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RESUMEN

Antecedentes: Los vasos umbilicales humanos se caracterizan por la
ausencia de inervacion y por consecuencia, las diferentes sustancias
vasoactivas y la respuesta contrdctil a través de los iones de calcio son
los factores que determinan el flujo sanguineo al espacio intervelloso en
condiciones normales y patologicas, como es el caso de la preeclampsia-
eclampsia.

Objetivo: Aportar informacion adicional de la respuesta contractil de la
serotonina en relacion al calcio intracelular en la arteria umbilical humana.
Material y métodos: Se utilizaron vasos umbilicales procedentes de
mujeres con embarazo normoevolutivo, los cuales una vez disecados se
cortaron en anillos de 5 mmy se montaron en camara de organo aislado,
utilizando solucién de Krebs cony sin calcio, burbujeada con carbégeno
y la temperatura controlada. Se evalué el efecto contractil inducido
por serotonina a diferentes concentraciones molares y se contrasto
con verapamil, lantano y dcido ciclopiazonico, cuantificando la
respuesta contrdctil mediante un poligrafo biopac acoplado a un
sistema computacional.

Resultados: No se observaron diferencias significativas en la magnitud
de la respuesta obtenida en presencia y ausencia de calcio extracelular.
Se aprecio el efecto contractil a la serotonina que disminuyo significati-
vamente como respuesta a la estimulacion repetida a la misma; ast
mismo, se incremento el tono basal posterior a la adicion del calcio al
medio de incubacion, lo que dependio del tiempo de exposicion. También
se observo la inhibicion parcial del incremento en el tono basal con vera-
pamily lantano. Finalmente, el pretratamiento con dcido ciclopiazénico no
modifico la respuesta contractil a la serotonina en un medio sin calcio.
Conclusiones: La contraccion inducida por serotonina en la arteria
umbilical humana, depende principalmente de calcio intracelular y
favorece el ingreso capacitativo de este ion, el cual se incrementa
gradualmente a través del tiempo. El ingreso capacitativo del calcio
secundario al vaciamiento de los depdsitos intracelulares de este ion con
serotonina se efectiia a través de canales tipo L'y no-L, y no parecen ser
sensibles al acido ciclopiazonico.
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SummARY

Background: Absence of innervation is a hallmark of humanumbilical
vessels. Intervillous space blood flow is regulated by vasoactive
substances and calcium dependent contractility, both in normal and
pathological conditions such as preeclampsia-eclampsia.
Objective: To obtain additional information on the intracellular
calcium contractile effects of serotonin in human umbilical arteries.
Materials and Methods: Umbilical arteries from normal pregnancies
were dissected, cut in 5 mm rings and mounted in a temperature-
controlledisolated organ chamber, using calcium-free Krebs solution.
The contractile effects of serotonin, lantane, verapamil and
cyclopiazonic acid were evaluated at different concentrations using
a computer coupled biopac polygraph.

Results: No differences in response were observed in the presence
and absence of intracellular calcium. The positive contractile effects
observed with serotonin were significantly decreased with repeated
stimulation. An increase in the basal tone of the vessel was observed
after calcium supplementation was added to the solution. This effect
was minimized in the presence of verapamil and lantane. The
contractile effects of serotonin in the calcium-free solution were not
affected by the presence of cyclopiazonic acid.

Conclusions: Serotonin contractile effects in the human umbilical
artery depend mainly on intracellular calcium levels which favor the
gradual entrance of this ion over time. Calcium influx induced by
serotonin is possible through L and Non-L channels apparently
insensitive to ciclopiozonic acid.
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Calcio intracelular y efectos contractiles

Introduccién

urante el embarazo normal la paciente se encuentra

vasodilatada como un mecanismo fisiolégico que per-
mite tolerar los principales cambios hemodinamicos como
son el incremento en el volumen circulante y consecuente-
mente en el gasto cardiaco, lo que asegura no incrementar su
presion arterial. Sin embargo, en algunos procesos patolégi-
cos como en la preeclampsia-eclampsia se ha demostrado
que existen alteraciones en el equilibrio entre estimulos
vasopresores y vasodilatadores que puedan explicar el incre-
mento en las resistencias vasculares (hipertension arterial) y
por consecuencia la disminucion en el flujo placentario. Cabe
sefialar que este concepto es basico si recordamos que los
vasos placentarios humanos carecen de inervacion auténo-
ma y por lo tanto, la resistencia vascular a este nivel depen-
dera de estos factores humorales." La placenta humana
(hemocorial) se caracteriza por el intercambio de nutrientes
entre madre y feto através de labarrera placentaria (trofoblasto
y endotelio vascular). Por sus caracteristicas anatdmicas
(arterias espirales), la eyeccioén al espacio intervelloso es con
alta presion y turbulencia; el mecanismo compensador es la
vasodilatacion propiciada por la invasion trofoblastica que
incursiona hasta la capa muscular del vaso arterial, disminu-
yendo la resistencia vascular asi como el impacto del chorro
de sangre al espacio intervelloso (cambio que en la paciente con
preeclampsia no se logra). Es probable que en este mecanismo
estén implicados variables inmunolégicas y genéticas relacio-
nadas a antigenos de histocompatibilidad (HLA) hasta ahora
poco explorados, lo que conduce a isquemia e hipoxia Utero-
placentaria responsable de la disminucién en la sintesis de
prostaciclina (PGI2) como principal agente vasodilatador y
antiagregante plaquetario. En condiciones normales este
efecto vasodilatador es mas evidente durante el primer tri-
mestre del embarazo (de gran actividad trofoblastica). La
isquemia uteroplacentaria origina cuatro efectos principales:

1) Incremento en la peroxidacién de lipidos.

2) Deportacion de trofoblasto.

3) Activacion de la xantina-oxidasa favoreciendo la produc-
cién de &cido urico.

4) Activacién de neutréfilos y plaquetas que producen prin-
cipalmente radicales libres de oxigeno, lo que en conjun-
to causa dafio endotelial multiorganico de magnitud muy
variable.

Clinicamente, lo que la mujer con preeclampsia presenta
es el resultado de estos cambios, identificados con tres
caracteristicas clinicas principales:

a) Aumento de la permeabilidad capilar que reconocemos
como sindrome de fuga capilar, causando hipovolemia y
disminucion de la presion coloidosmética (albuminuria); esto
explica el edema somatico y visceral que se observa frecuen-
temente en cara, pies, manos, cerebro, pulmon, higado, etc.

b) Aumento del tono vascular que se reconoce por la
hipertensiéon que junto con la hipovolemia y la disminu-
cion de la presion coloidosmoética conduce a un estado
hiperdinamico compensatorio que se presenta con di-
versos patrones clinicos.
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c) Compromiso microcirculatorio y hemorreolégico demos-
trado por deportacion de trofoblasto, depésito de micro-
agregados, material fibrinoide y agregacion plaquetaria,
que clinicamente referimos como anemia hemolitica
microangiopatica, y su variante mas frecuente caracteri-
zada por hemolisis, elevacioén de enzimas hepaticas y
plaquetopenia (sindrome de HELLP), comprometiendo la
funcién renal y hepatica principalmente (insuficiencia re-
nal aguda y necrosis periportal) o dando paso al sindrome
intermedio de coagulacion intravascular diseminada (CID)
en los casos donde en forma simultanea hay trastornos
de los mecanismos de la coagulacion y de la fibrindlisis.
Los datos clinicos que cada paciente presenta en forma
individual dependeran de su reserva organica y de lo
oportuno del diagnéstico y del tratamiento que requieren
estas mujeres criticamente comprometidas.?

En relacion al aumento en el tono vascular, la contraccion
del musculo liso depende de la disponibilidad de calcio libre
intracelular,® el cual puede ser liberado desde el reticulo
sarcoplasmico o entrar a la célula a través de canales de
calcio dependientes de voltaje u operados por receptor.*La
fuente de calcio puede variar dependiendo del agente
vasoconstrictor y del lecho vascular. Como sucede con las
catecolaminas o con la angiotensina Il, la serotonina (5-HT)
debe su actividad vasoconstrictora a la activacion de recepto-
res (del tipo 5-HT,) acoplados a proteinas Gq.%’ La vasocons-
triccion asociada a la activacién de las proteinas Gq, se
relaciona en general con incremento en la disponibilidad de
Ca* libre intracelular que procede tanto de la liberacion de
depositos intracelulares como del ingreso desde el espacio
extracelular.>8® No obstante que existe evidencia de que lo
anterior es cierto, en la mayoria de los vasos sanguineos
estudiados, la informaciéon acerca del comportamiento en los
vasos umbilicales humanos en este sentido es escasa; es
decir, esta bien establecido que la 5-HT es uno de los pocos
agentes capaces de contraer vasos umbilicales, pero la
relacion que dicha contraccion tiene con los depositos intra y
extracelulares de calcio en las células de musculo liso de
dichos vasos no se ha definido con claridad. Por lo anterior, el
presente trabajo intenta aportar informacién adicional al res-
pecto, ya que esta patologia (preeclampsia-eclampsia) con-
tinda siendo la primera causa de mortalidad materna en
nuestro pais?® y dentro de su fisiopatogenia la reactividad
vascular incrementada que determina el factor principal de la
hipertension arterial®> representa un campo abierto para la
busqueda de farmacos con propiedades suficientes y ade-
cuadas para el tratamiento antihipertensivo y simultaneamen-
te para mejorar la perfusion intervellosa (Utero-placentaria)
que favorezca el desarrollo del producto de la gestacion.

Material y métodos

Se utilizaron cordones umbilicales procedentes de 15 muje-
res jovenes que se atendieron en la unidad de Toco Cirugia
del Hospital de Ginecologia y Obstetricia del Instituto Materno
Infantil del Estado de México. Al momento del nacimiento
(parto o cesarea) se obtuvieron de 10 a 15 cm, de tercio medio
de corddn umbilical, los cuales se colocaron en solucion de
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Krebs burbujeada con carbdgeno, para ser transportados
después en un frasco hermético y dentro de un contenedor de
unicel mediante geles congelantes, hasta el laboratorio de
farmacologia endonde se procedié adisecar la arteria umbilical
retirandole todo el tejido adyacente. La arteria se cortd en
anillos de aproximadamente 5 mm de longitud, cada uno de
los cuales se monto6 en dos ganchos de acero inoxidable colo-
candolos después en camaras para 6rgano aislado de 10 ml
llenadas con solucion de Krebs-bicarbonato de la siguiente
composicién (mM): NaCl, 118; KCl, 4.7, KH, PO,, 1.2; MgSO,,
1.2; CaCl,, 2.5; NaHCOQ,, 25; dextrosa, 11.7; y EDTA distdico
calcico, 0.026, burbujeada con carbégeno, con temperatura
de 37° y pH 7.4. La solucién libre de Ca?* tenia la misma
composicién salvo que el CaCl, fue omitido y se afiadi6 EDTA
(2 mM). La solucion en el bafio se mantuvo a 37°C,pH 7.4y
se burbujed con carbégeno (95% de O,y 5% CO,). Cada anillo
se fijé por un extremo al fondo de la camara y por otro a un
transductor de tension lo que permitio registrar los cambios de
tensién en la preparacion. Se les didé una tension inicial de 2
gramos alos anillos y se le dejo estabilizar por dos horas antes
de iniciar el experimento.

Efecto contractil de la serotonina en presencia o
ausencia de calcio extracelular

Con el objeto de establecer la participacion del calcio extra-
celular en el efecto contractil de la 5-HT, se compararon los
efectos producidos por la concentracion submaxima (10° M)
de esta amina en anillos de arteria umbilical incubados en
presencia o ausencia de calcio en el medio de incubacién.

Efectos de la administracion repetida de serotonina

Después del periodo de estabilizacion se administré una
concentracion submaxima de serotonina (10-° M) para contraer
los anillos arteriales incubados en solucién libre de Ca?*; a
continuacion las preparaciones arteriales se lavaron y se
repitié la administracion de 5-HT dos veces mas, al final de la
cual se afadi6 Ca? (2.5 mM) al medio. La intencién era el
establecer si como sucede con otros vasos sanguineos y con
otros agentes contractiles, la administracion repetida de 5-HT
conduce a vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca?*
y esto a su vez da lugar al denominado “ingreso capacitativo”
de Ca?" desde el espacio extracelular cuando este ion es
afiadido al medio de incubacién, ocasionando incremento en
el tono basal.®' Cuando se requirié y una vez que se observo
el incremento en tono basal debido a la adicion de calcio, los
anillos se lavaron con solucion conteniendo Ca?*, permane-
ciendo en ella por una hora (periodo de reequilibrio) antes del
estudio siguiente.

Curso temporal de la respuesta a la adicion de
calcio

Con la intencién de establecer si la incubacién en un medio sin
calcio daba lugar a la apertura gradual de canales de Ca?* que
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permitiera el ingreso del ion cuando se afiade al medio de
incubacion, se evalu6 el incremento en el tono basal asociado
con la adicién de calcio a los 15, 30, 45 y 60 minutos de
exponer las preparaciones arteriales a una solucion libre de
calcio.

Efecto del verapamil y el lantano en el incremento
del tono basal ocasionado por la adicién de calcio

Con el objeto de establecer si el incremento en el tono basal
ocasionado al administrar calcio al medio de incubacién de los
anillos pretratados con 5-HT, ocurria a través de canales de
calcio tipo L o tipo no-L, se recurrié al verapamil y al lantano
respectivamente. Estos agentes se administraron 15 min.
antes de reincorporar calcio al medio de incubacion.

Analisis de la capacidad del acido cilopiazénico para
inducir la contraccion de anillos de arteria umbilical

El acido ciclopiazénico depleta los depésitos intracelulares de
calcio al inhibir su captura por el reticulo sarcoplasmico a
través de la inhibicién de la Ca?* ATPasa. La intencion de
utilizar este farmaco fue establecer si los depdsitos intrace-
lulares de calcio sobre los que actia la serotonina eran
sensibles al acido ciclopiazénico y si como sucede en otros
vasos sanguineos, este compuesto provoca en las arterias
umbilicales incubadas en un medio con calcio a contracciéon
por ingreso capacitativo de este ion.

Resultados

De las principales variables clinicas de la poblacion de muje-
res estudiadas, destacaron: edad de 24.2 £ 6.1, semanas de
gestacion de 36.7 £ 4.0, peso de los recién nacidos de 2877.6
+633.9 g, primigestas 53% y la resolucién obstétrica porla via
vaginal mediante parto eutocico, 67%.

La 5-HT (10° - 10*M) ocasiond contraccion dependiente
de la concentracion en los anillos de arteria umbilical humana
con un efecto maximo de 1.42 + 0.12 g. La concentracion de
10-°M ocasioné aproximadamente 90% de la respuesta maxi-
ma; esa concentracion submaxima es la que se usé en el
desarrollo del presente estudio. En la figura 1 se presentan los
resultados obtenidos al administrar la concentracion subma-
xima de 5-HT en anillos de arteria umbilical incubados en un
medio con o sin calcio. No se encontraron diferencias signifi-
cativas en la magnitud de la respuesta en presencia y ausen-
cia de calcio extracelular, siendo los efectos maximos de 1.27
+0.10 y de 1.82 + 0.5 g, respectivamente.

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos al
administrar consecutivamente en tres ocasiones 5-HT 10°M
(con lavado después de cada administracién) en anillos de
arteria umbilical incubada en un medio sin calcio y al afiadir
calcio (2.5 mM) después de la ultima administraciéon de la
amina. Se encontré que el efecto contractil de la 5-HT fue
significativamente menor al repetir su administracion, ten-
diendo practicamente a desaparecer a la tercera aplicacion.
Por otra parte, se observé que la adicion del calcio al medio de
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Calcio intracelular y efectos contractiles

incubacién después de la administracion repetida de 5-HT
condujo a un incremento en el tono basal. Dicho aumento fue
de magnitud muy superior (Figura 3) en comparacion con el
que espontaneamente se presentd en respuesta a la adicion
de calcio en anillos control que fueron incubados en un medio
sin calcio, pero sin ser expuestos a la serotonina. Este
incremento espontaneo en el tono basal (Figura 4) se presento
gradualmente con el tiempo de exposicién al medio sin calcio
pero siempre fue inferior al que se presentd después de
pretratar los anillos de la arteria umbilical con serotonina
(Figura 3).

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos al
afiadir calcio al medio de incubacion, después de pretratar los
anillos de la arteria umbilical con 5-HT, en ausencia o presen-
cia de verapamil o de lantano. Se aprecia que tanto el
verapamil como el lantano provocaron inhibicién parcial del
incremento en el tono basal ocasionado por la adicion de
calcio al medio de incubacién. La inhibiciéon provocada por el
lantano fue superior a la producida por el verapamil.
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Figura 1. Efecto contractil de la serotonina (10-° M) en anillos de

arteria umbilical humanaincubados en presencia (+)o ausencia
(-) de calcio en el medio de incubacién.
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Figura 2. Efecto de la administracion repetida de serotonina (10°M)
(12-3%) en anillos incubados en un medio sin calcio Ca?(-) e
incremento en eltono basal producido porlareincorporacion de calcio
al medio de incubacion [Ca?*(+)].
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Figura 3. Incremento en el tono basal ocasionado por la adicion
de calcio al medio de incubacion de anillos de arteria umbilical
incubados inicialmente en la ausencia de calcio y pretratados o no
con serotonina (10° M).
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Figura 4. Curso temporal del incremento en el tono basal
ocasionado por la adicion de calcio al medio de incubacion de
anillos de arteria umbilical incubados por diferentes tiempos en un
medio sin calcio.
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presencia o ausencia de calcio, sugiere que el efecto contrac-
til de la serotonina en este vaso es dependiente esencialmen-
te del calcio intracelular. La 5-HT, al igual que otros agonistas
de receptores acoplados a proteinas Gq, puede al unirse a su
receptor, y como resultado de la activacién de la proteina Gq
estimular a la fosfolipasa C, enzima que hidroliza al fosfolipido
de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato dando lugar a los
dos segundos mensajeros inositol 1,4,5 trifosfato (IP,) y diacil-
glicerol.’* EI IP, se une a receptores localizados en el
reticulo sarcoplasmico y libera Ca?* almacenado,'*'®el cual es
probablemente responsable de la respuesta contractilala 5-HT
observada en los anillos de arteria umbilical incubados en

Contraccion (g)
o o o = =
= [+;] (=] o ]
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Figura 5. Efecto del verapamil y el lantano en el incremento del
tono basal ocasionado por la adicién de calcio al medio de
incubacion de anillos de arteria umbilical incubados inicialmente
en un medio sin calcio y pretratados con serotonina (10° M).

solucién libre de Ca?*.

Se ha establecido que la administracion de vasocons-
trictores que son agonistas de receptores acoplados a protei-
nas Gq, conduce a vaciamiento de los depésitos intracelulares
de Ca?" y como consecuencia de este fendbmeno se abren
canales de Ca? en la membrana celular, lo que permite el
ingreso de Ca?* extracelular que incrementa el tono basal."
En consecuencia, los depositos intracelulares de Ca?* desem-
pefian un papel crucial en la respuesta contractil de las células
de musculo liso vascular, puesto que los depositos vacios de
Ca?* son la sefial para el denominado ingreso capacitativo u
operado por depdsitos de Ca?* extracelular'®'” y se ha demos-
trado que dependiendo del vaso estudiado, los canales de
Ca?* dependientes de voltaje estan involucrados en este
proceso.'®2% Los resultados del presente estudio indican que
el incremento en el tono basal en las arterias umbilicales en
respuesta al vaciamiento de los depositos intracelulares de
Ca?* con serotonina, se debe al influjo capacitativo de Ca?* a
través canales de Ca?* tanto de tipo L sensibles a verapamil
como de tipo no-L, sensibles a lantano.

Llama la atencién que a diferencia de otros vasos sangui-
neos, en las arterias umbilicales la incubaciéon en un medio sin
calcio por un tiempo inferior a los 70 min di6 lugar al ingreso
del calcio al interior de las células cuando se incorporé este
ion al medio de incubaciéon. La magnitud del ingreso se
incrementd gradualmente con el tiempo de exposiciéon al
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medio sin calcio, pero en todo caso fue inferior al que se
produjo cuando las preparaciones arteriales fueron
pretratadas con serotonina. Es decir, el ingreso capacitativo
ocasionado por el vaciamiento de los depésitos intracelulares
con el agonista contractil fue superior al que se presentd
espontaneamente por la exposicién a un medio sin calcio.
También es interesante el hecho de que los depésitos
intracelulares de Ca** de las arterias umbilicales parecen ser
insensibles al efecto del acido ciclopiazoénico. Este compues-
to ocasiona vaciamiento de los depésitos intracelulares de
calcio al inhibir la Ca**-ATPasa y consecuentemente la cap-
tacion de calcio por el reticulo sarcoplasmico.?* A diferencia
de lo que ocurre en otros vasos, el pretratamiento de las
arterias umbilicales incubadas en un medio sin calcio con el
acido ciclopiazénico no inhibié el efecto contractil de la
serotonina, indicando que dicho compuesto no vacié los
depositos intracelulares de calcio. Congruente con lo ante-
rior, el acido ciclopiazénico no ocasioné contraccién de las
arterias umbilicales incubadas en un medio con calcio, indi-
cando que al no vaciar los depésitos intracelulares de éste no
se presenta el ingreso capacitativo de este idon que conduce

Contraceion (g)
[ o —
[s)] [s+] o

(=]
B

o
P

0.0

Ser AC + Ser

Figura 6. Efecto del acido ciclopiazonico (AC) sobre la contraccion
inducida por serotonina (10 M) en anillos de arteria umbilical
incubada en un medio sin calcio.

a la contraccion.

En resumen, la contraccion inducida por la 5-HT en las
arterias umbilicales humanas depende principalmente del
calcio intracelular. La 5-HT ocasiona vaciamiento de los
depésitos intracelulares de calcio y en consecuencia favorece
el ingreso capacitativo de este ion, lo cual e se traduce en el
incremento en el tono basal observado al reincorporar calcio
al medio de incubacion.

La sola exposicidén a un medio sin calcio favorece, al
afnadir este ion, su ingreso al musculo liso de arterias umbili-
cales, el cual se incrementa gradualmente a través del tiempo.
Sin embargo, la magnitud de este ingreso parece ser menor
al que se produce como consecuencia del pretratamiento de
las preparaciones arteriales con 5-HT. El ingreso capacitativo
de calcio consecutivo al vaciamiento de los depositos intracelu-
lares de este ion con 5-HT, parece efectuarse en las arterias
umbilicales a través de canales de calcio tipo L y de tipo no-L.
Los depositos intracelulares de calcio de las arterias umbilicales
no parecen ser sensibles al acido ciclopiazénico.
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