Se obtienen curvas concentracidon-respuesta en segmentos
arteriales procedentes de placentas diferentes. Los datos se
agruparon posteriormente segun el tipo de experimento y a partir
de los resultados obtenidos para cada una de las concentraciones

se calculé la media aritmética, la desviacién tipica y el EEM.
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Con estos datos se construyeron las curvas
concentracion-respuesta para cada una de las situaciones

experimentales.

Por otra parte, también se calcul6 para cada curva
concentracion-respuesta el efecto méiximo (Ens) y la
concentracion a la cual el efecto es la mitad del E.; (CEsp).
Para calcular la CEs se halla la mitad del efecto méximo y las
concentraciones que lo acotan, y a continuacion se calcula la
concentracion que corresponde a la mitad del efecto maximo
mediante una proporcion entre el efecto y el logaritmo de la

concentracion.

Para calcular el valor medio de la CEsg y su intervalo de
confianza del 95%, se calcula la media y el intervalo de
confianza de los valores pD, (-log CEs), ya que dichos valores
se ajustan a una distribuciéon normal. La posterior conversion,
aplicando antilogaritmos, proporciona la media geométrica y los

intervalos de confianza del 95% de la CEs.

Para el andlisis estadistico que determine las posibles
diferencias entre los valores de E; y CEso obtenidos para las
distintas situaciones experimentales, se empled, en el estudio del
comportamiento de la ET-1 y las sustancias relacionados con la
misma, (L-NAME, medio sin Ca**, nicardipina y ET-3), el test t-

Student para muestras independientes.
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En el estudio de la respuesta de distintos vasodilatadores
se utilizé6 el ANOVA de una via para comparaciones multiples.
Cuando result6 significativo el ANOVA, se siguié de un test de
rango multiple, bien el test de “minimas diferencias
significativas (LSD) o el test de Student-Newman-Keuls.

p<0,05 fue considerado significativo.

3.6. FARMACOS Y SOLUCIONES

Los productos utilizados en el presente trabajo y la
procedencia de cada uno de ellos son los expuestos en la

Tabla 1.

Todos los farmacos fueron preparados en el dia de cada

experimento.
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Tabla 1. Productos utilizados y procedencia

Producto Procedencia
Acetilcolina Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)
Adenosina Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)
Bicarbonato sédico Carlo Erba ( Rodano, Italia)
Cloruro calcico Merck ( Darmstadt, Alemania)
Cloruro magnésico Merck ( Darmstadt, Alemania)
Cloruro potasico Merck ( Darmstadt, Alemania)
Cloruro sédico Carlo Erba ( Rodano, Italia)
EGTA Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)
Endotelina-1 Calbiochem (Bad Salen, Alemania)
Endotelina-3 Calbiochem (Bad Salen, Alemania )
Glucosa Guinama (Valencia)

N -nitro-L-arginina

metilester Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)

Nicardipina Ferrer Internacional (Barcelona)

Nitroprusiato sédico Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)

Seroalbimina bovina . . .. .
grado V Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)
Sol. salina fisiol6gica Farma, S.A. ( Madrid)
Papaverina Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)

Prostaglandina Fyq Sigma-Aldrich Quimica (Madrid)

ACh, adenosina, NPS y la L-NAME fueron disueltas y

diluidas en solucién salina. Nicardipina y papaverina se
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disolvieron en H,O bidestilada y se diluyeron en solucién salina
fisiolégica. Para la completa disolucién de la nicardipina fue
necesaria la aplicacion de ultrasonidos. ET-1 y ET-3 se
disolvieron en 4cido acético 0,1% y se diluyeron en una solucién
que contiene la siguiente composicion: tampon fosfato salino

(NaCl 150 mM + NaH,PO4 10 mM) y seroalbiimina bovina 5%.

Para preparar la solucién nutritiva de Ringer Locke en
primer lugar se preparé una solucién concentrada (20x) de
cloruros (NaCl, KCl, CaCl,, MgCl,) que se diluy6 en el
momento de su uso afiadiendo entonces el NaHCO3 y la glucosa.
La solucién despolarizante de KCI 50 mM se prepard del mismo
modo que la solucién Ringer Locke, pero sustituyendo parte del
NaCl por una cantidad equimolar de KCI. La solucién sin Ca**
se prepard de la misma manera que la solucién nutritiva y la
despolarizante, pero eliminando el CaCl, de la composicién y

afiadiendo EGTA 1 mM.
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RESULTADOS

4.1. DATOS CLINICO-OBSTETRICOS

Los datos correspondientes a la parte clinica (maternos,

neonatales y del parto) se presentan en la Tabla 2.

Los pardmetros clinicos no cuantitativos analizados para
el estudio posterior de su posible influencia en la reactividad
arterial fueron: tipo de anestesia, via de finalizacién de la
gestacion y sexo de los recién nacidos.

En cuanto al régimen anestésico, el 9% de los casos
correspondieron a anestesia general, el 27% a anestesia epidural,
y el 64% a anestesia local. En cuanto a la via de finalizacion del
parto, el 79% de las placentas obtenidas correspondieron a
partos vaginales, y el 21% a ceséreas. En cuanto al sexo, el 54%

de los recién nacidos fueron mujeres, y el 46% varones.
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TABLA 2.- Datos clinico-obstétricos registrados en el total de

52 casos incluidos en el presente estudio.

;. P Media +
Minimo | Maximo EEM
Edad materna (aios) 18 40 31+5
Peso materno (Kg) 55 96 71+7
Aumento ponderal (Kg) 6 16 95+22
Tiempo gestacion 37 41 3941
(semanas)
PAP (h) 0 9 3,50+2,30
Tiempo desde el parto 1 6 2.6+ 135
hasta el experimento (h)
Peso placenta (g) 400 1.000 654 £107
Peso neonato (g) 2.500 4.050 |3.354+385
Apgar 1 min 7 10
Apgar 5 min 9 10
PH arterial 7,12 7,36 7,27+0,004
PH venoso 7,19 7,42 7,32+ 0,004
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4.2. RESPUESTA DE LAS ARTERIAS CORIALES A
ENDOTELINAS

4.2.1.- Respuestas a ET-1y ET-3

La adicién al bafio de Oorganos de concentraciones
crecientes de ET-1 (10"''-10”7 M) produjo contracciones de los
segmentos arteriales de la placa corial de magnitud dependiente
de la concentraciéon (Figura 7). En valores absolutos el Epsx
medio fue de 2.161+172 mg (11126% de la contraccion
inducida por KCI 50 mM), mientras que el valor medio de CEs
fue de 8,32 (6,76-10,2)x10” M (n=81).

La adiciéon al bafio de O6rganos de concentraciones
crecientes de ET-3 (107'°-10° M) produjo contracciones de los
segmentos de arterias coriales de magnitud dependiente de la
concentracion (Figura 7). La respuesta de los segmentos
arteriales tras la adicion al bafio de ET-3 alcanz6 un E,;x medio
de 1.013+80 mg (80£12% de la contraccién inducida por KCl
50 mM), mientras que el valor medio de CEs, fue de 8,91 (5,50-
14,4)x10° M (Tabla 3).
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Fig. 7: Curvas concentracion-respuesta de ET-1 (n=81) y
ET-3 (n=17) en segmentos de arterias de placa corial. Los
datos se expresan como porcentaje de la tensién méixima
alcanzada con KCI 50 mM vy representan la media +
EEM.

El andlisis estadistico de los resultados reveld diferencias
significativas entre las respuestas a ET-1 y ET-3: el Ep de
ET-1 fue mayor que el de ET-3, y la CEsy fue menor, lo cual
pone de manifiesto la mayor potencia contractil de ET-1

respecto de ET-3.
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4.2.2. Respuesta a ET-1 tras incubacion con L-NAME

Tras la incubacioén con el inhibidor de la sintesis de NO,
L-NAME (10™* M), la respuesta contrictil inducida por ET-1
presentd un Ep s de 1.780+284 mg (109+11% de la contraccién
inducida por KCl 50 mM), frente a un Eys de 1.549+262 mg
(99+7% de la contraccién inducida por KCI 50 mM) de las
arterias control; no se evidencian diferencias significativas entre
ambas. Por el contrario, el valor medio de CEsqy (4,89 [2,75-
8,711x10° M) fue significativamente menor que el que se
obtuvo en situacién control (1,02[0,87—1,2]><10'8 M) (Figura 8,
Tabla 3).
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Fig. 8: Curvas concentracion-respuesta de ET-1 en
segmentos de arteria de placa corial, en situacién control
(n=24) y tras la incubacién con L-NAME 10 M (n=19).
Los datos se expresan como porcentaje de la tensién
maxima alcanzada con KCl 50 mM y representan la media
+ EEM.

4.2.3. Respuesta a ET-3 tras incubacion con L-NAME

En las arterias coriales preincubadas con L-NAME (10
4 M) la respuesta contractil a ET-3 alcanz6 un E.; de
1.300+250 mg (74+7% de la contraccion inducida por KC1 (50
mM), el cual no resulté significativamente diferente del

obtenido en situacion control. El valor medio de CEsy fue de
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1,38(1,25—1,51)><10'7 M, el cual tampoco fue significativamente

diferente del obtenido en situacién control (Figura 9, Tabla 3).
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Fig. 9: Curvas concentracion-respuesta de ET-3 en
segmentos de arteria de placa corial, en situacién control
(n=17) y tras la incubacién con L-NAME (n=15). Los
datos se expresan como porcentaje de la tensién médxima
alcanzada con KCI 50 mM vy representan la media +
EEM.
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TABLA 3. Valores de CEsp y E4x de las curvas concentracion-
respuesta a ET-1 y ET-3 en arterias de placa corial, en situacién

control y tras incubacién con L-NAME 10 M.

CESO (M) Eméx (%) n

ET-1 Control 1,02(0,9-1,22)x10™® 99+7 24
ET-1+L-NAME 4,89(2,75-8,71)x10”% 109+11 19
ET-3 Control 8,91(5,50-14,4)x10%°  80+12¢ 17
ET-3+L-NAME 1,38(1,25-1,51)x107 7417 15

Los valores de E,; se han expresado como porcentaje de la
contraccion mdaxima que se produjo al despolarizar previamente los
segmentos arteriales con KCI 50 mM, y representan la media + EEM.

Los valores de la CEsy se han expresado como media con sus
intervalos de confianza al 95%.

* Significativamente mayor que el correspondiente valor control, p<0,05.
® Significativamente mayor del correspondiente valor de ET-1, p<0,01.

¢ Significativamente menor del correspondiente valor de ET-1, p<0,001.
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4.2.4. Respuesta a ET-1 en medio libre de Ca**

La exposicion a ET-1 de los segmentos arteriales
previamente incubados en medio libre de Ca®*, produjo una
respuesta contrictil cuyo valor medio de E s« fue de 1.285+214
mg (3444% de la contraccién previa inducida por KCI 50 mM).
El valor medio de CEsy fue de 1,34 (1,15—1,58))(10'8 M. El
andlisis estadistico puso de manifiesto una reduccién
significativa en el En s respecto al valor control, y un aumento

significativo en la CEsq (Figura 10, Tabla 4).
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Fig. 10: Curvas concentracion-respuesta de ET-1 en
segmentos de arterias de placa corial, en situacién control
(n=31), y tras la incubacién en ausencia de Ca** (@Ca®*) +
EGTA (10° M), (n=24). Los datos se expresan como
porcentaje de la tensiéon méxima alcanzada con KCI 50
mM y representan la media + EEM.

4.2.5. Respuesta a ET-1 en presencia del farmaco

calcioantagonista, nicardipina
En arterias coriales preincubadas con el calcioantagonista

nicardipina (10 M), la respuesta contréctil inducida por ET-1

alcanz6 un E. s de 1.173£156 mg (72+10% de la contraccién
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inducida por KC1 50 mM). El valor de CE5g es de 7,9(5,6-11,0)x
10°M (Figura 11, Tabla 4).

El andlisis estadistico puso de manifiesto que la
disminucién en el E, 4« es estadisticamente significativa respecto
de la situacion control (1.232+133 mg equivalente a un 125+9%
de la contraccion inducida por KCI 50 mM). No se objetivan

cambios significativos entre los valores de CEsg (Tabla 4).
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Fig. 11: Curvas concentracion-respuesta de ET-1 en
segmentos de arterias de placa corial, en situacién control
(n=10), y tras la incubacién con el antagonista del Ca™,
nicardipina (10° M, n=9). Los datos se expresan como
porcentaje de la tension méxima alcanzada con KCl 50
mM y representan la media + EEM.
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TABLA 4. Valores de CEsp y Ensx  para ET-1 en
arterias de placa corial en situacion control y tras incubacién

en medio carente de Ca®* (@ Ca™*) o con nicardipina 10” M.

CEso (M) Emix (%) n

ET-1 control 7(5-9)x10” 100£10 31
ET-1+@ Ca®* 1,34(1,15-1,58)x10®*  34+4° 24
ET-1 control 6,9(5-9,5)x10 12589 10
ET-1 + nicardipina 7,9(5,60-11,0)x10°  72+10¢ 9

Los valores de E,; se han expresado como porcentaje de la
contraccién conseguida al despolarizar previamente los segmentos arteriales
con KCl 50 mM, y representan la media + EEM. Los valores de la CEs, se
han expresado como media con sus intervalos de confianza al 95%.

* Significativamente mayor que ET-1 control, p<0,05.
" Significativamente menor que ET-1 control, p<0,05.

¢ Significativamente menor que ET-1 control, p<0,05.
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4.3. RESPUESTA DE LAS ARTERIAS CORIALES A
DISTINTOS VASODILATADORES

4.3.1. Agonistas endotelio-dependientes: ACh

La adicién al bafio de 6rganos de una concentracién
tnica de ET-1 (10”7 M), produjo contraccién mantenida de las
arterias coriales (tono activo), cuya magnitud media fue de
1.845+262 mg. La adicién de concentraciones crecientes de
ACh (10'°-10* M) produjo relajaciones dependientes de la
concentracion, con un E; de 1.348+173 mg (76+4% del tono
activo inducido por ET-1 107 M), y con una CEsy de 9,56
(4,15-22)x10™* M (Figura 12).

La adicién al bafio de 6rganos de una concentracion
dnica de PGF,, (10'5 M) produjo contracciéon mantenida de las
arterias coriales (tono activo), cuya magnitud media fue de
2.2974205 mg. En estas condiciones no se objetivé efecto
vasodilatador alguno con la exposicion a ACh (10°-10™ M).
Con el fin de descartar la inviabilidad de los segmentos
arteriales, en todos y cada uno de los experimentos se administré
una concentracién tnica de papaverina (10™* M) al finalizar cada
una de las series de concentraciones, observandose la rapida y

completa relajacion de dichos segmentos.
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Fig. 12. Curva concentracidon-respuesta de ACh en segmentos
de arterias de placa corial previamente contraidos con una
concentracion unica de ET-1 (10'7M), como tono activo, n=16.
Los datos se expresan como porcentaje del tono activo y
representan la media + EEM.

4.3.2. Agonistas endotelio-independientes

4.3.2.1. Nitroprusiato Sédico

En las arterias de la placa corial la adicién al bafio de
organos de concentraciones crecientes de NPS produjo

relajaciones de magnitud dependiente de la concentracion.
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Fig. 13. Curvas concentracién-respuesta de NPS en
segmentos de arterias de placa corial previamente
contraidos con una concentracion unica de ET-1 (10
™M) y de PGF,, (10° M) (tono activo), n=14 y n=21

respectivamente. Los datos se expresan como porcentaje
del tono activo y representan la media + EEM.

Precontrayendo con ET-1 (10'7 M), el E.,i fue de
5.570£1.860 mg (26092 % del tono activo que se alcanz6 con
ET-1 10”7 M). El valor de la CEs fue de 1,95(1,18-3,32)x107 M
(Figura 13).

Cuando la precontraccién para alcanzar tono activo se

indujo con PGF,,, el Ens fue de 3.556+390 mg (113+4% del
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tono activo que se alcanzé precontrayendo con PGF,,,). La CEsg
fue de 2,28 (1,59—3,26)><10'7 M (Figura 13).

El andlisis estadistico no revel6 diferencias significativas
al comparar los valores de CEsg de las respuestas a NPS respecto
del tono activo inducido por ET-1 6 PGF,,. Las diferencias si
fueron significativas en lo referente al Ens (p<0.05), siendo

mayor para el tono activo con ET-1 (Tabla 5).

4.3.2.2. Adenosina

La adiciéon al bafio de dérganos de una concentracién
tnica de ET-1 (10”7 M), produjo contraccién mantenida de las
arterias coriales (tono activo), cuya magnitud media fue de
1.106£169 mg.

La adicién al bafio de 6rganos de una concentracion
udnica de PGF,, (10'5 M) produjo contracciéon mantenida de las
arterias coriales (tono activo), cuya magnitud media fue de

2.691+139 mg.
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Fig. 14. Curva concentracién-respuesta de adenosina en
segmentos de arterias de placa corial previamente
contraidos con una concentracion unica de ET-1 (10'7 M)
para tono activo (n=12). Los datos se expresan como
porcentaje del tono activo y representan la media + EEM.

En el estudio de la vasodilatacion de las arterias coriales
frente a la adicion de concentraciones crecientes de adenosina
con tono activo inducido por ET-1, la E, 4« fue de 650£105 mg
(70£14% del tono activo que se alcanzé precontrayendo con
ET-1 107 M), con una CEsg de 4,8(3,1—7,4)><10'6 M (Figura 14,
Tabla 5).
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No se evidencid efecto vasodilatador alguno para la

adenosina cuando el tono activo se indujo con PGF,.

4.3.2.3. Nicardipina

A efectos comparativos, en este apartado se presenta el
efecto del calcioantagonista nicardipina (10"°-10* M) en
presencia de tono activo inducido por cada uno de los estimulos
contrictiles investigados: KCI (2.747£292 mg), PGFy,
(3.162+210 mg) y ET-1 (2.148+279 mg). En los tres casos se
pusieron de manifiesto relajaciones dependientes de la
concentracion.

La respuesta con concentraciones crecientes de
nicardipina frente a la contraccién provocada por ET-1 (10”7
M), fue relajacién de magnitud dependiente de la concentracion,
con un Ey s de 1.269+186 mg (60+5% del tono que se alcanzé
precontrayendo con ET-1); la CEsy fue de 9,55 (3,44—27,1)><10'8
M (Figura 15, Tabla 5).

Cuando se estudi6 la respuesta arterial tras haber
conseguido tono activo con PGF,, ( 107 M), se obtuvo una
relajacion dependiente de concentracion con un E.; de
1.366+£139 mg (36+2% del tono que se alcanzé con PGF,,,); la
CEs fue de 8,32(2,98-23,7)x10”" M (Figura 15, Tabla 5).
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Fig. 15: Curvas concentracion-respuesta de nicardipina en
segmentos de arterias de placa corial. Los datos se expresan
como porcentaje de la contraccién alcanzada al precontraer
con ET-1 (n=15), PGF,, (n=26) 6 KClI (n=12), y
representan la media + EEM.

Por ultimo se indujo contraccién con KCl 50 mM, y la
respuesta que se obtuvo con concentraciones crecientes del
calcioantagonista fue de relajacién, con un E.; de 2.849+318
mg (102+3% del tono activo que se alcanzé con KCl); la CEs

fue de 4,9(2,7-8,7)x10™M (Figural5, Tabla 5).

El orden de eficacia relajante de nicardipina atendiendo a

los diferentes inductores de tono activo (comparaciéon de los
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Enix) fue: KCISET-1>PGF,,,.

4.3.2.4. Comparacién entre los diferentes vasodilatadores

Puesto que ET-1 fue el tnico agente vasoconstrictor
frente al cual todos los vasodilatadores investigados pusieron de
manifiesto su efecto, resulta de interés la comparacién entre la
eficacia vasorrelajante de los mismos. Se aplicé el test de
ANOVA seguido del test de Student-Newman-Keuls,
evidencidndose el siguiente orden de eficacia entre los diferentes
vasodilatadores: NPS>Ach=Nicardipina= Adenosina (p<0,01)
(Figura 16).
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Fig. 16: Respuestas vasodilatadoras de las arterias coriales

humanas precontraidas con ET-1 (10'7 M).

Los datos se

expresan como porcentaje de relajacion respecto del tono activo
y se representan como media+EEM.
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TABLA 5. Valores de CEsy y efecto mdximo (E;sx) para las
curvas concentracion-respuesta de los vasodilatadores en
arterias de placa corial. Se han comparado para las distintas

sustancias con las que se consigue el tono activo.

Estimulo Tono activo CEsqg (M) Emix (%) n
ACh ET-1,10"™M  9,56(4,15-22)x10™® 764 16

PGF,, 10°M ~ - -
NPS ET-1,10'M  1,95(1,18-3,32)x107 260+92°* 14

PGF,, 10°M  2,28(1,59-3,26)x107  113+4 21
Adenosina  ET-1, 10'M 4,8(3,1-7,4)x10°  70+14 12
PGFE,, 10°M ~ ~ ~
Nicardipina ET-1,10’M 9,55(3,44-27,1)x10®  60+5°* 15
PGF,, 10°M  8,32(2,98-23,7)x107  36£2 26
KCI1 50 mM 4,9(2,7-8,7)x10" 10243 ° 12

Los valores de la E,; se han expresado como porcentaje del tono activo
que se produjo tras la tensién activa con ET-1 (107 M), PGF,, (10’5 M) o
KCI (50 mM), y se representan como media = EEM. Los valores de la CE;,
se han expresado como media con sus intervalos de confianza al 95%.

* Significativamente mayor que PGF,, (10'5 M), p<0,05.
® Mayor dilatacién con nivel de significacién de p<0,05 respecto de ET-1y

de p<0,01 respecto de PGF,,.
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4.4. ESTUDIOS DE CORRELACION ENTRE LOS DATOS
CLINICO-OBSTETRICOS Y LAS RESPUESTAS
VASOMOTORAS DE LAS ARTERIAS CORIALES
HUMANAS.

Con el fin de determinar la posible influencia de factores
obstétricos y neonatales sobre la respuesta de los vasos coriales,
se llevaron a cabo los correspondientes andlisis estadisticos
entre las semanas de gestacion, horas PAP, horas desde el parto
hasta el inicio del experimento, peso de la placenta, peso del
neonato y pH de arteria y vena de cordéon umbilical, con
respecto a los valores de CEsy y Ejsx obtenidos para todos los
estimulos investigados en las diferentes condiciones
experimentales.

El andlisis estadistico de las posibles correlaciones reveld
la significacion de cuatro de ellas:
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1.- Tiempo de gestacion vs Ens de ET-1 en medio sin
Ca'™ (Figura 17) (r=0.89, p<0.001, n=24). Dicha
correlacién es positiva, lo cual indica que cuanto maés
prolongado es el tiempo de gestacion, mayor es el efecto

de 1a ET-1 en medio libre de Ca>*.
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Fig. 17: Correlacién entre el tiempo de
gestacion y el Eysx de ET-1 en medio libre

de Ca*".



2.- Peso del neonato vs B de ET-1 en medio sin Ca*>

(Figura 18) (r=0.85, p<0.001, n=24). Dicha correlacién

es positiva, lo cual indica que cuanto mayor es el peso

del neonato, mayor es el efecto de la ET-1 en medio libre

2+
de Ca™".
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Fig. 18: Correlacién

entre el peso del

neonato y el E s de ET-1 en medio libre de

Ca*".
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3.- Peso del neonato vs Ensx de ET-1 en presencia de L-
NAME (Figura 19) (r=-0.67, p<0.005, n=19). Dicha
correlacion es negativa, lo cual indica que cuanto mayor
es el peso del neonato, menor es el E,; de ET-1 en

presencia de L-NAME.
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Fig. 19: Correlaciéon entre el peso del
neonato y el Es de ET-1 en presencia de
L-NAME 10* M.



4.- pCO, en sangre de arteria umbilical vs Egs de
nicardipina en arterias precontraidas con PGF,, (Figura
20) (r=0.73, p<0.001, n=26). Dicha correlacién es
positiva, lo cual indica que a mayor valor de pCOa,,

mayor es el E s de nicardipina.
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Fig. 20: Correlaciéon entre la PaCO, vy el
Enix de nicardipina en situacién de tono
activo inducido por PGF, 10° M.
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DISCUSION
5.1. CONSIDERACIONES METODOLOGICAS

Las respuestas de la vasculatura feto-placentaria a
diferentes agentes vasoactivos se han investigado generalmente
in vitro utilizando anillos o tiras de vasos umbilicales (Breslin et
al., 1993; Belfort et al., 1995), seguramente porque su diseccién
y manipulacién es mas fécil a este nivel. Mas recientemente se
ha dirigido la atencién hacia la funcion de los vasos de
resistencia. A este respecto las investigaciones se han llevado a
cabo utilizando 16bulos placentarios aislados y perfundidos en
los que la variable objeto de estudio es la presidon de perfusion
(Walters y Boura, 1991) o anillos de vasos de pequefio calibre
de placa corial en los que se registra bien la presion de perfusion
o bien la tensién circunferencial (Gonzalez-Panizza et al., 1981;
Marin et al., 1989, 1990; Reviriego et al., 1990 b y c;
MacCarthy et al.,, 1994; Zhang et al., 2001). Esta ultima
aproximacion es la que se ha seguido en el presente trabajo. Al
igual que en los trabajos de MacCarthy y cols. (1994), se han
utilizado ramas arteriales de segundo y, principalmente, tercer
orden.

Se ha tenido especial cuidado en la selecciéon de las

placentas que iban a servir para la obtencion de los segmentos
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arteriales a utilizar. Se rechazaron aquellas en las que se
encontrd cualquier tipo de desviacion respecto de los criterios
preestablecidos: raza blanca (Carbonne et al., 1998), ausencia de
patologia materna (amenaza de parto prematuro, diabetes
gestacional o pregestacional, alteraciones metabdlicas,
hipertension arterial, vasculopatias, tratamientos médicos, etc.) y
de anomalias durante la dilatacién y el parto (liquido amnidtico
meconial, alteraciones en el cardiotocograma, sospecha de
pérdida del bienestar fetal, valores de pH prepatolégicos o

patoldgicos, etc.).

Un factor de gran importancia es la tension basal (pasiva)
a la que deben ser sometidos los segmentos arteriales antes de
registrar la respuesta a los agonistas objeto de estudio. Las
referencias bibliograficas muestran un rango desde 1 a 4 g
(Reviriego et al., 1990a,b,c; Bertrand et al., 1993; Omar et al.,
1992), motivo por el cual se realizé un grupo de experimentos
preliminares para determinar la tensién pasiva Optima. En
nuestra preparacion experimental esta tension resulté ser de 2 g,
con un tiempo medio de equilibrado de 90+15 min. Condiciones
similares se han establecido en las investigaciones de otros
autores (Breslin et al., 1993; MacCarthy et al., 1994; Learmont y
Poston, 1996).

Otra cuestion metodoldgica previa fue determinar si el
almacenamiento de los vasos coriales para su posterior

utilizacién pudiera afectar a su respuesta. La mayoria de los
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autores utilizan vasos frescos en sus experimentos, con un
maximo de demora de 6 h entre el parto y la realizacién del
estudio (Bjgro y Spray-Pedersen, 1986; Marin et al., 1989, 1990;
Reviriego et al., 1990a,b,c; Figueroa et al., 1990; Omar et al.,
1993; Hanson et al., 1998; Abad, 1999). Merecen ser citadas las
investigaciones de Abad (1999), en las que se hace especial
hincapié en este aspecto. Este autor concluye que més alla de las
6 h la respuesta motora de los vasos placentarios se encuentra
modificada. En el presente estudio se ha respetado por lo tanto
dicho limite de 6 h desde el parto hasta la preparacion de las

arterias para los experimentos.
5.2. ANALISIS DE LAS RESPUESTAS

VASOCONSTRICTORAS DE LAS ARTERIAS DE
PLACA CORIAL

5.2.1. Endotelina

La ET es uno de los agentes constrictores mds potentes
en todos los lechos vasculares (Yanagisawa et al., 1988; Sakata
et al., 1989), incluyendo los vasos uterinos (Fried y Samuelson,
1991; Bodelsson et al., 1992) y las arterias miometriales (Word

et al., 1990; Fried et al., 1992). Durante la gestacion la placenta

85



se convierte en la mayor fuente de produccién de ET del
organismo (Hékkinen et al., 1992). Se encuentra presente desde
el primer trimestre, por lo que se presupone su participaciéon en
el desarrollo vascular feto-placentario (Le et al., 1993). Parece
ser que también tiene un papel durante el trabajo de parto y el
parto, ya que la oxitocina estimula la produccién de ET (Usuki

et al., 1990; Peri et al., 1992).

A pesar de su supuesta importancia en diferentes
aspectos de la gestacion, los trabajos en los que se ha
investigado el efecto de la endotelina sobre los vasos coriales
son escasos (McCarthy et al., 1994; Fried y Liu, 1994; Sand et
al., 1998). La ET-1 es el tipo méds abundante de ET en la
circulacion placentaria y también la mds potente de las
endotelinas (Myatt et al., 1992b). La bibliografia existente hasta
el momento recoge trabajos de la accién de la ET-1 sobre
cotiledones (Myatt et al., 1992a,b; Hanson et al., 1998) y sobre
vasos umbilicales (Haegerstrand et al., 1989; Breslin et al.,
1993). Para evaluar la posibilidad de que la ET pudiera actuar en
la fisiologia de la placenta participando del control del flujo
sanguineo, en el presente trabajo se han registrado los efectos de

ET-1 sobre las arterias coriales.

Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto
un valor de CEsyp para ET-1 en el rango nanomolar,
concretamente de 8,32><10'9 M. El valor de E,s« fue superior al

100% de la contraccién previa producida por KCl 50 mM.
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En arterias utero-placentarias Sand et al. (1998) han
obtenido una CEsy de 2,6><10'8 M; McCarthy et al. (1994) de
1,45><10'8 M con un E, s que alcanza el 71%; y Fried y Liu
(1994) informan que con ET-1 (10'7 M) se obtiene un E4 del
60%. En cotiledones Myatt et al. (1992b) obtienen una CEsy de
1,45x10° M, y en arteria umbilical Breslin et al. (1993) obtienen
una CE;5g de 1,2><10'7 M. Comparativamente, nuestros resultados
ponen de manifiesto un efecto vasoconstrictor de la ET-1 de

mayor potencia que el obtenido en investigaciones previas.

Los niveles circulantes de ET durante el parto son
marcadamente mds altos en cordén umbilical que en sangre
materna (Hemsen, 1991), y se encuentran en el rango
nanomolar, rango en el que se sitta el valor de CEs obtenido en
nuestros experimentos. Por lo tanto, durante el parto los vasos
placentarios se encuentran expuestos a concentraciones de ET-1
capaces de ejercer un potente efecto vasoconstrictor. Este hecho
apoya la sugerencia de que la ET-1 desempefia un papel
destacado en la regulacion del flujo sanguineo placentario.
Probablemente, el aumento excesivo de sus niveles objetivado
durante la preeclampsia (Myatt, 1992; Boura et al., 1994;
Carbonne et al., 1998), conllevaria una reduccién importante del

aporte sanguineo a la placenta.

87



Para determinar el subtipo de receptor (ET-5 6 ET-g) que
media la respuesta vasoconstrictora a ET-1, se registrd la
respuesta a ET-3 con el fin de establecer la potencia relativa
entre ambos agonistas. El valor de CEsj para ET-3 fue un orden
de magnitud mayor que el de ET-1, concretamente de 8,91x10®
M. Por lo tanto, la potencia vasoconstrictora de ET-3 es
aproximadamente diez veces menor que la de ET-1. Estos
resultados son compatibles con la activacion de receptores del
subtipo ET-4 en las arterias coriales, cuya afinidad por la ET-1
es mayor que la que presentan por la ET-3. La razén de la mayor
respuesta de la ET-1 respecto de la ET-3 quiza se encuentre en
la distinta distribucién de los receptores ET-, y ET-g: los
receptores del subtipo ET-, se han identificado en la pared de
los vasos placentarios (Rutherford et al., 1993; Mondon et al.,
1993), mientras que los del subtipo ETp estdn presentes con

mayor densidad en el sistema vellositario.
5.2.2.- Interrelacion ET/NO

De acuerdo con Ferré (2001), una forma simplificada de
comprender el tono vascular basal asi como las consecuencias
de su desequilibrio, es a modo de parejas antagénicas de
sustancias derivadas del endotelio: TXA,/PGI, y ET-1/NO.
Centrandonos en la segunda pareja, otro de los objetivos del

presente estudio fue evaluar la hipétesis de que la activacion de
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los receptores para ET-1 pudiera dar lugar a la liberacion de NO,
el cual podria a su vez, y siguiendo un circuito de
retroalimentacién negativa, tener un efecto inhibidor sobre la
propia respuesta contractil inducida por ET-1. Este hecho se ha
puesto de manifiesto en otros lechos vasculares (Masaki, 1993;
Alabadi et al.,, 1997; Cardillo et al., 2000). E1 NO se ha
mostrado como el vasodilatador placentario por excelencia,
atenuando las acciones de la ET y del TX (Myatt et al., 1992 a;
Boura et al., 1994).

En presencia del inhibidor de la sintesis de NO,
L-NAME, Ia respuesta contractil a ET-1 result6 potenciada en
tanto en cuanto el valor de CEsy fue significativamente menor,
concretamente de 4,89><10'9 M. El resultado obtenido es
compatible con la estimulacion de la produccién de NO cuando
se activan los receptores para ET-1; el NO liberado limita a su
vez la respuesta contrictil inducida por ET. Por el contrario, la
respuesta vasoconstrictora inducida por ET-3 no resultd
modificada por L-NAME, lo cual demuestra que el mecanismo
descrito s6lo opera con la activaciéon de los receptores del
subtipo ET-4 para la ET-1. En arterias utero-placentarias Fried
y Liu (1994) también han comparado la respuesta contractil a
ET-1 en presencia de L-NAME, y el resultado obtenido, al igual

que en nuestros experimentos, es el aumento de la respuesta
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contrictil. No obstante, estos autores expresan el resultado
unicamente como Esx sin especificar la CEsj, y obtienen un
Enix del 90%. El valor de E,ix obtenido en nuestros
experimentos no se vid significativamente modificado respecto
del control, y en todo caso superé el 100% de la contraccion

previa producida por KCI 50 mM.

5.2.3.- Participacion del Ca** enla respuesta a ET-1

El tono vascular basal resulta de la integracion de las
acciones contractiles y relajantes de los distintos agentes
liberados en las inmediaciones del musculo liso vascular, bien
de origen endotelial o humoral. La contraccién del misculo liso
se genera en tltima instancia por movimientos de Ca** (Jiang y
Stephens, 1994; Tresguerres, 1999). Uno de los objetivos del
presente estudio ha sido determinar hasta qué punto la respuesta
contréctil de los vasos coriales a ET-1 depende del Ca®*. Con
este fin se ha registrado la respuesta contréctil a este agonista en

medio sin Ca®* y en presencia del calcioantagonista nicardipina.
Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto

que la respuesta contrictil a ET-1 resulta inhibida en gran

medida en un medio carente de Ca** (Emax del 34% frente al
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100% en medio normal). Por lo tanto, la entrada de Ca**
extracelular, con el consiguiente incremento de la concentracion
intracelular de Ca2+, es un importante mecanismo mediador de la
respuesta contractil a ET-1 en las arterias coriales. A la vista de
nuestros resultados podemos estimar que en las arterias de placa
corial alrededor del 66% de la respuesta maxima a ET-1

depende de la entrada de Ca”* extracelular.

Del andlisis de la bibliografia revisada por Fried y Liu
(1994) se sugiere que la ET podria ser un agonista endégeno de
los canales de Ca”* de tipo L, y por lo tanto parte de la respuesta
provocada por la ET podria estar mediada por la entrada de Ca™
extracelular o como consecuencia de la movilizacién del Ca**
almacenado en el reticulo sarcoplasmico. Este ultimo
mecanismo se ha comprobado en miusculo liso de arterias
coronarias y de aorta (Miasiro et al., 1988; Wagner-Mann et al.,
1991). Por el contrario, Sakata y Karaki (1992) no evidencian
liberacién de Ca?* intracelular inducida por ET en musculo liso

miometrial de rata.
Se completa la investigaciéon de este apartado con el

estudio del comportamiento arterial en presencia del bloqueador

de los canales de calcio, nicardipina. El Es de la ET-1 se
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reduce en un 39%, y aunque el menor efecto constrictor de la
ET-1 es estadisticamente significativo, el efecto inhibitorio de la
potencia vasoconstrictora de la ET-1 es mds acusado en un
medio libre de Ca*, lo cual sugiere la posible intervencién de
canales de Ca** del tipo no-L en la respuesta a ET-1. Por lo que
sabemos, ningln autor ha investigado la respuesta a ET-1, a
pesar de que esta sustancia se ve involucrada en la fisiologia de

una patologia tan importante como es la preeclampsia.

5.3. ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS
VASODILATADORAS DE LAS ARTERIAS DE LA
PLACA CORIAL

La gestacion normal se asocia con un predominio de
influencias vasodilatadoras, tanto en la circulacion materna
como en la fetal (Boura et al., 1991 y 1994; Poston et al.,
1995). Estados hipertensivos durante la gestacion se asocian a
una vasoconstriccion generalizada que afecta a la circulacion
feto-placentaria. La etiologia de la preeclampsia parece ser
multifactorial, aunque su inicio coincide con una
placentacién anormal, con invasion deficiente de las arterias

espirales del miometrio por parte del trofoblasto, lo cual
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impide la instauracion de wuna circulacion materno-fetal
adecuada y determina la hipoperfusién placentaria con aumento
de las resistencias vasculares y disfuncion del endotelio vascular
(Beaufils, 2002). Con la preeclampsia establecida se produce un
desequilibrio a favor de la produccion de factores
vasoconstrictores respecto de los vasodilatadores,
principalmente en lo que se refiere a la ET-1 y al NO (Carbonne
et al., 1998; Khendun et al., 2002; Schiff et al., 1992 y 1993),
que en la clinica se traduce en hipertension materna con
posibilidad de alteracion de las funciones renal y hepatica, asi
como de la hemostasia. En este apartado se ha investigado la
respuesta de los vasos de resistencia placentarios frente a
diversas sustancias vasodilatadoras, en situacién de incremento
del tono vascular inducido con concentraciones tnicas de KCl

(50 mM), PGF,, (10° M) y ET-1 (107 M).

Al igual que ocurre con los estimulos vasoconstrictores,
las  referencias  bibliograficas acerca de  sustancias
vasodilatadoras y las respuestas que éstas provocan en vasos
coriales son escasas. En estudios con 16bulos placentarios se ha
observado que los vasos vellosos precontraidos con U46619, un
andlogo del TXA,, responden con vasodilatacion a
nitroglicerina (Walters y Boura, 1991), 4cido araquidénico,

PGI,, 6-ceto PGE; y PGE; (Mak et al., 1984; Howard et al.,
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1986), y teofilina (Nielsen-Kudsk, 1985). De igual modo,
mediante  perfusion placentaria 'y precontrayendo con
angiotensina, se han registrado efectos vasodilatadores con
histamina y PGI, (Maguire et al., 1985; Howard et al., 1987;
Soares de Moura, 1987), asi como con isoprenalina y terbutalina
(Soares de Moura, 1981). El VIP produce vasodilatacién
(Maigaard, 1986). Los vasos umbilicales precontraidos también
responden con vasodilataciéon a estimulos como prostaciclina,
nitroprusiato sédico, verapamil y VIP (Bjgro y Stray-Pedersen,

1986; Mak et al., 1.984; Maigaard, 1987).

En el presente trabajo se han utilizado como agentes
constrictores para inducir tono activo KCIl (50 mM), PGF,, (10°
> M) y ET-1 (107 M), y se han registrado las respuestas a
vasodilatadores de distinta naturaleza: dependientes de endotelio
como ACh (agonista enddgeno), e independientes de endotelio
como adenosina (agonista enddgeno), SNP (dador de NO

sintético) y nicardipina (calcioantagonista sintético).

Respecto de la respuesta alcanzada con los
vasoconstrictores, se puede establecer el siguiente orden de
potencia seguin el nivel de contracciéon medio alcanzado: PGF,,
> ET-1 = KCIl. Es decir, el tono activo medio alcanzado

mediante activacion de receptores (PGF,,) es de mayor
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magnitud que el alcanzado por despolarizacion de membrana
(KCl), también hay que sehalar que en términos absolutos se
alcanza mayor contracciéon media con ET-1 que con KCI,

aunque la diferencia no es estadisticamente significativa.

No hay ningin trabajo en vasos placentarios que
compare la potencia relativa de contraccién en relacién a su
mecanismo de actuacion a nivel del miusculo liso vascular. En
los trabajos revisados se utiliza KCI al inicio del experimento
para comprobar la viabilidad arterial y como medida de
referencia posterior a la hora de calcular el porcentaje de
contraccién o relajacion de las distintas sustancias utilizadas
respecto del tono activo. Sorprende que a pesar de la
implicacion que parece tener la ET-1 no sélo en el
mantenimiento del tono vascular en condiciones fisioldgicas
sino también en la génesis y mantenimiento de la preeclampsia,
no exista hasta el momento ningtn trabajo que determine el
comportamiento de los vasos de resistencia frente a sustancias
vasodilatadoras cuando dichos vasos se encuentran bajo el

estimulo contractil de la ET-1.
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35.3.1.- Acetilcolina

La ACh relaja la fibra muscular lisa afectando al tono
vascular, accion mediada por la liberacion de NO desde el
endotelio. A su vez, el NO provoca la relajacion del musculo
liso vascular mediante la activacion de la guanilato ciclasa
soluble y el aumento en los niveles intracelulares de GMPc
(Moncada et al., 1991). Nuestros resultados ponen de manifiesto
una respuesta dilatadora por accion de la ACh que llega a ser de
un 76% respecto de la contraccion alcanzada con ET-1. Por el
contrario, en presencia de tono activo inducido con PGF,,, la
ACh no ejerce efecto relajante alguno. Puesto que la adenosina
muestra este mismo comportamiento, su posible explicacion se

discute conjuntamente mds adelante.

Como ya se ha resefiado, la placenta y los vasos
umbilicales no presentan inervacion autondmica, y por lo tanto
cabria esperar que un neurotransmisor como la ACh no tuviera
influencia sobre la funcién de los mismos. Sin embargo, todos
los autores parecen coincidir en la presencia de ACh en placenta
y vasos umbilicales a pesar de la falta de inervacién de estas
estructuras. La mayor parte de los autores llegan a la conclusion
de que a pesar de que la ACh estd presente en grandes
cantidades en la placenta, no contribuye al control vascular

(Boura et al., 1.986; Walters y Boura, 1991; Svane et al., 1992).
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Se han estudiado los efectos de la ACh (Panigel, 1959), pero las
altas concentraciones endogenas parecen enmascarar los efectos
de la administraciéon exdgena. Boura et al. (1986) no encuentran
evidencias de que la ACh modifique las respuestas
vasoconstrictoras en vasos umbilicales. Myatt et al. (1992)
utilizando cotiledones, y MacCarthy et al. (1994) utilizando
arterias de placa corial, tampoco encuentran efecto sobre la

presion de perfusion.

Se sugiere que la ACh no neuronal juega un papel en la
regulacién de los procesos de transporte de membrana, en los
mecanismos que controlan el paso transplacentario de
aminodcidos y electrolitos, asi como en la liberacién de las
hormonas placentarias (Sastry y Sadavongvivad, 1979; Stabile
et al., 1989). Se sabe que los niveles de ACh dependen de la
integridad del sincitiotrofoblasto, pudiendo ser afectados por
cambios endocrinos e inmunolégicos y por procesos
patologicos. La produccion de ACh se reduce en la
preeclampsia. También puede estar involucrada en mecanismos
asociados al desencadenamiento del parto, ya que se ha
observado un descenso de sus niveles en sangre materna durante

esta fase (Brennecke et al., 1988).

Sin embargo, se ha descrito relajacién independiente de

endotelio en respuesta a ACh en placenta y en vasos umbilicales
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(Xie y Triggle, 1994). A la vista de sus resultados, estos autores
postulan un “nuevo” modelo de regulacion del flujo sanguineo
respecto de la ACh, la cual activaria el enzima Na*/K*-ATPasa,
y/o a través de canales de K*. El enzima Na"/K"-ATPasa es un
enzima de membrana responsable del intercambio celular de Na*
y K*. Su actividad controla el potencial de membrana de las
c€lulas del masculo liso vascular, afectando los niveles
intracelulares de Na*, la disponibilidad de Ca** para los
mecanismos contractiles, el tono vascular o la reactividad a
estimulos vasoactivos. La actividad de este enzima aumenta
durante la gestacién tanto en los eritrocitos maternos como en
los fetales, y en el musculo liso vascular (Ezimokhai et al.,

1993).

Se ha sugerido que este aumento de actividad puede
contribuir a la disminucién de la resistencia vascular periférica
que se produce durante la gestacion, gracias a la estabilizacion
de las membranas celulares del musculo liso (Ezimokhai et al.,
1993). Asi, la actividad de la Na*/K*-ATPasa en el misculo liso
vascular placentario y las células endoteliales puede contribuir
de forma importante al mantenimiento de la baja resistencia
vascular, como lo demuestra la gran vasoconstriccién que se
produce cuando su funcién es bloqueada por la ouabaina

(Bertrand et al., 1993).
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Nuestros resultados permiten afirmar que la ACh tiene
un efecto relajante en arterias de placa corial, si bien la
existencia de dicho efecto depende del agente inductor del tono

activo.

5.3.2.- NPS

El NO, potente vasodilatador sistémico producido
continuamente por las células endoteliales ejerce, junto con la
PGI,, una funcién fundamental en la resistencia vascular y la
coagulaciéon (Gude et al., 1990; Moncada, 1991; Myatt et al.,
1991 y 1992b). El NO se considera actualmente el maés
importante factor enddgeno en la regulacion del flujo
placentario (Gude et al., 1990; Boura y Walters, 1991; Boura et
al., 1994; Izumi et al., 1995). Sabemos que la reduccién de la
produccién de NO puede contribuir a patologias gestacionales
tan importantes como el RCIU y la preeclampsia (Pinto et al.,

1991).

Los efectos bioldgicos del NO son de corta duracién
puesto que su gran inestabilidad le lleva a combinarse con el
oxigeno y metaloproteinas. Su vida media en solucion acuosa es

tan s6lo de unos segundos. Se ha identificado la NO sintetasa en
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las vellosidades placentarias (Myatt et al.,1992b). Estudios
inmunohistoquimicos han demostrado que la NO sintetasa se
localiza en cantidades relativamente grandes en el endotelio de
los vasos de resistencia placentarios, y que estd virtualmente

ausente en el endotelio de los capilares donde no hay musculo

liso (Myatt et al., 1993; Moncada et al., 1991).

El NO es también el mediador activo de una serie de
compuestos usados en la clinica diaria y a los que de forma
genérica se les denomina nitrovasodilatadores. En el presente
trabajo se han investigado los efectos de uno de ellos: NPS. Los
resultados ponen de manifiesto una respuesta vasodilatadora de
gran magnitud, tanto si el tono activo se indujo con PGF,, (Epsx

del 113%) como con ET-1 (Es5 del 260%).

Dos grupos de trabajo han estudiado la respuesta a los
nitrovasodilatadores. Gonzdlez et al. (1997) demuestran que los
vasos placentarios tanto de mujeres sanas como de mujeres con
preeclampsia presentan una sensibilidad semejante frente a los
nitrovasodilatadores, registrando relajaciones cercanas al 100%.
Estos autores concluyen que si lo que prima en la preeclampsia
es una disfuncién endotelial, los dadores del NO podrian ser de

utilidad terapéutica en este trastorno.

Por otra parte, Zhang et al. (2001) estudian la

vasorrelajacion frente a distintos dadores de NO en placentas de
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mujeres sanas, concluyendo que el NPS, junto con la
nitroglicerina, son los nitrovasodilatadores mas potentes. Los
experimentos se realizan en condiciones de alta y baja presion
de oxigeno, registrandose relajaciones que sobrepasan el 100%
del tono activo. Los autores recaban informacién contradictoria
respecto al uso de nitrovasodilatadores en el control de la
tension arterial materna y en la mejora del flujo feto-placentario.
Existen varios estudios en los que se usan dadores de NO y en
los que se aprecia la mejora del cuadro materno sin afectacion
para el feto (Ramsay et al., 1994; Lees et al., 1998; Oyelese et
al., 1998). Byrne et al. (1997), por el contrario, advierten de que
el uso de nitroglicerina en la gestacion puede interferir en la
regulacion local de las concentraciones de NO placentario, y
subsiguientemente en el equilibrio de flujos materno-fetales con
detrimento del transporte de oxigeno al feto. Se concluye que se
necesitan nuevos estudios que examinen los efectos de los

dadores de NO a nivel placentario.

Los datos expuestos hasta el momento indican que las
arterias de la placa corial presentan una pobre o nula dilatacién
endotelio-dependiente, pero los efectos del SNP demuestran
que el musculo liso tiene la capacidad de responder siguiendo la

via del NO.
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5.3.3.- Adenosina

La adenosina es un metabolito regulador del flujo en
diferentes Organos, en los que actia como vasodilatador
incrementando la perfusion. La placenta presenta mecanismos
de sintesis y metabolizacién de la adenosina, especialmente en
situaciones de hipoxia (Irestedt et al., 1989), y en la placenta a
término se encuentra el nucledsido en concentraciones
significativas. Estas evidencias sugieren que la adenosina podria
jugar un papel regulador en la funcién placentaria (Maguire et

al., 1985).

En las condiciones experimentales establecidas en el
presente trabajo no se han registrado variaciones significativas
del tono activo inducido por PGF,, en los segmentos arteriales
expuestos a concentraciones crecientes de adenosina. Si se logra
respuesta vasodilatadora cuando el tono activo es inducido con

ET-1, alcanzandose un E 4 del 70%.

Las investigaciones acerca de los efectos de la adenosina
sobre la circulacién feto-placentaria son escasas y los resultados
en ocasiones contradictorios. En estudios realizados en vasos

umbilicales y coriénicos se ha objetivado un efecto bifasico:
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vasoconstriccion inicial seguida de relajaciéon mantenida. Por el
contrario, también se ha descrito que la arteria umbilical es
relativamente resistente a los efectos vasodilatadores de la
adenosina y del nitrito sédico (White, 1989). En estudios de
perfusion  placentaria in vitro la adenosina produce
vasoconstriccion en presencia de bajas tensiones de oxigeno y
vasodilatacion a altas tensiones de oxigeno (Read et al., 1995).
Unicamente Reviriego et al. (1990a) han investigado la accién
de la adenosina y sus receptores en el sistema vascular
placentario, concretamente en vasos coridnicos obtenidos en el
punto de insercién del cordén umbilical. El tono activo se indujo
con KCI (75 mM) o con PGF,, (10'6 M), y en ambos casos se
obtuvo respuesta vasodilatadora. En dicho estudio se llega a la
conclusion de que existe una poblacion similar de receptores A
y A, en vasos coridnicos, cuya activacion induce relajacién

secundaria al bloqueo de la entrada de Ca**.

El hallazgo experimental de que ni ACh ni adenosina
fueran capaces de relajar las arterias coriales previamente
contraidas con PGF,, merece una consideracion detallada. Para
intentar explicar dicho hallazgo es preciso tener en cuenta el

mecanismo de accién de los tres agonistas implicados.

La PGF,, es uno de los cinco prostanoides bdsicos
liberados durante el metabolismo del 4cido araquidénico. La

participacion de los prostanoides en procesos tan importante
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como la inflamacién, la agregacién plaquetaria y la
vasomotricidad se lleva a cabo mediante su unién a receptores
especificos. Hasta el momento se han descrito siete tipos de
receptores para prostanoides que se agrupan en tres categorias:
a) receptores IP, EP,, EP4 y DP, que median relajacion
estimulando la produccién de AMPc; b) receptores TP, EP; y
FP, que median contraccién incrementando la [Ca2+]i; y ©)
receptores EP3;, que inhiben el enzima adenilato ciclasa. La
PGF,, se une a receptores contréctiles del tipo FP, si bien dicha
unidn no es selectiva y se ha demostrado que la PGF,, también

puede unirse a receptores EP; y EP3 (Bos et al., 2004).

Por lo que respecta a la circulaciéon feto-placentaria,
estudios farmacoldgicos con agonistas y antagonistas sugieren la
existencia de receptores TP (activados por tromboxanos) y FP
(activados por prostagandinas F) que median la respuesta
contréctil de la vena umbilical humana (Daray et al., 2003). Por
el contrario, en otras investigaciones en las que se ha utilizado la
arteria umbilical humana, se ha llegado a la conclusién de que la
PGF,,, activa receptores de tipo TP, cuestiondndose la existencia

de receptores FP en este lecho vascular (Boersma et al., 1999).

Sea cual fuere el receptor activado por PGF,,, parece
evidente que este agonista desencadena determinadas cascadas
de sefializacion, entre las que se encuentra la activacion de la

fosfolipasa C y subsiguiente liberacién intracelular de Ca®* vy
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activacion de la protein kinasa C, la cual a su vez activa la via de
las protein kinasas activadas por mitdgenos (“mitogen-activated
protein kinases”, MAPK). En resumen, la entrada de Ca**
extracelular no parece estar implicada en la respuesta contractil
a PGF,,. De hecho, en nuestro laboratorio se ha demostrado que
la respuesta de la arteria cerebral humana a PGF,, no se
modifica en medio libre de Ca*, lo cual apoya dicha suposicién
(Alborch et al., 1992). Por lo tanto, si un agonista desarrolla su
efecto relajante interfiriendo la entrada de Ca® extracelular,
parece légico que si el tono activo no depende de dicha entrada
la mencionada respuesta relajante no se produzca. Este podria
ser el caso de la ausencia de respuesta relajante de las arterias
coriales precontraidas con PGF,, frente a ACh y adenosina.
Reviriego et al. (1990 a), utilizando vasos coriénicos obtenidos
en el punto de insercién del cordéon umbilical, llegan a la
conclusiéon de que existen receptores especificos para la
adenosina cuya activacion induce relajaciéon secundaria al

bloqueo de la entrada de Ca™".

105



5.3.4.- Nicardipina

Los antagonistas del Ca®* producen vasodilatacién
generalizada, aunque segun el tipo actian con mayor
especificidad en unos tejidos que en otros. Las dihidropiridinas
ejercen su accidn principalmente sobre el musculo liso vascular,
bloqueando los canales de Ca”* tipo L. El efecto vasodilatador

se produce especialmente en los vasos de resistencia.

Las dihidropiridinas se utilizan durante la gestacion
como tratamiento para inhibir contracciones en amenazas de
parto prematuro y en la preeclampsia en un intento de controlar
tensiones arteriales. No se ha profundizado en la repercusion de
este tipo de farmacos sobre los vasos coriales. Este es el objetivo

del presente apartado.

La nicardipina, calcioantagonista del grupo de las
dihidropiridinas, produjo un grado significativo de relajacion en
arterias coriales, siendo la respuesta de diferente magnitud en
funciéon de la sustancia utilizada para obtener el tono activo:
cuando la precontraccion se indujo con KCI se obtuvo una
respuesta que alcanz6 el 130% del tono activo; cuando se indujo
con ET-1 el 60%; y cuando se indujo con PGF,, el 29%. Estos

resultados son coherentes con la dependencia que las arterias
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coriales presentan respecto del Ca®* extracelular para desarrollar

la contraccion durante la exposicion a ET-1.

Estos hallazgos sugieren que los canales voltaje-
dependientes activados por K' son mas sensibles a los
calcioantagonistas que los canales dependientes de receptor, al
igual que ocurre a nivel sistémico. Las contracciones inducidas
por despolarizacién de membrana (KCI) dependen de la entrada
de Ca®* extracelular (voltaje-dependientes), mientras que las
inducidas por la activacion de receptores dependen en mayor
medida del Ca®* almacenado en el reticulo sarcopldsmico, y por
lo tanto el bloqueo de los canales de membrana influye en

menor proporcion.

Marin y Reviriego (1989) estudian el efecto de la
nicardipina en la placenta humana, concluyendo que la
nicardipina induce vasodilataciéon de gran magnitud y que su
actuacion tiene lugar preferentemente sobre canales
dependientes de voltaje. Los autores utilizan K y 5-HT para
inducir vasoconstricciéon. El protocolo seguido difiere del
utilizado en el presente trabajo ya que la nicardipina se afiade al
bafio de oOrganos con anterioridad a la exposicion al
vasoconstrictor. El mismo protocolo ha sido utilizado para otros
dos calcioantagonistas como nifedipina y diltiazem (Marin et al.,

1990; Reviriego et al., 1990 c), llegando a las mismas
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conclusiones. Fried y Liu (1994) examinan el comportamiento
arterial placentario a ET-1 y 5-HT en presencia de nifedipina y
diltiazem, y en ambos la respuesta vasoconstrictora se ve

atenuada.

5.4. CORRELACION  ENTRE REACTIVIDAD
ARTERIAL Y DATOS CLINICO-OBSTETRICOS

Con el fin de determinar la posible influencia de factores
obstétricos y neonatales sobre la respuesta de los vasos coriales,
se llevaron a cabo los correspondientes andlisis estadisticos
entre las semanas de gestacion, horas PAP, tipo de anestesia
utilizada, via de finalizacioén del parto, sexo del recién nacido,
horas desde el parto hasta el inicio del experimento, peso de la
placenta, peso del neonato y equilibrio dcido base de arteria y
vena de cordén umbilical, con respecto a los valores de CEsg y
Enix obtenidos para todos los estimulos investigados en las

diferentes condiciones experimentales.

Los andlisis demuestran que no existen diferencias
significativas cuando se consideran el sexo del recién nacido y
el tipo de anestesia utilizada: local, peridural o general. En
cuanto a la via de finalizacion del parto (vaginal o por cesirea),
la bibliografia revisada no le atribuye, en general, especial

importancia en cuanto a su influencia sobre la reactividad
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vascular, siempre y cuando se tenga especial cuidado en la
manipulacién durante la extraccion de la placenta cuando se
trate de una cesdrea (Kingdom et al., 1993; George et al., 1995;
Abad, 1999). Nuestros resultados coinciden con los de estos
autores en tanto en cuanto las respuestas vasculares no son
diferentes entre los vasos procedentes de cesdreas y los

procedentes de partos vaginales.

Sin embargo, se observaron funciones de regresion
lineal estadisticamente significativas en cuatro casos: 1) tiempo
de gestacion vs Eni de ET-1 en medio sin Ca*? (correlaciéon
positiva); 2) peso del neonato vs E;x de ET-1 en medio sin Ca™
(correlacién positiva); 3) peso del neonato vs Ens de ET-1 en
presencia de L-NAME (correlacion negativa); y 4) pCO, en
sangre de arteria umbilical vs E, 4 de nicardipina en arterias
precontraidas con  PGF,, (correlaciéon positiva). La

interpretacion de estas correlaciones se expone a continuacion.

Si se consideran el tiempo de gestacion y el peso del
neonato como pardmetros indicativos de madurez fetal, resulta
evidente que cuanto mayor es dicha madurez, menor es la
dependencia que la respuesta a ET-1 muestra respecto de la
entrada de Ca®* (la diferencia entre las respuestas a ET-1 en
medio normal y libre de Ca®* se hace menor). Dicho de otro

modo, en la fase final del embarazo se produce una
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redistribucién de las fuentes de Ca** necesario para que se
desarrolle la contracciéon inducida por ET-1, a favor de su
liberacién desde los depdsitos intracelulares. Por otra parte, a
medida que el feto es mds maduro (mayor peso del neonato), el
mecanismo de inhibicion de NO sobre ET-1 adquiere mayor
relevancia (la diferencia entre las respuestas a ET-1 en situacion
control y en presencia de L-NAME se hace mayor). Por tdltimo,
la respuesta relajante de nicardipina en arterias precontraidas
con PGF,, es mayor cuanto mayor es el valor de pCO, en sangre
de arteria umbilical. Por lo que sabemos, no existen trabajos
previos en los que se hayan tenido en cuenta estos aspectos, y
por lo tanto no se pueden establecer comparaciones. La
significacién funcional de estas evidencias obtenidas a partir del
andlisis estadistico estd por determinar y de momento estd sujeta
necesariamente a la especulacion. Se hacen necesarias
investigaciones adicionales para establecer hasta qué punto
nuestras observaciones pudieran ser relevantes en la fisiologia

de la circulacién feto-placentaria.
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CONCLUSIONES

1.- Las arterias coriales humanas exhiben una potente
respuesta contractil cuando se exponen a ET-1. El hecho de que
el valor de CEs se encuentre en el mismo rango que los niveles
de ET-1 en cordon umbilical durante el parto, apoya la
participacion de ET-1 en la regulacion del flujo sanguineo

fetoplacentario en la fase final del embarazo.

2.- La respuesta contrictili de las arterias coriales
humanas a ET-1 se produce tras la activacién de receptores

especificos del tipo ET-4.

3.- La exposicion de las arterias coriales humanas a ET-1
desencadena un mecanismo de retroalimentacién negativa, en
virtud del cual la activaciéon de los receptores ET-, induce la
liberacion de NO el cual, a su vez, ejerce un efecto inhibidor

sobre la respuesta a ET-1.

4.- La respuesta contrictil de las arterias coriales
humanas a ET-1 muestra gran dependencia del Ca”™, cuyo flujo
desde el medio extracelular a través de canales selectivos resulta
decisivo para la contraccién del musculo liso vascular. Aunque
en menor medida, la liberacién de Ca** desde los depdsitos

intracelulares también parece participar en dicha contraccion.

5.- La respuesta relajante de las arterias coriales humanas

a los diferentes estimulos investigados  depende
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fundamentalmente del agente inductor de tono activo. En
presencia de PGF,q, ni Ach (agonista endégeno dependiente de
endotelio) ni adenosina (agonista endégeno no dependiente de
endotelio) son capaces de inducir relajacion. Ademads, las
respuestas relajantes a los otros dos agentes vasorrelajantes
investigados (NPS y nicardipina) también son de menor
magnitud en presencia de PGF,,. La no dependencia de la
respuesta a PGF,, respecto del Ca®* podria explicar este

hallazgo.

6.- Las arterias coriales humanas desarrollan respuestas
relajantes de gran magnitud cuando se exponen a NPS o
nicardipina. Este hecho demuestra la operatividad de las vias del
NO y del Ca** en estas arterias en condiciones fisolgicas, y
fundamenta la adopcion de estrategias farmacoldgicas
relacionadas con ambas para limitar el aumento de resistencia

vascular que se produce en la preeclampsia.

7.- La existencia en cuatro casos de funciones de
regresion lineal estadisticamente significativas, demuestra que
algunos pardmetros clinico-obstétricos, especialmente los
indicadores de madurez fetal, se correlacionan con la reactividad
de las arterias coriales frente a determinados estimulos,
principalmente ET-1. La significacion funcional de dichas

correlaciones esta por determinar.
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