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1.0 INTRODUCCION.

ta placenta es el drgano mediante el cual el feto se comunica
con el ambiente materno. Estd constituida tanto por tejido materno
como fetal y debido a su papel nutricional y homeostatico es imprescin-
dible para 1a supervivencia del feto.

Ahora bien, a este grganc no podemos verlo como a una entidad
aislada, sino en estrecha relacion anatdmica y funcional con el resto
de las estructuras vecinas. De ahi que en muchas circunstancias se
emplee el término de "Unidad Utero~ Placentaria", que comprende al
miometrio, al endometrio, Yos cotiledones y membranas coridnicas, para
referirnos por ejemplo a 12 utilizacidn de sustratos a partir de las
diferencias de concentracidn entre la arteria uterina y la umbilical,
o al consumo de oxigeno y di otros sustratos. Por otro lado, al anali-
zar el metabolismo de los esteroides o el papel de determinada hormona
placentaria resulta necesarin referirnos a la 1lamada “Unidad Feto
Placentaria.

La placenta es un organo altamente especializado y con yna gran
diversidad tanto desde el punto de vista morfolGgico como funcional.

Estructuralmente 1a placenta varia no silo de una especie a otra
(23, 112, 13), sino aiin dentro de una misma especie segiin ¢l periodo
de gestacidn (4, 36, 113). Asi podemos ver diferentes tipos de placenta
de acuerdo al tipo de desarrollo, al nimero de capas que separan a
la sangre fetal de la materna, al nimero de capas del trofoblasto o

a Ta disposicion arquitectdnica del mismo (23), diferencias que muchas



yeces corresponden con diferencias de tipo funcional.

Por estas razones hay que ser cautelosos al extrapolar los
resultados obtenidos en placenta de algquna especie animal a la humana,
coso 1o demuestra el caso de la tristemente c@lebre talidomida. Esta
droga empleada como sedante y tranquilizante fue causante de severas
malformaciones congénitas (amelia y focomelia), las cuales no fueron
observadas en animales de laboratorio {101, 103, 111).

La placenta es un Grgano con miltiples funciones tales comy la de
transferencia de nutrientes al feto, biotransformacion de sustratos
enddgenos y exdgenos, produccion y liberacion hormonal y transferencia
de drogas. Es pues, un Grgano muy heterogineo el cual posce sistemas de
transporte similares a los del intestino o al rifdn, un sistema
metabdlico y detoxificante parecido en muchos aspectos al higado; es un
organo endderine que qguarda similitud con 1a gldndula pituitaria e
incluso desempefa cierto papel en la transferencia de defensas inmu-
noldgicas y de proteccidn al feto,

Es importante sefialar el hecho de que al amalizar l1a transferencia
de nutrientes a través de la placenta se presta mucha atencidn a la
nutricidn fetal y practicamente se ignora a la nutricién de la propia
placenta. Se le ve como a un Grgano cuyas necesidades metabBlicas son
minimas en comparacidn con las del feto, Sin embargo se ha demostrade,
principalmente por estudios en ovejas cronmicamente cateterizadas que a

_todo Yo largo del embarazo los requerimientos nutricionales de la
placenta per se son considerables. Asi por ejemplo la unidad utero-

placentaria consume alrededor del 55% del total de oxigeno transferido



desde la madre (9, 63), y del total de glucosa perfundida sd6lo una
tercera parte llega al feto (63).

Llama la atencidn que aunque se han estudiado bastante desde el
punto de vista worfoldgice las diferentes patologias de la placenta
humana (25}, en situaciones tales como la diabetes, hipertensidn
arterial, tosewia, fenilcetonuria, etc., poco o casi nada se sabe de
las repercusiones en las funciones de sintesis, de transporte y del
metaboliszo placentario. En muy pocas situaciones se concce qué altera-
cidn especifica de la funcién placentaria cstd occasionando un desa-
rrollo fetal norwal e incluse Ya muerte del feio. Lo miswo puede decir-
se de la lista interminable de agentes teratogénicos que se han descri-
to y de les cuales sbie se conocen las repercusiones en el feto pero
se ignoran los wecanismos placentarios cavuelies en cstas anormalidades
(19).

Existen pues, muchos aspectos que necesitan esclarecerse en cuanto
a los wmecanismos del funcivnaniento placentarie, lo cual unide ab hecho
de que 8ste es un drganc relativasente ficit de consequir y de trabajar
experimentaluente {pues no se requieren técnicas invasivas y en el
case de la placenta humana se evitan los inconvenientes de la extrapo-
Tacion de una especie a otra), hacen de la placenta un modelo experi-
wental muy Gtil que nos brinda rucha informacion aungque paradéjicamnte

se emplea Ruy poco.



2.0 ESTRUCTURA DE LA PLACENTA.

2.1 Desarrollo.

Una vez que ocurre 1a fecundacion, el Gvulo se convierte en hueve
o cigoto, el cual de inmediato inicia una serie de sucesivas y conti-
nuas divisiones celulares que dan como resultado la formacion de los
denominados blastémeros. En las primeras 72 horas de la fecundacion
estas divisiones celulares (del tipo mitGtico) son lentas, de tal mane-
ra que para esta época es un conglomerado de unos 12 cGlulas o blastéd-
meras. Confarme continila esta divisian celular ce forma la mdrula que
se caracteriza per una estructura todavia copacta y uniforme (4, 36).

Gradualmente vo apareciendo liquido en el interior de la mbrula
y entonces al huevo se le 1Tame blastocito. En esta ctepa del blasto-
cito es cuando ocurre la implantacidn o nidacidn en la cavidad uterina
(36).

Ya en el blastocito se observan dos tipos diferentes de células:
a) una capa interna que forma el embridn y posteriormente el feto y
b) una capa externa o trofoblasto, destinada a alimentar al huevo y
a establecer la circulacion placentaria y por tanto representa el
inicio de la futura placenta.

Aproximadamente a los 5 dias de la fecundacidn, Herting y Rock
(40) han obtenido de la cavidad uterina humana hlastocitoslcon 120
células, de las cuales 8 aparentemente correspondian al embridn y las

restantes al trofoblasto.



De 7 a 8 dias de la fecundacidn (aproximadamente 4 dias después de
la nidacidn) se puede observar un notable crecimiento del trofoblasto.
En esta Epoca se empieza a observar la subdivision del trofoblasto en
dos capas: a} citotrofoblasto o capa de Langhans que es la mas interna
y se caracteriza por tener células con citoplasma palido e individuales
y b) el sinciciotrofoblasto, con nicleos oscuros, citoplasms basgfilo y
localizacion periférica.

A los 90 10 dias después del enbarazo se puede observar un aumento
en el tamdiio del huevo principaimente a expensas del sinciciotrofe-
blaste, la aparicidn de lagunas y confluencias sanquineas, ademas de la
cavidad amnidtica (4, 36).

Confarme avanza ¢l embarazo el hueve continlla invadiendo y
destruyendo tejidos uterinos, de tal manera que a los 14 & 15 dias la
erosién de los capilares maternos hace que la sangre se extravase y se
formen lacunas o confluentes que a su vez penetran en los espacios
intervellosos, quedando de esta manera establecida la circulacidn fetal
alrededor del décimo séptimo dia {4, 36, 112).

Por otro lado, 1a penetracion y ramificaciones del trofobiasto
(debido a% fendmeno invasivo) wvan conformando las vellosidades. En
humanos ya a los 21 dias de la fecundacidn se puede apreciar la relacidn

corion-desidua-trofoblasto (36).

2.2 Morfologia.
Al término del embarazo la placenta humana normal tiene una forma

discoidal con unos 20 cm de didmetro y unos 2 cm de espesor, pesando de



500 a 600 gramos. Su tamafio varia de acuerdo a diferentes situaciones y
condiciones tales como duracién del cmbarazo, peso y talla de la madre y
de 1las alteraciones patoldgicas de 1z madre {diabetes, toxewis
desnutricion).

En una placenta a término se pueden apreciur dos superficies: a)
externa o materna, la cual estd adherida a 13 cavidad uterina y a través
de 1a cual pasan los vasos maturnes. Esta superficie estd dividida en 15
a 20 16bulos 11amados cotiledones por unos Lurcos denominados intercoti-
loideos; b} interna o fetal, la cual estd en relacidn con ia cavidad
amnidtica y a su vez ostid cubierta por dos membranas que son una interna
o amnios y atra externa o corion. Es en la cara interna de la placenta
por donde penetra el corddn uwibilical.

Si hacemos un corte desde la cara externa a la interna de la
placenta, podemos difurenciar las siguientes capas:

a) Desidua basal, la cual no os wds que la capa endometrial del
iitero eadarazado que estd inmcediatamente por debajo del sitie de
jeplantacion. Se le asigna el norbre de desidua capsular a la restante
parte del endometrio.

b} vellosidades placenterias. Constituyen el componente funcionul

mas foportante de 1a plecenta. £s aqui donde se localiza el trofoblasto,
el cual juega un papel decisivo en la nutricion del embrién y del feto y
en la sintesis de las diferentes hormonas y enzimas de la placenta.
Ademds del trofoblasto (citotrofoblasto y simciciotrofoblasto) en
las vellosidades placentarias encontramos tejidos conectivo y endote-

lial. De ahi que al microscopio de luz podemos apreciar en un corte a



este nivel lo siguiente: capa trofobldstica, estroma, copilares fetales
y espacios sanguineos maternos {Figura No. 1).

Las “vellosidades tienen la forma de columnas arborizadas, las
cuales parten de 1a superficie del saco coridnico y se ramifican en el
interior de los espacios intervellosos que son especies de cavidades
divididas por proyecciones de la desidua basal (tabiques} que en la
superficie materna de la placenta se correspenden con los surcos
intercotiloideos.

E1 trofoblasto se encuentra recubriendoe a las vellosidades de tal
manera que el sinciciotrofoblasto es el mas externo y el citotrofoblasto
o capa de Langhans estd orientado hacia deatro. £n la superficie del
sinciciotrofoblasto se encuentran abundantes microvellesidades que
corresponden al 1lamado borde en cepillo de Ta placenta (Ver Figura No.
1.

En el interior de las vellosidades se encuentran vasos fetales que
forman redes anastomdticas y estdn contenidos en el estroma de estas
vellosidades, el cual a su vez estd formado por tejido conectivo,
fibrocitos e histiocitos o células de Hofbauer (4, 36, 112). {(Figuras
Kos. V1 y 2).

c) La Elaca corignica. Forma el “techo” de Vos espacios intervello-
sos y estd formada por dos meshramas: 1a coridnica (corion frondoso) que
es la gis externd y 12 amnidtica la o3s imterns. Entre estas dos
megbranas discurren los vasos sanguimeos que saten del cordon umbilical
o entran a é1, para luego perfarar al corion y entrar a las vellasidades

{4, 36, 40, 113) (Figura Ko. 3).



Figuta No. 1.-. Representacifn esquemdtica de la distribuci6n del tro-
foblasto en placenta hemamonocorial (humana). (P= capilar fetal, LSM
= espacios sangquienos matexmos, MB= mambrana basal, T = trofeblasto,
EF =gndotelio fetal, CL = célula de Langhans.

Ref. Enders y cols. Am J Anat. 116: 2 - 68. 1965 .-



© 2.3 Tipos de placente.

De acuerdo a su desarrollo embrioldgico existen diferencias
estructurales en las placentas de las diversas especies. Una de las
caracteristicas principales que hace la diferencia entre dos grandes
grupos de placentas es la vascularizacion del coridn que es un
componente fetal bdsico. Cuando el coridn estd vascularizado por los
vasos vitelinos se forma una placenta coriovitelina camo sucede en la
mayoria de los marsupiales. Por otro lade, siempre que el coridn esté
vascularizado por el alantoide o los vasos uwmbilicales we produce una
placentacifn coricalantoidea, que es Ta que se tiene en la mayoria de
los mamiferos superiores.

En el humano nu se establece una placentacion coriovitelina debido
a que la formacidon precoz del celoma extraembrionario impide el contac-
to del saco vitelino con el trofoblasto, por io que la placenta humana
es corioalantoidea. £n algunos animales tales com el conejo y la rata
coexisten tanto la placentacidn coriovitelina como la coricaluntoidea
(112).

Las placentas se han clasificado de acuerdo al ndmero de caopas que
separan la sangre fetal de la materna, de la siguiente marera (23, 40,
112):

Hemocorial: E1 trofoblasto estd directamente en contacto con la
sangre naterma y sblo encontramos tres capss: trofoblasto, tejide

- conectivo y endotelio fetal, A este grupo pertenece la humana.

Endoteliocorial: Ademds de los tres elementos amteriores posee un

endotelio materno. Ejemplo en los gatos.
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Sindesmocorial: Posee una quinta capa que consiste en tejido
conectivo endometrial.

Epiteliocorial: Este tipo de placenta posee 6 capas, pues ademds
de todas las anteriores posee un epitelio endometrial, tal como sucede
en las ovejas {Figura No. 2).

Enders (23) ha propuesto una clasificacion para ¥as placentas
hemocoriales de acuerdo al nimero de capas del trofoblasto de 1la
siguiente manera:

a) Hemotricorial: En ésta el trofoblasto presenta tres capas
(externa, media e interna) separando los espacios venosos maternos
de los vasos sanguineos fetales. Ejemplo en ratones, ratas y hamsters.

b) Hemodicorial: Aqui el trofoblasto s6lo tiene dos capas {externa
e interna) y un ejemplo Jo representa 1a placenta de conejos.

¢) Hemomonocorial: SOlo posee una capa de trofobiasto, el cual
de acuerde a su arreglo puede @ su vez ser laberintico (cobayo) o

velloso {1a humana} (Figura No. 1}.

2.4 Maduracion placentaria.

A lo largo de la gestacion la placenta va sufriendo notables
cambios morfoldgicos y funcionales les cuales incresentan la superficie
de intercambic wmaterno-fetal y permiten una mayor transferencia de
nutr%entes y otras sustancias.

St bien, ya al final del primer trimestre 1a placenta ha alcanzado
una arquitectura mis o menos madura, no es sino hasta el final del

embarazo cuando podemos hablar de una madurez funcional,
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Entre los cambios que sufre la placenta al conseguir uma madurez
funcional tenemos (26, 36, 71, 90, 113):

a) Proliferacidon de las vellosidades, de tal manera que de una irea
de superficie a las 28 semanas de § m® aumenta en 1a placenta a término
de 11 2 14w,

b) Reduccién progresiva del grosor de las membranas placentarias.
De esta manera el grosor del sinciciotrofoblasto de 10 micras al inicio
del embarazo se reduce a 1.7 micras a) final del mismo.

c) Reduccidn de la proporcidn de tejido comectivo, de tal manera
que el tejido estromal se hace mds compacto.

d} Incremento en el nimero de capilares fetales y acercamiento de
los mismos a la superficie de las vellosidades.

e) Reduccion en el nimero de histiacitos o c&lulas de Hofbauer.

2.5 Circulacion placentaria.

La circulacidn de la placenta tiene dos componentes, uno fetal y el
otro materno {4, 36).

Componente fetal: La sangre procedente det feto le llega a Ja
placenta por las arterias umbilicales. Estas dos arterias dejan al
cordén umbilical y se ramifican debajo de) amnio, Tuego perforan al
corign y se dirigen a las vellosidades primarias donde forman las
arterias cotiloideas, las cuales a su vez se ramifican por las vellesi-
dades secundarias y terciarias para finaimente terminar en redes
capilares superficiales. De la misma mancra, pero en sentido contrario,

de los capilares superficiales venosos se forma 1a red venosa que va



confluyendo en venas mayores hasta terminar en la vena umbilical que
es Va que Yleva los nutrientes de la placenta at feto,

Cumponente aaterno: La sangre materna que viene por las arterias
uterinas penetra a los senos placentarios. las arterias espirales
{ramas de las uterinas) atraviesan la placa basal y vierten su conteni-
do en forma de chorro en los espacies intervellosos (sin mediar en

este punto niagin sistema capilar) {Figura No. 3).
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&

Figura no, 3. Representacifn escuomdtica de la circulaciOn placenta -
ria y otras estructuras.

Ref. Gray, H. Anatomy of the luman Body. 28 Td. lLea and Fiboger.Phyla
delphia. 1966, pag. 40 .-
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3.0 FUNCIONES DE LA PLACENTA.

En cuanto & su funcionamiente la placenta interviene en los
siguientes eventos:

3.1 Transferencia de nutrientes al feto.

Aunque algunas de Tlas sustancias que pasan de la circulacion
materna a la circulacidn fetal lo hacen a través del amnios, el
alantoide o el saco vitelino, es indudable el hecho de que al menos
cerca del término del embarazo, 1a mayor parte de los nutrientes,
farmacos y toxones son transferidos a través de la placenta (43).

la mayoria de los nutrientes y metabolitos destinados al feto
atraviesan @ la placenta por algunos de los mecanismos ya cowocidos: a)
Difusidn pasiva. lle esta mancra deja paser gases como el oxigeno {59) y
sustancias tales como el agua (14, 62) y Tipidus (17, 81). b)
Transporte facilitado, tal cemo sucede con fos azdcares (6, 8, 48}, c)
Transporte active. Tal es ol caso de los aminodcidos (16, 24, 31, 35,
39, 41, 58, 66, 69, 89, 91, 92, 94, 97, 98, 99, 102, 106, 108, 109,

114).

3.2 Biotransformacidn de sustancias enddgenas y exGgenas.

La placenta no sdlo puede metabolizar a leos diferenles xenobidti-
cos provenientes de la madre sino también a diferentes sustratos
\_end(')genos, tal como sucede con e) metabolismo de los esteroides.

Estas biotransformaciones se realizan en la placenta a través de

tas reacciones metabdlicas  cldsicamente  conocidas:  oxidacidn,



'reduccién, widrolisis y conjugacidn {45, 46, 47, 77, 78, 79).
' Hediante el proceso de oxido-reduccidn (al igual como sucede en el
higade y en otros drganos con capacidad metabdlica), se incorpora un
atomo de oxigeno al sustrato organico y ¢l segundo atomo de la molécula
de oxigeno en cuestidn contribuye a formar una molécula de agua. Estos
procesos de oxido-reduccion estdn catalizadoas por un conjunto de enzimas
que reciben et nombre de sistemas de micrcoxigenasa. En la placenta se
han descrito aromatasas, un sistema de aril hidrocarbone hidroxilasa y
un grupo de enzimas para romper al colestercl (45, 46, 77).

También se ha descrito en la placenta unz: glutatidn S-transferasa
que promueve la formacign de acido mercaptopirico, cotalizando 1la

conjugacion del GSH con varias sustancias electrofilicas (79,

3.3 Papel_endicrino.

La placenta actiza como un Organo enddcrino que modifica el meta-
bolismo materno y fetal en las diferentes etapas del embarazo. Entre las
principates hormonas sintetizedas y secretadas por la placenta humana
tenemos: la gonadotrofing coriénica (HCG), el loctdgeno placentario o
somatcmamotrofina coridnica {HCT), 1a hormonz folicule estinulante
coridnica (hCFSH)} y la hormona tirotrofina coridaica (hCT) (10, 70, 95,
104). También en la placenta se sintetizan adrenocorticotrofina (ACTH),
B-lipotrofina y B-endorfina {29, 30, 55). Ademds hay evidencias de Ta
existencia de la hormona estimulante de los melanocitos, oxitocina,

relaxina, insulina, facteres presores {vasopresina, remina, norepinefri-
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na, epinefrina y serotonina}, acetilcoiina, hormone uterotrofice
placentaria y hormona juvenil (10},

La qonadotrofina coridGnica humana es una glucoproteina que se
produce en etapas tempranas del embarazo (puede medirse en corina a los
26 dias de 1a gestacion) y es muy parecida a la hormona luteinizante de
la pituitaria. Esta hormona Juega un papel nuy importante en ol
metabolismo de Tos esternides dehidn a que estimula Ta produccitn de
progesterona por el cuerpo liteo durante las primeras 10 semenas del
embarazo y posteriormente promueve dicha sintesis por la propia
placenta. Se ha visto ademds que la gonadotrofing coridnica promueve la
esteroideogénesis de diferentes maneras: primero, estimulando la
conversion del colesternl a pregnenolona y progesterona; Ssegundo,
estimilando la sintesis de delidroepiandrostercna por las adrenales ded
feto y tercero, estimulando 1a aromatizacitn del anillo A do los este-
roides o sea Ya hidroxilacidn del carbono 19 del andrégens precursor.
Otras funciones de esta hormona son Ta de estimulor Ya adenilatociclasa
y por ende aumentar la concentraciones de fosfarileinase y la de un
probable agente inmunosupresor que no estd bien dilucidade (10, 70, 95,
104).

E1 lactdgeno placentario humano es un polipéptido hormonal pareci-
do a la hormona del crecimiento de la glindula pituitaria. Puede ser
detectade aproximadamente a la sexta semana de 1a gestacion en la
sangre materna. Esta hormona tieme tres efectos principales durante el
embarazo: primero, un efecto luteotréfico cvidenciado por Ta estimu-

lacidn de Ta secrecion de estrdgenos y progesterona por el cuerpo liteo



de ratas hipofisectomizadas; segundo, estimula la produccidn de leche
por las glandulas mamarias al igual que la prolactina hipofisaria, y
tercero, tiene una accidn sobre ¢l metabolismo materno andloga a la
actividad de 1a hormona del crecimiento de la pituitaria. Produce un
efecto diabetdgeno o sea que disminuye la respuesta a Ta insulina par la
madre, estimula la 1ipdlisis materna y por tanto incrementa sus niveles
de acidos grasos libres y hace que el metabolismo materno se ajuste a
los requerimientos creccientes del feto de aminoicidoes, minerales y

glucosa (10, 36).

3.4 Papel inmunoldgico.

Mediante esta funcion la placenta primero provee al feto de defen-
sas inmunoldgicas transferidas en forma de inmunoglobulinas desde 1la
madre y segundo sirve de barrera de proteccidn al feto para que sea

histoincompatible contra los ataques inmunolégicos de 1a madre (51),

3.5 Transferencia de drogas. Barrera placentaria.

Es importante revalorar constantemente el concepto de barrera
placentaria y no verla sdélamente como a un conjunto de membranas semi-
permeables que en un momento dado dejan o no pasar determinadas sustan-
cias, sino como al elemento principal de la transferencia madre-feto y
viceiersa. que tiene diferencias anatémicas y funcionales no sdlo de una
especie a otra, sino también dentro de una misma especie en las
diferentes etapas del embarazo. Esta caracteristica de la placenta nos
obliga a ser precavidos al extrapolar los resultados de animales

experimentales a seres humanos.
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Son muchos los factores que intervienen en esta transferencia
madre-feto a través de la placeata y entre los cuales podemos senalar
los siguientes:

a} Grosor y permeabilidad de la *barrera placentaria®. Aunque
se ha demostrado que las placentas de oveja y de otras especies son
permedbles a sustancias no electroliticas y no metabolizables tales
como la urea, manitol, eritritol y a la 3-0 meti) glucosa {7), lo cual
podria hacer pensar en la existencia de poros o canales en la barrera
placentaria, hasta ta fecha no hay evidencias de estas vias,

Ain en las placentas de estructuras menos complejas como sucede
con la placenta humana y la del cobayo que son del tipo hemomonocorial,
o sea en la que el sinciciotrofoblasto estd directamente en contacto
con la sangre materna, un Supuesto poro o via paracelular deberia estar
situado entre las uniones de los endotelios fetales y continuarse lTuego
a través de un sincicio coxpleto y continuo.

En el caso de la placenta epiteliocorial como es la de ovejas,
que es un ejemplo de las mis complejas, la ruta paracelular seria mis
larga y sinuosa, pues ademds del endotelio capilar fetal y el trofo-
blasto debe pasar a través de un endotelic capilar materno no fenestra~
do y luego por un sincicio materno (Yer Figura No. 3).

b) Lipo e hidrosolubilidad de las sustancias y nutrientes, Las
sustancias que son may solubles en los lipidos como sucede con los
anestésicos generales y con los barbitiricos, difunden rédpidamente

a través de esta barrera,
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¢} Diferencias de concentraciones (o de presiones parciaies) a
ambos lados de la barrera placentaria. Esta diferencia es ia linitante
principal en la velocidad de transferencia de nutrientes y otras
sustancias tales como el agua, el oxigeno, acidos grasos libres, elec-
trolitos, drogas liposolubles, etc., aunque en el caso de aziicares
y aminpdcidos esta transferencia va a depender mas bien de un sistema
de transporte facilitado y activo resnectivamente,

d) Tamaro, peso y forma molecular. Moléculas liposolubles con
un peso menor de 1000 cruzan facilmente las membranas placentarias,
en cambio moléculas hidrosolubles pueden cruzarla por difusion si no
estdn ionizadas y tienen un peso molecular muy pequefio. Sustancias
de elevado peso molecular como son las proteinas parecen cruzar a estas
membranas por pinocitosis, Los gldbulos rojos que en pequefia proporcion
parecen cruzar a la placenta probablemente lo hacen por ruptura de
tas mesbranas de esta barrera.

e) Gradiente de pH entre la sangre materna y fetal, E1 pH de la
sangre fetal es ligeramente mas &cido (7.3) que el de la sangre materna
(7.4}, 1o cual determina un gradiente normal de pi a través de la
placenta. Debido a esta diferencia de pH en ambas circulaciones, una
base débil estard mds ionizada en el lado fetal, en tanto que una droga
dcida estard mds ionizada en la sangre materna. Ahora bien, como la
forma no ionizada es la que se equilibra, la concentracion de la base
tiende a ser mds elevada en el feto y la de un dcido mis elevada en

1a madre (86) {Figura No. 4).
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f) Union a proteinas. Aqui es necesario tomar en cuenta varios
aspectos; primero, que sdlo la parte libre de un fdrmaco o toxon es
1a que puede pasar por la barrera placentaria, por 1o que ia velocidad
de paso de una sustancia muy unida a proteinas plasmiticas estard
considerablemente disminuida; segqundo, esta fraccidn libre que logra
cruzar a la placenta estard también sujeta a unirse a las proteinas
plasmaticas fetales lo que modifica la distribucion de la sustancia
en cuestion en los diferentes compartimientos fetales y tercero,
también hay que tomar en cuenta las evidencias de que para ciertas
drogas tales como el fenobarbital y la fenitoina, la afinidad es mayor
hacia las proteinas plasmaticas maternas que para las fetales (86).

g} Alteraciones en el flujo sanguinec uterino. Una reduccién en
el suministro sanguineo también puede alterar esta transferencia de
drogas y nutrientes, no sélo por Va disminucidn en los gradientes sino
porque puede alterarse la integridad misma de dicha barrera.

Las principales funciones de la placenta se enumeran en el Cuadro

2.
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7.«

CUADRO 10, 2

. FUNCTORES DE 1A PLACENTA

Transferencia de nutrientes
Excrecidn de productos de desechos para el feto

Biotrans formacidn de sustancias enddgenas

Biosintesis de esteroides

Biotransfomacitn de sustmcias exégenas

~Oxidorreduccitn
-Deshidrogenacién

-Conjugacién

Produccién de hormonas

-Genadotrofing coridnica

-chtégcno placentario

-Tirotrofina coridnica

-Honmona foliculo estimulante corifnica
~Homona cstimulante de los melanocitos
-Hommena adrenccorticetrofica coriénica
-Oxitocina

-Insulina

-Acetil colina

-Factores presores (vasopreina, penina, epinefrina..)

-Homona uterotrofica placentaria

-Relaxina

Funcidn immunoldgica

Funcidn de trensferencia de drogas.
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4.0 TRANSPORTE DE AMINDACIDOS POR LA PLACENTA.

Los aminodcides no soélc son necesarios para la sintesis de
protainas fetales y por ende para el crecimiento fetal, sino que
también copstituyen una fuente metcbolics importante, Este Gltimo se ha
demostrado por una excesiva produccidon de urea en fetos de ovejas y de
fumanos {18)  que c& nuy superior a Yo explicada Gnicamente por la
utilizacion de estos aminedcidos para el crecimiento fetal.

Se pueden clasificar los aminodcidos &traasferidos & través de la
placenta desde la madre al feto de acuerdo a su elusidn en cromato-
grafia de columna, & su estructura, o su polaridad y al tipo de trans-
porte que emplean, ep los siguientes grupos (57, 115) (Luadro Ho. 3).

a) Amincdcidos, dcidos Tos cuales son wuy 1dbiles metabllicamente y
no esenciales y ce forman por transoaminacidén de los productos del Acide
citrico. Entre estos tenemos @l dcido gqlutdmico y al aspartico.

b) Aminodcidos neutros de cadena recta. Son potencialmente gluco-
génicos debido a la liberacién de piruvato por la desaminacién del
catabolismo muscular. Aqui podemos ubicar a la alanina y a la glicina.

¢} Aminodcidos neutros de cadens ramificada. Son esenciales y
potencialmente cetogénicos. En este grupo encontrames a Ya valinma,
teucina e isoleucina.

d) Aminodcidas basicas. Son esenciales y contribuyen principalmente
a formar estructuras protéicas. Ejemplos la lisina y la histidina.

La mayoria de los aminodcidos son transferidos désde la sangre

materna a la fetal a través de la placenta en contra de un gradiente de



CUADRO MO, 3

CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DE LOS ANMINOACIDOS

Gruno Mmino&cido Ejemplo letabolismo Tratsporte
Hooc H
icido aspdrtice sintesis de
Acidos e T—COO“ purina y piri - .
)] dcido glutdmico
dina
HooC i
\ ! glicina
Neutres le
. gradiente de Ha
! T R alanina glucogénicos )
cadena recta M .
ufty serina defendiente de Oy
100G .
Neutres Je \ l R valina
cadena rami H——C————C< leucina cetogénicos‘ Intercambio
ficada / i R {soleucina
Bty
HooC ¥
lisine N
estructuras ¢ .
s e G radiznte de Na
Bésicos T (l. Nl arginina q
H histidina proteicas degendiente de O
i, ¥ 2
Ref. Chamber®a’/n and Uhlkinson (Fds). Placental Transfer, Pitman Pross., Great Rritain. 1979, p. 147 . 58
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concentracidn, por Yo que requieren de un transporte activo depen-
diente de un aporte energético (16, 24, 31, 35, 39, 41, 58, 66, 69, 89,
91, 92, 94, 97, 98, 89, 102, 106, 108, 114), diferencidndose del
transporte facilitado de 1a glucosa que es a favor de un gradiente de
concentracion e independencia de un consumo de energia (6, 8, 48).

A continuacidn se describen algunas de Jas principales caracteris-
ticas que definen a este transporte de aminodcidos por 12 placenta:

1.~ Concentraciones fetales de aminodcidos mayores que las maternas:

Mediante el empleo de placentss de cobayc perfundidas artificial-
mente (41); por perfusién de cotiledones aislados (97, 98) y determinan-
do las concentraciones de aminodcidos en la sangre materna y del corddn
wnhilical de humanos o de ovejas cateterizadas cronicamente (89, 114),
se ha encontrado que las concentraciones de la wayoria de estos
nutrientes son mayores en la sangre fetal que en 1a materna. La relacién
de concentracidn feto-madre en perfusion 16 situ de placentas de cobayo
(4) corresponde a los aminoicidos del grupo neutro de cadena vecta

En contraste con la generalidad de Yos aminodcidos sc ha eacontrado
que el dcido glutdmico y el dcido aspartico, son pobremente transferidos
a través de la placenta humana y de avejas (69) y en forma similar en
cotiledones perfundidos de cobayo {97), donde los niveles de estos
aminodcidos cayeron por debajo de los niveles maternos.

2.- Acumulacién de aminodcidos en rebanadas y en  vesiculas de

microvellosidades de placenta en concentraciones superiores al medio de

incubacio

La habilidad que tieme 1la placenta de acumular aminodcidos
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en contri e en gradiente de concentracién s¢ ha evidenciado tanto en
rebanadas de tejido velloso completo {16, 24, 31, 39, &3, 66, 99, 102)
coro en vesicuias de microvellosidades placentarias (94, 100).

fsta técnica de rebamadas placentarias ha sido muy iitil en el
estudio de este organe ya que permite controlar rigurosamente los
diferentes factores mediozmbientalec sin exponer a a2 madre o al
producta,  amén de que los resultados pueden ser extrapolados sin el
riesgo de las diferencias de especie,

hungue ya desde 1948 Foster y cols. estutiaron el transporte de
aminoacidos en rifiones con esta técnice v ho sido muy itil y frecuente
su emplec para analizar el transporte de wutcientzs en intesting y
carebro (67), no es stno a partir de la déceda de los 60 con los
trabajos de Litonjua y cols. en 1967 (58) v de Dancis y cols. en 1958
(16) que analizaron el transporte del Gcido o1fa aminoiscbutirico en
placenta de cobayo y de Sybiriski y cols. en 1867 {102) quienes vieron la
incorperacion de glicina » proteinas de placentas humanas a tiérming,
cuando se generalizd esta técnice de rebanadas pars el estudio del
comportamiento de las membranas placentarias.

3.- Estereoespecificidad y fendmenos de corpetencia:

Los L aminodcidos son transferidos mas rapidamente que sus iséme-
ros D {64, 118). Por otro lado se ha observado que en rchbanadas de
placenta tanto la glicina como 1a L alanina disminuyen la captacidon
del acido alfa aminoiscbutirico, en tanto que la D alanina, lz lisina
y el acido glutimico no modifican dicha captacién (66, 67) (Figura

No. 5).



EFECTOS DE AMINOACIDOS EN LA CAPTACION

6] OF C'%JAB EN PLACENTA .
HUMANA 2
s 7]
wl=
3
o [ ‘ 7]
B4y ’
B
~
g3
&
S2
o
o
]
@y
Lt
y peramr-a—

sunaite

«

Pigqura ho.

EFECTOS DE INMIBIDORES DE LA4
ATPasa EN LA CAPTACION DE 'l

EFZICTOS OEL N y DEL K' EN LA 5] AIB EN PLAGENTA HUMANA
CAPTACION DE (%C) AIB EN ° -D
3| PLACENTA HUMANA- 5
B 4f|n
° =
5 4 S
@ o
g 2
g s 2
& [~3
[ M=
c 2 g ?
Y o
3 &
EER 1
!
s T gip i T e M e e R Y
o X : OUABAINKE ACIDO
ETACRINICO
Flgura Mo. 6 . 1x x

Figqura MNo. 7.

Fol. Afller and Bernd. Am. J. Physiol. 227 (6): 1236-1242. 1974 .-



30

Ademds, analizando Ta TIICOY"I)DT&C?(SH de la glicing & las prolainas
placentarias (102) se observd que dicha captacitn fue iphibida por la
serina y la alanina, en tanto que la fenilalanira, la histidina, la
lisina y el &cido g¢lutdmico no manifestaron iphibicidn. Todos estos
datos van en favor de la existencia de un sistema de transporte
especifico para tos L aminodcidos neutrus.

Mediante cl uso de técnicas de inhibicidn competitiva en rebanadas
de tefido velloso de placenta humana a término (24} se han caracteriza-
do tres sitemas de transporte para los aminojcidos neutros, los cuales
se denominan A, L y ASC y que son bastante parecidos a los duscritos
para otros organos (11) {Cuzdro Ha. 4).

4,- Dependencia de un gradiente de sodio y de una adenosin trifosfatasa

dependiente de Na y K:

Se ha dewmostrade gue el siscema de transporte de amimodcidos pla-
centarios es dependiente de un gradicate de Ho¥, de un gradiente de K" ¥
de una ATP asa wagnésica activada por ta' ¥y por K" (58, 6i 94, 102). En
rebanadas de placenta humana a términoe (66) 1a captacion del écido alfa
aninoisobutiricoe disminuyd significativamente cuando el Ha' del medio de
incubacidn fue sustituido por Tris (hidroxisetilaminometano) o por
colina. Lo miswo sucedid cuando el X' fue removido el medio {Ver Figura
No. 6).

En vesiculas preparadas de microvellosidades placentarias humanas
{94} 1a captacidn del acido alfa aminoisobutirico fue estisulada éspe;-
cificamente por un gradiente de Ha* en direccidn al interior de las

vesiculas. En este mismo trabajo un gradiente de k" del interior de



CUADRO NO. 4

SISTEMA DE TRANSPORTE PARA AMINO ACTDOS NEUTROS

I.- Sistema A:

Acido alfa aminoischutirico

Glicina
Prolina

N metilalanina
Alanina
Serina
Treonina

Glutamina

IT, - "Sistema L
Isoleucina
Valina
fenilalanina

DL b 2 aminobiciclo(2,2,1)Heptano-2

3

acido carboxflice (BCH)

III.- Sistema ACH:
Alanina
Serina
Treonina

Glutamina

Ref. Enders y Cols. Am. J. Physiol., 230: 706-710, 1976
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ta vesicula hacia afuera np mostrd ningin efecto scbre la captacién
del aminoicido. Es decir que estos estudios sugieren que el sodio es
un co-sustrato en el sistema de transporte A y probablemente contribuya
a suministrar la energia requerida para el referidso transporte de
aminodcidas en contra de un gradiente de concentracidn.

Desde tos trabajos de Sybulski y cols. en 1967 (102) donde la
onabaina inhibia isporiantemente la captacion de glicina en rebanadas
de placenta humana, se tenia la evidencia indirecta de la presencia
de una ATP asa transportadera en la placenta. luego se caracterizd
en placenta humana a término una ATP asa dependiente de Mg” la cual
era parcialmente inhibida por la susencia de nat o de k' del medic
de incubacion o por la presencia en éste do uvuabaina (5 M) con un
pH optimo de 7.4 a 7.5 (65). Tembifn se evidencid en este miswo trabajo
otra ATP asa dependiente de catt que no era inhibida por la ausencia
de Na o de K en ¢l medio ni por la presencia de ocuabaina, pero que
sin embargo era inhibida por el dcido etacrinico y que tenia un pH
dptimo de 8.

Lz captacidn del dcide alfa aminoisobutirico en rebanzdas do pla-
centa humana a término dismiruyé considerablemente en presencia de
ouabaina (66, 110) y en presencia del acido etacrinico (66) (Figura
No. 7).

La ouabaina tritiada se une con una alta afinidad 2 la ATP asa
Nat y 'y placentaria (humana) y se asocia principalmente a Ja parte
de la membrana placentaria opuesta al borde en cepillo o sea al lado

fetal (110). Este mismo estudio sugiere que el uso de digitdlices car-



diacos durante el embarazo podria "digitalizar® a la placenta, altecan-
do su funcidn.
8.+ Inhibicidn metabdlica:

Unos de los aspectos que define a un transporte active es su
dependencia de una fuente energética, de ahi que la captacidon de amino-
acidos por la placenta es inhibida por los diferentes venenos metabgli-
cos (60, 66, 67, 102).

E1 2,4-dinitrofenol (1673 a 107 wotar) es mn desacoplador de la
fosforilacién oxidativa en la placenta. Se ha visto que este
compuesto inhibe la captacién de lisina y valina en placenta de cobayo
{67}; la incorporacién de glicina a las proteinas placentarias (102) y
1a captacinn del dcido alfa aminoisobutirico en placenta humana (66). De
13 misma manera cuando tas rebanadas de placenta humana a término fueron
incubadas en una atmdsfera de nitrégeno al 100% (que también inhibe los
procesos oxidativos) o en presencia de iodoacetamida o de fluoruro de Ha
(inhibidores de Ya glucdlisis), la captacion de glicina {102} y 1a del
dcido alfa aminoisobutirico (66} también se vieron considerablemente
disminuidas (Figura No. 8).

Ahora bien, la inhibicién de la captacion del acido alfa aminoiso-
butirico por el dinitrofenol o por la atmdsfera de nitrdgeno al 100%
también fue estudiada en presencia o en ausencia de sustratos metaboli-
cos como la glucosa y el acetato. En estas condiciones se observé que
~cuanda 1a glucosa estaba presente (sin el acetato) el efecto de ]}Js
inhibidores de los procesos oxidatives se atenuaba importantemente,

en tanto que el acetato solo no moedificaba dicha inhibicidn., Esto



34
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sugiere la existencia de un componente anaerSbico como parte del proce-
so de captacidn de aminoacidos por 1a placenta (66).

Estos resultados proponen pues, que los aminodcides neutros son
transportados por la placenta humana a t&rmino utilizando una fuente
energética aerdbica y otra anaerdbica, las cuales alimentan a un acti-
vador comin del transporte como 1o seria la ATP asa dependiente del HgH
y activada por el Na* y por el Kkt (66).

6.~ Efectos de Ta temperatura:

En rebanadas de placenta humana a término la captacién de la gli-
cina disminuyd en un 74% cuando Ta temperatura del medio de incubacidn
fue disminuida de 37°C a 4°C (102) y la acumulacion del &cido alfa
aminoisobutirico aumentd alrededor de 267% cuando la temperatura de
incubacion se elevd de 25°C a 37°C {66).

7.~ Fendmenos de saturacidn:

Estudios in vitro de todo el tejido velloso (66, 99) o de vesicu-
las de membranas de microvellosidades (94), han demostrado que el
proceso de transporte de aminedcidos por ta placenta tiene dos compo-
nentes: uno que implica un proceso activo y otro de difusion.

Como hemos visto anteriormente, el 2,4-dinitrofeno) (66, 67, 102},
1a ouabaina (66, 110) o un medio sin Na' (66) inhiben el transporte
activo de aminodcides por la placenta {todos estos de manera mis o menos
similar). En base a esto podemos decir que la diferencia entre las

~ velocidades de captacidn ( V) de un aminodcido control y de este nn'sn.u)
en presencia de dinitrofenol, ouabaina o medio sin Ha, representa una

media del compenente activo que interviene en la acumulacién en el
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interior del tejido velleso o de las vesiculas de membrana.

De esta manera graficando e! componente active o sea el V contra
diferentes concentraciones del aminodcido, se obtieme una curva de
sturacion que sigue una cinética de Michaelis Menten. Asi en rebanadas
de placenta humana a término, y empleando dcido alfa aminoisobutirico y
ouabaina se calculd una Kin de 0.48 mM v una V max de 60 W/mg de
placenta por 30 min (66} {Figura Mo, 9).

Akedo y Christensen {2) analizande la accidn de la insulina sobre
la captecidn de aminodcidas en diafragma aislados de ratones, elebaron
un mitodo matemdtico para diferencior los procesos de difusion de Yos de
transporte activo mediante el cual se pueden obtener diferentes
pardmetros cinBticos (Km, ¥ max, constante de difusidn). [stos autores
Tlegaron a a siquiente ecuacidn:

R=cint= (- 4y -y

C ext KD C ext
Donde: €i y C son las concentraciones en el interior de las rebanadas o
vesiculas y la del medio respectivamente.
R = @ la relacidn tejide medio.
Y = Velocidad del transporte (componente saturable).

l.a constante de difusion (KD) puede calcularse por el intercepto en
1a ordenada de la gréfica R contra 1/C ext (si se considera a Y iguai a
una constante durante la saturacion). De esta manera la velocidad del
transporte (Y} se puede calcular a partir de la ecuacidn de Akedo y

Christensen despejando.
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Finalmente graficando Y contra Y/C ext (grafica de Eadie-Hoffstee)
se puede calcular la Km de la pendiente y la velocidad mixima del
intercepto en la ordenada.

8.- Efectos del pH del medio:

La acumulacidn del acido alfa aminpisobutirico marcado con carbene
14 no fue modificada significativamente dentro de un rango de pH de
7.2 a 8.2, Fuera de estos Vimites la coptacion disminuyd sensiblemente

(66).
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5.0 SISTEMA COLINERGICO PLACENTARIO.

A pesar de que la placenta no posee elementos nerviosos, se ha
evidenciado de miltiples maneras la existencia de un sistema colindrgi-
co en este drgano. Entre estas evidencias tenemos:

1.- Identificacion de acetilcolina. En la placenta humana a término se

ha informado sobre un contenido de acetilcolina que varia entre 112 y
167 nanomolas por gramo de placenta y que estd localizada casi
exclusivamente en el tejido velloso (75, 83, 84). Este contenido de
acetilcolina varia con la edad gestacional alcanzando un valor maximo de
723 nanomolas por gramo de tejido placentario alrededor de las 21 a 24
semanas del embarazo (83).

2.- Presencia de acetiltransferasa de la colina. Esta enzima ha sido

caracterizada tanto en placentas inmaduras (68) como en placentas a
término (82). Difcrentes inhibidores de esta cnzime tales como el
2-benzoiletil trimetilamonio o la A4-(naftilvinil)piridina inhiben la
sintesis y 1a liberacion de acetilcolina por la placenta (12, 38, 53).

3.- Presencia de una colinesterass placentaria. Este enzima ha sido

identificada en placenta humana y de ratonez (34, 49, 84) y se ha viste
ademds que su actividad varia con la edad gestacional (84).

4.- Presencia de probables receptores placentarios a la acetilcolina.

Estos receptores parecen ser de tipo muscarinice {84, 91, 108, 109).
A este sistema colinérgico que hay en 1a placenta se le ha asociade
con las siguientes funciones:

a) Transporte de awinodcidos y requlacidn del crecimiento y



39

desarrollo fetal.

b} Metabolismo de faosfolipidos placentarios.

c) Regulacion de la liberacidn de las hormonas sintetizadas en la
placenta.

d) Requiacién de la circulacién placentaria.
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6.0 ACOPLAMIENTO ENTRE EL SISTEMA COLINERGICO PLACENTARIO Y EL
TRANSPORTE DE AMINOACIDOS.

La liberacidon de acetilcolina por la placenta y Ta subsiguiente
estimulacion de probables receptores colinérgicos en el siciciotrofo-
blasto parecen estar acoplados al sistema de transporte de aminodcidos
por este &rgano y a la regulacion del desarrollo y crecimiento fetal
(33, 34, 69, 84, 91, 92, 93, 108, 109, 114}.

Diferentes drogas y toxones que actian en diversos sitios de este
sistema colinérgice modifican los procesos de transporte de los amino-

acidos a través de 1a placenta.

6.1 Agonistas y antagonistas de la acetilcolina.

Desde hace tiempo se sabe que la administracidn cronica de
nicotina inhibe el crecimiento fetal y que en madres fumadoras hay
también retardo en el crecimiento intrauterino (32, 33, 44, 61, 84, 96,
116).

En estudios sobre la captacidn del acido alfa aminoisobutirico se
observd que la acetilcolina (2 x IO'3M) disminuyGé esta captacién en un
34%; la nicotina (2.5 x ]0'3N) en un 41%. Con Ta atropina esta captacion

4 y en un 61% con 5 x 107% (an).

fue inhibida en un 29% con 1 x 10°
En otros trabajos parecidos se observé que 1a atropina (1 x 1073)
“pero no la d-tubocurarina inhibid la captacion de dcido alfa aminoiso-

butirico (108, 109). Todos esto hace pensar en la existencia de
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receptores colinérgicos muscarinicos en la placenta humana que median
en el transporte de aminodcidos por este Grgamo, Sin esbargo no se
pudo demostrar la existencia de sitios de alta afinidad con agonistas
colinérgicos marcados (3M-acetﬂc01ina. 3H-m'cot1‘na. 3H-mscarona),
ni tampoco con antagonistas muscarinicos (3H-benzilato de quinuclidina)
o del tipo nicotinico {I-125 alfa bungarctoxina) (108}, Se sugiere
pues que la placenta podria tener receptores muscarinicos del tipo

MZ diferentes a los clasicas H].

6.2 Inhibidores de la colinesterasa.

Cuando la fosolina que es un inhibidor irreversible de‘ la colines-
terasa se espled a baja dosis {7 x 10'6H) se observd que incrementaba
Ta captacidn de 3cido alfa aminoisobutirico por ¢l tejido velloso de
placenta humaﬁa a término, sin embargo cuando fue espleada a grandes
dosis en presencia o en ausencia de acetilcolina exdgena disminuyd
dicha captacion. En este mismo trabajo se observé que ni la wecaailami-
na (107%) ni 1a d-tubocurarina (107%) afectaron esta captacién de
aminodcidos (84).

En otros estudios el paraoxdn (IO'SM) redujo significativamente

—

a acumulacién de MC-écido alfa aminoisobutirico, pero aqui taapoco
la d-tubocurarina tuvo efecto. Se piensa que este efecto del paraoxdn
no tieme relacién con la inhibicién de la acetilcolinesterasa pues
se ha visto que este toxdn tiene ademis otros efectos tales como
inhibicién de 1a captacién del ca™ por el reticulo sarcoplismico (5},

altera la incorporacién de aminoécidos a las protefnas que estin
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sintetizdndose y tiene ademds una accidn directa sobre  rTeceptores

colinérgicos {108).

6.3 Inhibidores de la acetil transferasa de la colina.

E1 cloruro de (2 benzoetil) trimetilamonio, 1a bromoacetilcolina
y Yas 4 naftil-piridina que son potentes inhibidores de esta enzima
son también fuertes inhibidores de la captacidn de aminoisobutirico
en vellosidades de placenta humana a término. Esto indica que de alguna
manera la sintesis de acetilcolina estd unida a la captacidn de amino-
dcidos por la placenta {12, 92},

Todes estos hallazqos van en favor de atribuirle al sistema
cotinérgico placentario un papel modulador en las funciones de
transporte de este 6érgano. Al parecer la acetilcolina localizada en
las vellesidades corignicas y que es liberada por el epitelio del
trofoblasto (75) estimula a los receptores colinérgicos localizados
en este mismo epitelio, ocasionando cambios en su permeabilidad que
facilitan el transporte de las moléculas nutrientes (o eventualmente
también de los farmacos) del lado materno al fetal.

Hasta la fecha no ha sido completamente dilucidada esta unidn
existente entre la estimulacidn colinérgica de receptores trofobiasti-

cos y el transporte de sustancias (Figura No, 10 y Cuadro No. 5).
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FIGURA MO, 10

MODELO DE_ACOPLAMIENTY ESTIMILO SECRECION LERINDO A LA LIBERACICN DB ACETIL

COLINA PLACENTARLA:

Acetil colina
Nicotina
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Despolarizacién quz

no conduce impulse

Ref. Olubadewo y Rara Sastry, J. Pharmacol. Exp. Ther, 204-433, 1978,



CUADROD K0, &

SESTEMA COLINERGICO PLACERTARIO Y TRANSPORTE OE AMINOACIDOS.

Droga Concentracion Captacion MC-MB Referencia
Acetilcolina Exdgena 2 x10% 4 34% Rowell & Sastry (1977}
Nicotina 2.5 x 107 s ay . .

Hicotina* {Uso crdanico a 100 mg/mt en agua diaria) + 24% Rowell & Clark (1982}
Atropina 1 ox10™ L 29 Rowel} & Sastry {1978)
Atropina 5 x107% ;61 “ .

Falina 7 x10C t 20% Sastry & Olubadewo (1977)
Cloruro de -5

2 Benzoiletilamonio 3 x107M L+ 75% Rowel) & Sastry {1980)
d-Tubocurarina 1 x107h No efecto Welsch y cols. (1978)

4 =% Inhibicién con respecto al contro.

t+ =% Incremento "

*  Experimento crénico en ratas,

by
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7.0 PEPTIDOS OPIQIDES Y RECEPTORES A OPIACEOS EN LA PLACENTA.

La produccidn de ACTH por la placenta estd ampliamente documentada
(29, 3G, 55). También se ha encontrado en este Grgano la presencia
de E-lipotrofina y de f-endorfinas inmunorreactivas {72), asi como
de alfa melanotrofina (13).

La presencia de estos péptidos en la placenta y la demostracion
tanto en pituitaria normal cosmo en clonas tumoraltes de pituitaria do
ratén de que la ACTH, la &-lipotrofina y la  j-endorfina proceden
de una glucoproteina precursora comin (22, 87), hizo pensar en la
posibilidad de que en la placenta dichos péptidos también tuviesen
un precursor comin,

En 1979 Odagiri y cols. [74) wediante téenicas de inzunoafinidad,
de cromatografia por cxclusién de gel, electroforesis y radioinmuncen-
sayo encontraron en extractos de placents, corticetrofina, Tipotrofina
{2y «} ademds de  f-endorfinas y sugiercn que estos péptides eran
sintetizados a partir de una melécula precursvra comin. En 1979 Pedigo
y cols. {76) por técnicas de radicinmunoensayo y de radiorreceptores
encontraron actividad de ; -endorfinas en dos fracciones de extracto
de placenta humana. De estas dos fracciones, Ya de mayor peso malecular
(4500-5000) parece representar a un precurser de la  B-endorina, en
“tanto que la fracciSn de menor peso molecular {2000 a 2500) sugieren
que podria estar asociada a waa  g-endorfina o a alglin mrtabblito

desconocido de 1a £-endorfinas.
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Liotta y cols. en 1980 (56) demostraron que la placenta humana al
igual que 1las células pituitarias humanas, es capaz de sintetizar
#-endorfinas in vitro. En este mismo afio, Rama Sastry y cols, (85)
mediante técnicas de radioinmunoensayo midieron en tejido velloss de
placenta humana concentreciones de  f-endorfinas de 0.73 + 0.19 ng/ng de
proteina y de metionina-encefalina de 0.60 + 0.12 ng/ig de proteinas.

En 1982, Liotta y cols. (57} sintetizaron en cultivos de células de
placenta humana, un péptido que es siwilar estructuralmente a la
it-endorfina humana.

Todos estas evidencias no s6lo demuestran que la placenta contiene
péptidos opioides sino también que similarmente a la pituitaria, la
i-endorfina placentaria es un fragmento que estd contenido dentro de una
molécula mayor, de la cual se desprende por ruptura proteolitica {Cuadro
Ho. 6).

Otro hecho sobresaliente es que también se han descrito en la
placenta sitios de alta afinidad y estereoespecificos para diferentes
drogas opidceas {80, 105}.

Al observarse el desplazamiento de Ta etorfina tritiada en
fracciones crudas de wmembranas placentarias humanas se encontrd que
diferentes opidceos empleados tenian potencias similares en 1a placenta
que en el cerebro. Sin embargo, la morfina resultd ostensiblemente menos
potente en la placenta humana que en cerebro de rata con IC-50 de 350 y
63 nM respectivamente {Cuadro No. 7). Este nismo estudio reveld que los
sitios de unién a la etorfina tritiada f{enm placenta human) se

incrementaron wunas 10 veces entre los 2 y 5 meses de la



Método
Inmunorreaccidn

R.1.A.
Cromatograffa
Electroforesis

R.1.A.
R.I.A.

Sintesis
in vitro

R.1.A.
R.LLA.

Cultivo en células
placentarias

CUADRO NO. 6

OPIOIDES PLACENTARIOS.

B-endorfina

B-endorfina

Leu-encefalina

B-endorfinas

B-endorfina

Het-encefalina

B-endorfina

B-endorfina

- Miveles

67 ug/gr

0.60 +0.12 ng/mg

0.73 + 0.19 ng/mg

Referencia

Nakai y cols. 1978

Odagi y cols. 1979

Sastry y cols. 1979

Pedigo y cols. 1979

Liotta y cols. 1980

Sastry y cols. 1980

Liotta y cols. 1982
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UNIOR ESPECIFICA PARA DROGAS OPIACEAS EN LA PLACENTA.

ICSO (nK})
Placenta (1i-4) Cerebro {N=2-3)

Ciclazocina 2 + 05 4
Levorfanol 2.4 + 0.3 12.5
Diprenorfina 3.9+ 0.5 3.3
Naloxona 8.8+ 2.8 14
worfina 350.0 + 140 63
8-Endorfina 309.0 + 65 24
D-Maz-Leu-encefalinamida 866.0 + 88 1

1000.0 + 260 14

D-Al az-Het-encefaHnamida
Haloperidol
Codeina

Dextrorfan

7500.0 + 2400

25000.0 + 500

+ 25000

Potencia relativa de las drogas para reducir la unidn de la
megbranas de placenta humary) a término y a receptores ipiiceos en

cerebro. Se empled 1 nM de

mediante regresion de la grifica

3H-etorfina a

H-etorfina. La incubacién se realizé a 4°C
por 2 h. Los valores de la IC§8 de Yos experimentos se determinaron
9 .

-probit.

" Referencia: Valente and cols. Biochem. Pharmac. 2657-2661, 1980.
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CUADRO KO. B

34 -ETORFINA POR YARIAS DROGAS

OPIACEAS EN FRACCIONES DE MEMBRANA DE MiCROVELLOSIDADES

PLACENTARIAS.

Drogas ICy (ni)
Ciclazocina 2.76 + 0.25
Cetociclazocina 3.50 + 0.3
Morfina 483 + 26
(DMa)z—(DLeu)sencefalina 25040 + 7%

Los experimentos de unidn se 1levaron a cabo a 37°C por 30 minutos

en presencia de ia 3H

-etorfina (1 nM). La IC50 se calculd

mediante regresion lineal de la grdfica Jo-probit. Cada droga fue

revisada en 5 concentraciones en:tres experimentos por separados.

Los resultados se expresaron como 1a media + e.t.m.

Referencia: Porthe and cols. Life Sci. 31: 2647-2653, 1982.
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’gestacién, despus de 1o cual se mantuvieron constantes hasta el
término del embarazo. Ademd8s, estos sitios de alta afinidad a opiiceos
sdlo se encontraron en las placentas humanas y de rata, pero no en
placer;tas de ratones, conejos, hamsters ni ovejas (105),

Estos sitios de alta afinidad a opidceos en placenta humana estdn
localizados fundamentalmente en el borde en cepilic del sinciciotrofo-
blasto {80) y muestran una gran afinidad por los opidceos del tipo
kappa (ciclazocina y cetociclazocina) y muy poca afinidad por los
agonistas ¢ como la morfina y delta agonistas como la (D ala)2~(D Leu)‘r’

encefalina (Cuadro No. 8).
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8.0 MODIFICACION DE LA SINTESIS Y LIBERACION DE ACETILCOLINA POR
OPIACEQS,

Los mecanismos exactos por el cual el sistema colinérgico placen-
tario estd vincﬁlado al transporte de aminodcidos hasta el momente no
estdn aclarados, sin embargo hemos visto como s7 se inhibe la  sintesis
de acetilcolina (12 y 92) si se inhibe también la captacion de
aminodcidos por la placenta.

Tampoco hay documentacion de si en la placenta los opidceos modi-
fican o no la sintesis y/o la liberacién de acetilcolina u otros
transmisores en la placenta,

Ahora bien, aunque la placenta carece de elementos nervioses su
liberacion de acetilcolina y su interrelacién con diversos eventos
fisiologicos (liberacidon de hormonas, captacion de aminodcidos, etc.)
parecen tener cierta similitud con el comportamiento de estructuras
nerviosas en cuanto a ia liberacidn de transmisores. ’

Miltiples trabajos evidencian que los analgésicos narcOticos y las
encefalinas inhiben la sintesis y liberacidn de neurotransmisores (15,
27, 28, 50, 73, 107).

Desde los trabajos de Lande y Bantley y de Schauman y cols. en
1955; de Poliken y cols. en 1960; Morris y cols. en 1961 y Betesiin y
cols. en 1965, se ha visto como en diferentes preparaciones y condi-
" ciones la morfina inhibe Ta sintesis o la liberacidn de la acetilcolina

{107).
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Cox y WYeinstock en 1966 encontraron una gran correlacidn entre
Ta potencfa analgésica de diferentes drogas narcoticas y su capacidad
para inhibir Ta liberacion de acetilcolina (15).

North y Henderson en 1975 haciendo rvegistros intracelulares en
plexo wmientérico de ileo de cobayo y en vas deferens de ratdn reporta-
ron una accion depresora de ls morfina, debida a una inhibicidn presi-
ndptica de Ja liberacion del transmisor en la unidn neurvefectora,
siendo esta inhibicidn dependiente de la dosis, estereoespecifica y

antagonizable con naloxona (73} (Cuadro Ho. 9}.



CUADRO KO. 9

EFECTO DE LA MORFINA SOBRE LA SINTESIS Y LIBERACION DE ACETILCOLINA

Efecto

Inhibicidn de la sfntesis
Disminucidn en su liberacién

" " "
Deprestin acetilacibn de 1a colina
Inhibicion de 1a sfntesis
Inhibicidn de su liberacién
Inhibjeifn de la liberacin de
acetilcalina, dependiente de
la dosis, estereoespecifica y

reversible con naloxona

Preparacidn

Tejido cerebral

Ileo de cobayo

Ganglio cervical sup. de gato
Tejido cerebral

Esp. subaracnoideo de gato

Nédulo sencauricular de conejo

Vas deferens de raton

Y

Plexo Hientérico

Referencias

Lande & Bantley 1955
Schaumann & Cols. 1955
Poliken & Cois. 1960
Horris & Cols, 1961
Beteslin & Cols. 1965
Kennedy & West 1967

Horth & Henderson 1975

€S
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9.0 0BJETIVO.

Determinar si existe relacidén entre la captacidn de aminodcidos
por el tejido velloso placentario (la cual es dependiente de acetilco-
Vina) y la presencia de diferentes opidceos, los cuales parecen modular

1a liberacién de acetilcolina.
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10.0 MATERIAL Y METORD.

Las placentas humanas procedentes de embarazos normaies, de
término obtenidas inmediatamente después del alumbramiento de partos o
cesdreas no complicadas, fueron colocadas en una solucidn Ringer
Krebs-Bicarbonato (RKB) en 4 grados centigrados y transportadas al
laboratorio, con un intervalo de tiempo entre el alumbramiento y el
inicio del proceso experimental que varid de 20 a 45 minutos.

La composicion ded Ringer fue la siguiente (m#): NaCl = 12}; KCL =
4,65 CaCl = 2; KHZPOM = 1.2; NgSO“ = 1.2; HaHCO3 = 24 y dextrosa 10,
con un pif ajustado 2 7.4 y una osmolaridad de 290 + 10 mOsm.kg'].

Mediante 1a remocion de 1a desidua basal y de la placa coridnica se
obtuvieron fragmentos de tejido velloso, los cuates fueron colocados
para su lavado en la solucidn RKE con un burbujeo de 02 95% y de CO2 5%.
Posteriormente de estos fraguentos de tejido velleso se cortaron
rebanadas que pesaron de 10 a 20 mg, las cuales fueron greincubadas y

posteriormente colocadas en los medios de incubacidn respectivos {Cuadro

No. 10}.

10.7 Determinacidn del contenido de agua.

"El espacio extracelular se determind con 3H—inu1ina a una
concentracion final de 0.2 u(i ‘m]'l. Después de incubar por dos horas a
37 grados centigrados en presencia del radioniclido, se redujo el
exceso de agua wediante papel filtro (Whatman 41} y cada rebanada se

colocd en un vial y fueron pesadas en una microbalanza (Mettler M-5), y



CUADRG HO, 10

PROCEDIMIENTD EXPERIMENTAL

Placenta a término normal

N transportada al laboratorio en
R.K.B. a 4°C entre 20~85 min

Obtencién fragmentos tejido velloso
13

Lavados sucesivos a 4°C y burbujeo 0,720, {95/5%)
+

Obtencién de rebanadas de 1020 mg
4.

Preincubacidn: th a 37°C
y burbujeo 02/(202

sustanciag
¥ problemas

Incubacidn: 2h a 37°C

+

Pesc himedo de cada rebanada
14

Digestibn -+ liquido centelleo
¥

Determinacidn C.P.M, de cada rebanada

§7
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de esa manera se obtuvo su peso himedo. Después de 18 a 24 horas a 80
grados centigrados se pesaron de nuevo para obtener su pesc seco. Por
diferencia entre sy peso himedo y seco se obtuvo Ja cantidad total de
agua de cada rebanada {Cuadro No. 11}.

Cada rebanada se colocd de nuevo en un vial donde se le agregaron
50 microlitros de una solucion 0.5 N de hidroxido de amonio cuaternario
en tolueno {solueno-100 de Packard) para solubilizar al tejido. Después
de digerido dGste, se le agregaron 9 ml de fiquido de centelleo
{Instagel de Packard) y se determing la radioactividad de cada rebanada
(dpm} en un contador de centelleo para emisores beta {Packard Tricarb
Mod. 32055). Se caleularon el contenido de agua total, el espacio extra-

celular y el intracelular, segin el procedimiento de Smith y cof.

{1973).

utirico (A1),

Ltas rebanadas fueron preincubadas en 10 ml de RKB a 37 grados
centigrados, durante 1 hora, con un burbujeo de 02 95% y COZ 5%.
Inmediatamente despuds se incubd al tejido en condiciones similares a
las anteriores, durante dos horas y en presencia del aminodcido marcado

MC alfa aminoisobutirico, (53.2 n)Ci.tmnof]) a una ccncentracidn

(acido
final de 5 x 10770, Posterior a la incubacién cads rebanada fue pesada
para determinar su peso himedo, solubilizada y se determind su
radioactiyidad de 1a misma manera que se hizo con la inulina.

La castacion inespecifica se determind incubando las rebanadas con



CUADRD NO. 11

DETERMINACION DE LOS ESPACIOS DE DISTRIBUCION DE AGUA EN
PLACENTA HUMAHA SEGUN EL PROCCRIMIENTO DE SMITH Y COLS. 1973,

-

1.~ Contenido de sgua en las rebanadas placentarias:
% HZOL = Pesy himedo - Peso seco X 100
Pesa himedo
2.- Determinacién espacio extracelular:

TEEC = OP *-inulina muestra - DPU fonda
Peso himedo (mg) X DPH 3—H/ml medio*

*Salucidn standard = DPH i
1 medi6
3.- Espacio intracelular:

EIC = ZHthotal—EEC

LA

53
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el aminodcide marcado, en presencia de 1 x ID'BM de acido aminoiso-
butirico no radicactivo y de 1 x 10‘5;4 de cicliohextmida. E£sta @ltima se
utilizd para inhibir la incorporacion del aminodcido marcado a la

sintesis protéica del trofoblasto.

10.3 Captacion det_aifa 1% - AIB e prsencia de_diversos opidceos.

€1 opiiceo de prueba {a la concentracién deseada) fue colocado
desde la preincubacidn y la captacion del dcide alfa MC amingisobutiri-
co, se expresd en hase a la relacion de concentrocidgn tejido/medio
mediante lo formula del Cusdrs Ho. 120

Los cdlcwlos del contenido de agua y de la captacidn de AIB de cada
rebanada se realizaron en programos adaptados a una calculadora Hewlett
Packard HModelo 9BI0A, y fueron expresados como 1a media del total de
rebanadas de las placentas cupleadas t error tipe de a modia.

La ICEO se determind a partir de Ta grifica logit del porcients de
inhibicion de la captacidn del sminndcide marcado versus 21 logaritmo de
1a concentracian del opidces de cada placenta.

Para el andlisis estadistico se aplicé una prueba L de Student no
pareada de una sola cola.

ta -inulina y el alfs Ye AIB se obtuvieron de Hew England
Nuclear y el dcido aminoisobutirice no marcado y la cicloheximida de

Sigma Chemical Company.



CUADRO NO. 12

DETERMINACION DE LA CAPTACION DEL [ MC] -AIB

Concentracion intracelular:

AT

peuicy 1(oMtAc - oeM fondo) /mg peso s | (x £ec)H 0P/ medio))
17'C - OPH fondo)/my.peso hines

TEIET T T

Concentracidn del medio de incubacién:

¢ = om 14

axterna C/ul medio

Relacidn de concentracidn tejido/medio (R)

R = € interna = DR aC/\) EIC
Cexterna  UPH °C/Tmedio
DPM = Desintegraciones por minuto.
EEC = Espacio extracelular.
EIC = Espacio intracelular.

cexterna = Solucidn estandard.

Referencia: Smith y Cols. Am. J. Physiol. 224(3): 558-564, 1973.

19



62

11.0 RESYLTADOS.

11.1 Espacios de distribucion del aqua.

El contenido total de agua se determind en 2} placentas encontrin-
dose un porcentaje de agua total de 84.32 + 1.7 (x + desviacidn
estandar). Al incubar las rebanadas en presencia de 3}l-inulina para
calcular el porcentaje del espacio extracelular (3EEC) se observd que la
captacidn del radioniclido no se incrementé significativamente después
de las dos horas de incubacign (Figura No. 11, Cuadro No. 13).

E1 2EEC después de dos horas de incubacidon con 3H~inu1ina determi-
nado en 14 placentas resultd de 49.52 + 3.8% y el espacio intracelular

(2EIC) fue de 35.01 + 4.8 (Cuadro No. 14).

11.2 £fecto de 1a temperatura y el tiempo de preincubacion en la capta-

cién del acido alfa ' aninoisobutirico.

La preincubacidn realizada a 37°C durante una y dos horas no mostrd
diferencias significativas para un mismo tiempo de incubacion. Al
comparar la captacion del alfa Mr:-I\IB de los preincubados a 4°C con los
preincubados a 37°C se observa que es menor que los experimentos a 37°C
en la primera y segunda hora de incubacidn, sin emhargo, después de las
3 h de incubacion dicha diferencia comienza a ser menos significativa
(Figura No. 12 y Cuadro No. 15}.

Como se puede observar, la captacion del MC-AIB después de una
preincubacion a 37°C y durante 1 hora, se incrementd linealmente con el

tiempo (hasta por lo menos 4 h) {Figura No. 13 y Cuadro No, 16),



CUADRD NO. 13

CURSO TEMPORAL DE LA CAPTACION DE [3H T INULTNA EN EL ESPACIO EXTRACELULAR EN
PLACENTA HUMANA.

Porcentaje de Espacio Extracelular

Tiempo
{min) 5 15 30 60 90 120 180 240
Captacidn
Promedio 26.50 31,40 28.72  39.26 40.67 45,21  46.71  46.32
Error tipo

de la media 0.43 0.54 0.52 2.10 2.08 2,26 3.00 1.56

El porcentaje de agua del espacio extracelular se determind por medio de [3H]-
inulina, en rebanadas de 5 placentas humanas, procedentes de embarazos a término y
partos normales.

€9
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Espacie extrocelular

ESPACIO. EXTRACELULAR EN PLACENTA. HUMANA

&0
D TERHING
“ ¥ 1 S B
. e hi
. /T/.L I
1 / §/ 1
i
1 &
20[-
1 i ] | i 1 | 1 |
0720 40 60 120 i80 240

TIEMPO (minufos)

Fig. Ho. 11.- Curso temporal de la captacién de (Jll)-inulina para medir el

espacio extracelular en placenta humana . Se realizé la
incubacién a 37°C, con burbujeo constante de Cl)2 y 02 (5 y 95%).

Se expresan la media + e.t,m. de 5 placentas.



CUADRO KO, 14

CONTENIDO Y DISTRIBUCION DE AGUA EN REBANADAS DE PLACENTA HUMANA A TERMIND

H,0 Total
(% Eeso himedo)

Espacio
extraceluiar
{% peso himedo)

Espacio
intracelular
{% peso himede)

Referencias

86.0 + 1.0t

83.0 + 3.0

84.3 + 1.7
n =21

51.9 4+ 4,6

40.0 + 4.0

49.5 + 3.8
n =14

Smith y Cols.
1973

Willer y Cols.,
1974

Madera y Reyes
1983

{a) media + desviacifn tipo.

(b) espacios de agua medidos con [3H] -inulina.

n = niimero de placentas.
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CUADRO HO. 15

EFECTO DE LA DURACION Y OE LA TEMPERATURA DE PREINCUBACION EM LA CAPTACION DEL ACIDO
[MC] ALFA AMINOISOBUTIRICO EN REBANADAS DE PLACEHTA HUMANA A TERMINO

PREINCUBACION INCUBACTION
Temperatura Duracion la. hora 2a, hora 3a. hora 4a, hora
ih 3.60 +0.48  6.23+0.36 8,53 + 0.58 9.91 + 0.68
7°c

2h 2744025 6.53+0.61 B.J0+0.75  10.18 + 0.64

Th 2554025 4.27+0.5 5.94+077 8.6 + 1,00
A%
2h 2924039 412+0.50 553+0.60 8.1 +0.5

a = Relacidn de concentracidn tejido/medio.
Se expresan X + error tipe de la media,

n = 5 placentas,



Fig. i2 CAPTACION . ACIDO ['3Cl-AMINO ISOBUTIRICO EN PLACENTA
HUMANA EFECTO DE LA DURACION Y LA TEMPERATURA

i O tha 4°C QE PREINCUBACICM A
9 A2k o aoC e
@ Ih a37°C

—
8L A 2h o 37°C /g/A

Tejido / Megio
o
T
XP
\\\

n
|

Relcoich
N
i
Oi

1
0 | 2 3 4
. TIEMPO (horos)

Fig. Ko. 12.- Curso temporal de 1a captacidn del dcido amino-isobutirico {AIB)
por rebanadas de'placenta humana de término. Se probd el efecto
de la duracién de la preincubacion (una o dos horas) y de la
temperatura, 4°C 6 37°C. La captacidn se expresa como la relacidn
de concentracidn tejido/medio.
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CUADRG HO.- 16

CURSG TEMPORAL DE LA CAPTACION DEL ACIDD 114C1 AtFA AH]NOISOBUT!RICO EN
REBANADAS DE PLACENTA HUUANA’A'TERMINB; PREINCUBACION DE 11 A 37°C.

Tienpo de Inéubaciﬁh (min)

15 30 - 6010 s IR0 S 20
R Promedio® - 0.3 0.86 460 U623 0 53 a0
Error tipo
de la media 0.10 0,23 0.48 0.36 0.5 " 0,68
Nimero de
Placentas 4 1 5 5 5 5

a = Relacion de concentraciones tejido/medio.



Fig. 13 CAPTACICH  ACIDO ['CI-AMING ISOBUTIRICO EN
PLACENTA 1IUMANA A TERMIHO
io}- /}
I~
e B T—
T
3 e 9
o
&
= 4 §
2
Q
[e]
n
o 2+
_
| L Il i I’
O/E ECT) 20 180 240

TIEMPO {minutos)

Fig. No. 13.- Curso tempora) de.la captacidn del dcido alfa (MC)«amino-isubu-

tirico marcado con carbono 14, en Ta placenta humana a términa.
La preincubacidn se realizd a 37°C por una hora y la incubacién
se realizé durante perfodos variables de tiempo hasta 240 min,,
ambos  procedimientos con burbujeo constante de OZ y C0,. la
captacion se expresé como la media toe.tm de la relacién de
concentracidn tejido/medio para 5 placentas,

&9
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11.3 Efecto de la glicina, del 2,4-dinitrofenol, del acido aminoisobu-

tirico no radioactive y de la ciclcheximida en la captacion del

14M_

La captacién de 140 13 (5 x ]0'7M). se vio reducida en un 35.6%
con glicina; en un 54.41 con 2,4-dinitrofenol y en un 75.1% con el
dcido aminoisobutirico no radioactive (todos a una concentracidn final
en el medio de incubacidn de ]0_3M) (Figura Ko. 14, Cuardo Ro. 17).

La cicloheximida disminuyd la captacién, con un efecto miximo
a partir de una concentracidn de 1 x 107y {Figura No. 15, Cuadro No,
18), sin cambios adicionales significatives en las concentraciones
superiores que se estudiaron. La relacion de concentracién tejido/medio
control determinado en 34 placentas preincubadas durante 1T h a 37°C
y despuds de restarle lo inespecifico (10734 de AID frio mis 107°M

de cicloheximida) resulté ce 7.28 + 0.3 (x + etm) (Cuadro No. 19).

11.4 Efecto de los opidceos en la captacion del MC_—!\L!}.

La ciclazocina inhibié esta acumulacion de manera significativa
a partir de una concentracion de 1 x 1075 {p < 0.01), incrementindose
esta imhibicion a medida que aumentaba la concentracién del opidceo
Las concentraciones de 10'5M, de 107 y de 5 x 10"% inhibieron dicha
captacidn en 19.1; 47.6 y en 86.8% respectivamente. La ICSO resulto
de 1.14 + 0.3 x 107 (Figura No. 16, Cuadro No. 20).

El levorfanol inhibis la captacidn del MC-AIB significativamente
a partir de ]0'4M {p < 0.01), siendo la inhibicién del 26.2% a esta
concentracian. Con una concentracion de levorfanol de 2 x l()"q la

inhibicion resultd de 47.4%. La ICeq calculada fue de 1.93 + 0.45



CUADRO NO. 17

EFECTOSH DE DIVERSOS INHIBIDORES SOBRE LA CAPTACION DEL ACIDO [”C] ALFA
AMINOISOBUTIRICO £N LA PLACENTA HUMANA

CONTROL GLICTHA DENITROFENOL AIB FRIO
(R)* 107 1073 1073y
Promedio 7.3 4.76 3.37 1.84
Error tipo
de la media 0.21 0.42 0.12 0.12
Parciento
de 0 35.6 54,4 75.1
Inhibicion
4 - <0.01 <0.0 <0.01

Se probaron los efectos de la glicina y del dcido aminoisobutirice no
radioactivo, come inhibidores competitivos y del 2,4-dinitrofenol como
“inhibidor metabélico, sobre el sistems de transporte del acido [”c] -
aminoisobutirico en la placenta humana a término, con un perfodo de pre-
incubacidn de b a 37°C, n = 3. R = relacién de concentraciones tejido/

medio,

[ ¥2



Fig.14

Relacion Tejido / Medio

CAPTACION DE CHMCI AIB EN PRESENCIA DE
GLICINA, DINITROFENOL o ACIDO
AMINO ISOSUTIRICO

e
6..
(%)
T
4 (%)
N %)

O Control  Glcina DNF  AIB Frio
073 1073M 1073

Fig. No. 14,- Efecto inhibitorio de la glicima (que es transportada por el

mismo sistema que el AIB), de un fnhibidor metabGlico (2,4-dini-
trofenol, ONF} y de AIB no radioa“ivo. sobre la relacidn de
concentracidn tejido/medio del  (""C)-AIB. E1 inhibidor mis
efectivo resultd ser el dcido amino-isobutirico (AIB) -no radioac-
tivo, aun cuando Ta inhibicidn fue estadisticamente significativa
para todos los compuestos probados. *(p < 0.01). p=3 placentas.
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CUADRU HO. 18

EFECTO DE LA CICLOHEXTMIDA SOBRE LA CAPTACION DEL ACIOD (‘“c} ALFA AMINOISOBUTIRICO EN
REBANADAS DE PLACENTA HUMANA A TERMINO. PREINCUBACION 1H A 37°C {n = 3 PLACENTAS).

Relacidn CICLOWEXIMIDA
Tejido/Medio Contral 1078 1077y 1070y 10”5H 10
Promedio 8.00 6.29 7.07 4.80 4.49 4.28
Error tipo
de 1a media 0.47 0.50 0.65 0.46 0.34 0.36
Porciento

de 0 21.4 1.6 40.0 3.9 46.5
Inhibicidn

€L



Fig. 15 EFECTO DE LA CICLOHEX IMIDA EN LA CAPTACION  OE
' ACIDO £%C 3~ AMINO ISOBUTIRICO ‘EN “PLACENTA HUMANA
o :

o

2

E ‘/

~ 6F __\

2

5 ? _—

}L"’ AL \,‘§ §

[=4

S

(5]

L=

¢ 2F
[ i I ] ! |
0 ¢ 10-8 107 10-6 10-5 (0-4M

Cicloheximida
Fig. No. 15.- Inhibicidn de 1a captacidn del aifa (MC)-MB en 1a placenta
humana por la cicloheximida (inhibidor de sintesis protéica).
Las condiciones de preincubacion fueron de 1 h a 37°C y de incu-
bacién de 2 h a 37°C, La cicloheximida mostrd su efecto maximo
a 10'6M; concentraciones superiores no mostraron efecto adicional
significativo. Se .expresan x + e.t.m., n=3 placentas.
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CUADRO KO. 15

- CAPTACION ACIDO "% ALFA AMINOISOBUTIRICO EN PLACENTA

Especie Incuabacion® SR Referencia
{min)
Humana 120 5.2 + 0.93 Miller y cols. {1974)
Humana 90 7.0 Rowell y cols. {1981)
Rata 60 2.97 Rowell y cols, (1982)
Humana 120 7.28 + 0.3 Madera y Reyes (1983)
(n=34)

a) Incubacidn a 37°C.
b) Relacidn de concentracion tejido/medio (x + e.t.m.),

n = Nimero de placentas.

S
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x 10°% (Cuadro No. 21, Figura No. 17).

El dextrorfan tuve una inhibicion significativa a partir de 2
% ]0‘4,4. siendo de un 27.8%. Con 5 x 10.411 resultd de 63.3%. La ICSO
fue de 3.8 + 0.85 x 107%M (Cuadro Mo. 22 y Figura No. 18).

La morfina resultd ser la menos potenle en esta inhibicion, siendo
significativo su efecto a partir de 5 x 107 {(p 0.05) donde inhibid
en un 18.2%. Las concentraciones de 1 « ]O"JM yde 5 x 10734 inhibieron
la referida captacion en 37.8 y 52.9% respectivamente. La 1650 calcula-
da resultd de 50.2 + 2.3 x 107,

La inhibicion de la captacidn del ”(:-AIB en presencia de diversos

opioides se resume en el Cuadro No. 24.



CUADRO NO. 20

EFECTO DE LA CICLAZOCINA EN LA CAPTACION DEL ACIDO I]4C] ALFA AMINOISOBUTIRICO EN
REBANADAS DE PLACENTA HUMANA A TERMINO {n = 5 PLACENTAS).

Relacidn

Tejido/Medio

Promedio

Error tipo
de la media

Porciento
de
Inhibicién

Significancia
estadfstica

Control

Inicial

8.19

0.43

0.0

CICLAZOCINA

Control
10™5n 107% 5x 107 % Final
6.76 4.38 1.15 8.53
0.39 0.25 0.10 0.56
191 47.6 8.8 .
p:0.0M p<0.0} p0.01
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Fig.16. - -CAPTACION DE C'*ci-AlB EN PRESENCIA DE

CICLAZOCINA
|0[-

©-{ *

S %

Tejido / Mediu
»
T

4_
=
e
3
K=]
L
o 2 %
é
Ll I} ! } l ] o
0™ controL 10-5 10-4 10-3 CONTROL
iNICIAL FINAL

Conc. Ciclazocina (M)

Fig. No. 16.- La incubacion de las rebanadas de placenta humana en presencia
de ciclazocina disminuyd la captacion de alfa (“'C)-AIB en forma
significativa (p < 0.01) desde la concentracidn de 1075 y esta

inhibicién fue maxima a la concentracion de & x ]0'4H. Ly capta-
cidn se expresd como la relacién de concentracién del ( 'C)-AIB
en el tejido y en el medio de incubacidn. x + e,.t.m., de 5 pla-
centas; *p <0.01. -
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CUADRO NO. 21

EFECTO DEL LEVORFANOL EN LA CAPTACION DEL ACIDOD [MC] ALFA AMINOISOBUTIRICO EN
REBANADAS DE PLACENTA HUMANA A TERMINO (n = 4 PLACENTAS).

Relacion LEVORFANOL
Tejido/Medio Control Control
tnicial 2 x 107 107 2x 107% Final
Promedic 9.58 8.60 6.96 4.96 9.28
Error tipo
de la media 0.56 .60 0.50 0.42 0.53
Parciento
de 0.0 8.8 26.2 47.4 -
Inhibicidn gx
r=
3 g o
Significancia :{:;g
Estadfstica - N.S. p~0.01 p<0.0} - ‘g:g,
hiel
Pt
o -‘,‘ff
B oy

[-74



Fig- 17

10

EFECTO. DE LEVORFANOL -SOBRE LA CAPTACION
DE [%CI- AIB EN PLACENTA HUMANA

r . {NS)
- \f
N

o 8
el
- Q
=
N
o 6
®
K
[
(=]
‘G
=
R
x®.p
o}

. I ] ] ]
CONTROL 10-5 10°4 103 CONTROL
IMICIAL FiNAL

Conc. Levorfanol (M)

Fig. No. 17.- E1 levorfano) mostrd efecto inhibitorio sobre la captacidn del

alfa (MC)»I\IB en rebanadas de placenta humana, la cual fue
]
M.

Las condiciones de pre-incubacidn y de incubacidn fueron simila-

estadisticamente significativa a la concentracién de 10

res a las de la serie experimental con ciclazocina. n=4 placen-
tas, se expresan X e.t.m. de la relacidn tejido/medio.
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CUADRO NO. 22

EFECTO DEL DEXTRORFAN EH LA CAPTACION DEL ACIDO [MC] ALFA AMINOISOBUTIRICO EN
REBANADAS DE PLACENTA HUMANA A TERMINO (n = 4 PLACENTAS).

Relacidn DEXTRORFAN
Tejido/Medio  Control 5 x 1074 107 2 x 107 5 x 107%
Promedio 1.77 6.98 6.96 6.00 2.85
Error tipo
de 1a media 0.42 0.39 0.40 0.59 0.1%
Porciento

de 0.0 10.2 10.4 22.8 63.3
Inhibicibn
Significancia
estadistica - N.S. N.5. p<0.05 p<0.01

8



Fig.18

Tejido / Medio

Relacicn

Fig. Ho.

[{¢]

@

[2]

N

EFECTO DEL DEXTRORFAN SOBRE LA CAPTACION
DEL. CMCI1-A!B EN LA PLACENTA HUMANA

= § (NS} (ns}
d — 53]
<]
[
o Z
o}
Q
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14 ! { i |
10-3 10-4 10-3

Conc. Dextrorfan (M)

18.- E1 isdwero B del levorfanol, el dextrorfan mostré efecto inhibi-

torie sobre la captacién del alfa (”C)-MB en rebanadas de
placenta humana, ¢l cual fue estadisticamente significativo
a la concentracidn de 2 x lO-AM. l.as condiciones experimentales
fueron similares a las series anteriores, RS-diferencia no signi-
ficativa; *=p < 0.05; **=p - 0.01, n=4 placentas. Se expresan

x e.t.n. de la relacion de concentracidn tejido/medio.
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CUADRO NG. 23

EFECTO DE LA MORFINA EN {A CAPTACION DEL ACIDO [MC] ALFA  AMINDISOBUTIRICO EN REBANADAS DE
PLACENTA HUMANA A TERMINO (n = 3 PLACENTAS).

Relacidn HMORFINA
Tejido/Medio Controt 5x10% 10 s5x0M 1a10M 5 x 1079
Promedio 6.41 6.68 6.22 5.20 3.99 3,02
Error tipo
de 1a media 0.37 0.37 0.37 0.34 e.21 0.75
Porciento

de 0 0 2.9 18.2 7.8 52,9
Inhibicidn
Significancia

Estadistica - N.S. K.S. p-0.05 p<0.01 p<0,01



FIG.19

CAPTACION DE [*CI-A16 &N FRESENCIA DE MORFINA
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La presencia de morfina en e} medio de incubacion disminuyd
el valor de la relacidn de concentracitn tejido/medio del alfa-
(MC)-I\IB. La diferencia con el valor control fue estadistica-
mente significativa'a partir de la concentracidn de 5 x 10'4M.
NS=difereacia no significativa; *p - 0,05 **p -0,01; n=3; se

expresan x e,t,m,



CUADRO HD. 24

EFECTOS DE LOS OPIACEQS SOBRE EL TRANSPORTE OE [MC]ACIDO
AMINOISOBUTIRICO €N PLACENTA HUMAMA A TERMIND.

Opiéceo Por ciento de ICSO
Inhibicion® (x 1074
Ciclazocina 47.61 1.14 + 0.27
Levorfanol ) 26.19 1.93 +0.45
Dextrorfan 10.42 3.8 +0.8
Morfina 2.93 50.2 +2.30

al Efecto inhibitorio de una concentracion fimal de
107" de 1os compuestos en estudio.

IC50 = Concentracidn requerida para inhibir en un S0% 1la
captacién de {]4C}-MB.

_ Se expresan X + e.t.m.
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12.0 DISCUSION.

La determinacion de la distribucién de agua en los espacios
celulares de la placenta, cuya estimacion es imprescendible para
calcular la captacién del aminodcido, mostrd valores similares a los
informados por otros autores (66, 99) {Cuadro Mo, 14).

Smith y cols, en 1973 y Miller y cols. en 1974 demostraron que la
preincubacion incrementaba la ceptacion det Ve AIB. En nuestras
condiciones la captacion fue mayor cuando la referida preincubacion se
hize a 37°C, siendo practicamente iquales si se realizaban durante una o
dos horas {Grafica Ho. 12). Debido a esto todos nuestros experimentos de
incubacion del acido alfa 4 aminoisobutirico tuvieron una preincuba-
cidn de 1 hora a 37°C.

El hecho de que la glicina e) cual es un aminodcido neutro que
comparte el mismo transportador que el AIB y de que el dinitrofencl que
es un desacoplador de la fosforilacidn oxidativa, nos inhibieran la
captacion del aminodcido marcado en forma similar a lo reportado por
otros autores (60, 66, 67, 98) nos habla no sdlo de la presencia de un
transporte activo y de la preproducibilidad del procedimiento experimen-
tal, sino también de la viabilidad del tejido, en el periodo de tiempo
transcurrido entre la obtencién de la placenta y el final de la
incubacion (aproximadamente de 4 a 5 horas) (Figura No. 14).

De 1a misma manera, la mixima inhibicidn de la captacién del M(:-
AlB 3l competir con su homilogo no radioactive se observé a una

concentracion de 10_3M y esto fue consideradc como 1la captacién
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inespecifica y se restd a los otros grupos, al calcular la captacion
especifica.

Debido a que muestro objetivo fue medir el transporte y no
solamente la acumulacion del aminodcido en la rebanada placentaria,
espleaxos ta cicloheximida con la finalidad de restar el componente
de incorporacidon del aminoicido a la sintesis protéica del trofoblasto
{Figura No. 19).

En nuestras condiciones de 1 hora de preincubacion a 37°C y una
incubacion de 2 horas a la misma temperatura, obtuvimos una captacién
especifica en un total de 34 placentas de 7.28 + 0.3 (media +e.t.a.),
ta cual resultd ligeramente superior a lo obtenido por Hiiler y cols.
(66) quienes informaron una captacién de 5.2 + 0.93, en placentas
humanas. Esta diferencia podria ser atribuida a que este autor espled
30 min de preimcubacian.

En cuanto al efecto de los opidcens, en nuestros experimentos

obtuvimos una importante inhibicién del 14

C-AIB con la ciclazocina,
el cual es un agonista del tipo Kappa con una IC50 de 1.14 + 0.3 x
10”4,

E1 Tevorfanol que es un agonista opidceo preferentemente /( resultd
menos potente en esta inhibicidon, con una IC50 de 1.93 + 0.45 x 10'4M.
A concentraciones iguales (1 x 10'4H) la ciclazocina inhibid sproxima-
damente dos veces mas que el levorfanol.

E1 dextrorfan que es el isGmero del levorfanol inhibid también

dicha captacidn, pero a su vez resultd menos potente que su respectivo

isteero UCSD de 3.8 + 0.85 x 10_414). A concentraciones similares su



efecto resuitdé la mitad del isdmero correspondiente y la cuarta parte
del efecto de Ya ciclazocina.

La morfina resultd ser el menos potente de los opidceos empleados
en cuanto a la inhibicion del 'C-AIB. Dicha inhibicion comenzé a ser

significativa a concentraciones de 5 x 10"1

My su 1050 resultd
aproximadamente 50 veces menor que la ciclazocina.

Aunque estos son resultados preliminares, parece haber correlacion
entre la potencia de la ciclazocina (agonista Kappa) en desplazar a
ta etorfina trititada de la placenta humana (80, 105) y la potencia
que tuvo para inhibir el transporte del MC-AIB. Por otro lado el hecho
de que el dextrorfdn resulté menos potente que su respective isdmero,
el levorfanol, podria hablar de cierto reconocimiento por parte de
los receptores dpidceos placentarios tanto en fracciones crudas de
mesbranas como en microvellosidades de placenta humana. La morfina
resultd ser poco potente para desplazar a la etorfina tritiada (unas
170-190 menos potente que la ciclazocina). Esta observacion es opuesta
a lo que sucede en homogenados de cerebro de rata donde muestra una
mayor afinidad; en nuestro trabajo la morfina mostré tener una potencia
muy débil respecto a la inhibicion del transporte del aminoicido en
cuestidn, tuando se le compard con otros opicides.

El transporte de aminoicidos por la placenta estd acoplado a la
liberacidn de acetilcolina por este o&rgano (33, 34, 91, 92, 108),
aunque no se conocen los mecanismos precises. Esto unide al hecho de
que en otros drganos tales como el ileo de cobayo, el vas deferens

de ratdén y el ganglio cervical de gate, la morfina y otros opidceos
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modifican la sintesis y liberacidn de acetilcolina (21, 27, 73, 107)
hace pensar en la posibilidad de que les opidceos a través de la
estimilacién de receptores especificos localizados fundamentalmente
en el borde en cepillo del trofoblasto, podrian estar modificande la
Yiberacion de acetiicolina placentaria y por ende inhibiendo su
captacion de aminoacidos.

También se ha observado que en un medio ausente de ta't (o en
presencia de sustancias quelantes de este catidon), no hay o estd
disminuida 1a liberacién de acetiicolina por la placenta (140). Aunque
no hay evidenciaas de la presencia de grinuios de almacenamiento de
acetilcolina en la placentu, Rama Sastry y cols. (83) y Olubadewo y
cols. (75) sugieren que la fuerte carga de la cabeza cuaternaria de
la acetilcolina probablemente esta unida a las proteinas placentarias
cargadas negativamente y que la entrada de calcio neutralizaria la
negatividad de las cargas de Yas proteinas y por ende se Viberaria
acetilcolina.

Se conoce que al mends en membranas celulares excitables hay
competencia entre los diferentes opidceos y el calcio (88), e incluso
se ha sugerido también que la morfina forma complejos con los iones
de caleio (54). Este podria también ser otro mecanismo que explicaria
el por qué los opidceos podrian impedir la liberacidn de acetilcolina
y por consiguiente disminuir la captacion de aminodcidos placentarios.

Sin embargo no se podria descartar un efecto parecido al de los
anestésicos locales en el que esté disminuida la entrada de Na* al

interior del sinciciotrofoblasto y con copsiquiente disminucidn en
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la entrada de aminocdcidos que estd acoplado a un gradiente de este
catidn como hemos visto.

Cabe senalar que si bien en estructuras nerviosas la liberacidn
y/o sintesis de acetilcolina pucde modificarse en presencia de diversos
apidceos (21, 27, 73, 107) que son fundamentalmente del tipo w {princi-
palmente morfina), los sitios de alta afinidad hasta ahora descritos
en la placenta tienen caracteristicas del tipo kappa (80). Csto unido
a la poca correlecidn encontrada con vespccts o) dextrorfin {que s
bien inhibio el transporte del V4e.AIB con la nmitad de la potencia
de su isdmero el levorfanol), no mostré un efecto netamente esterco-
especifico como lo reportato por Horth y Henderson en 1975 en ileo
de cobayo {respecto a la liberacidn de acetilcolina) (73); plantea
1a posibilidad de que este efecto inhibitorio que mostraron los opidceos
empieados sobre el transporte del aminodcido en cuestidn, podria ser
un efecto directo e independicente de 1a modificacidn en la liberacion
de acetilcolina placentaria y del acople del sistema colinérgico pla-

centario y el transporte de aminodcidos.
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13.0 CONCLUSIOKES.

"C

1.- tos opidceos espleados inhibieron el transporte del acido aifa
afnoisobutirico en rebanadas de tejido velloso de pYacenta humana a

término.

2.~ Esta inhibicién resultdé dependiente de las concentraciones de

ciclazocina, levorfanol, dextrorfan y morfina que se esplearon.
3.~ Fue selectiva para los diferentes opiiceos empleados.

4.- Esta coepacidad de inhibicion del transporte del MC-AIB parece
sequir la misia tendencia que el desplazamiento de la H-ctorfina en

placenta humana.
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