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Introduccion



1. Psicofarmacos

El habito de consumir sustancias psicoactivas, hunde sus raices en la mas profunda
antigliedad y se mantiene hasta nuestros dias.

Actualmente se considera psicofarmacos a aquellas sustancias que ejercen sus efectos
principales sobre el sistema nervioso central. Estas drogas son muy utilizadas ya sea
con fines recreativos, como es el caso del etanol, o con fines terapéuticos como la
risperidona. Si bien, los efectos que dichas sustancias tienen sobre el sistema nervioso
son objeto de un amplio campo de estudio, el mecanismo de accién y posibles efectos
que estas drogas producen sobre otros tejidos son menos difundidos. Nuestro interés
fue estudiar el efecto de estas drogas sobre el musculo liso vascular y, en particular,
sobre la arteria umbilical humana, ya que durante el embarazo el feto puede estar

expuesto al efecto de las mismas como consecuencia del consumo materno.

1.1 Bebidas alcohdlicas: Etanol

Civilizaciones tan antiguas como la babildnica o la egipcia, usaban el vino o la cerveza
como tratamiento de enfermedades o para conectarse con el mundo espiritual. Los
egipcios, hace seis mil afos, bendecian a Osiris por el regalo de la cebada con la cual
producian la cerveza. Los griegos adoraban a Dionisio por la creacion de la vid, y el
modo de ser dionisiaco, causado entre otras cosas por el etanol, quedo reflejado en la
tragedia (1, 2). La escuela hipocratica usaba el etanol en innumerables tratamientos.
En Roma, se adoraba a Baco como el dios del vino y también el etanol era usado con
fines terapéuticos. Durante la Edad Media, el etanol se utilizd para el tratamiento de
casi todas las enfermedades; de hecho en galés la palabra whisky significa "agua de
vida". Sin embargo, hoy en dia el etanol tiene un valor terapéutico extremadamente
limitado. A pesar de esto, es uno de los componentes de las bebidas utilizadas por el
hombre con fines recreativos de mayor difusién. Actualmente, el consumo de bebidas
alcohdlicas forma parte de la dieta de practicamente todas las culturas. Su ingesta se
ha masificado de forma tal que el noventa por ciento de las personas en las sociedades
occidentales beben etanol durante algln periodo de sus vidas (3). Un bajo consumo de
bebidas alcohdlicas durante el embarazo se encuentra "socialmente aceptado" y
difundido, a pesar de que distintas organizaciones sanitarias recomiendan la

abstinencia de etanol durante la gestacion debido a su reconocido efecto teratogénico.



Sin embargo, en los Estados Unidos, una de cada 29 mujeres consume etanol durante
el embarazo (4).

Distintos estudios demostraron que en los ultimos afios el consumo de etanol ha
aumentado y son cada vez mas numerosas las bebidas que lo contienen. Argentina no
ha permanecido ajena a esta tendencia mundial y en los ultimos afios ha aumentado
significativamente el consumo de bebidas con contenido alcohdlico. Segun la Comision
Nacional de Alcoholismo de nuestro pais, este aumento se debid al mayor consumo de
cerveza por jovenes y adolescentes, lo que llevd a quintuplicar el consumo de dicha
bebida (5).

En cuanto a su estructura quimica, el etanol es una pequefia molécula organica
constituida por un esqueleto de dos atomos de carbono. Contiene un grupo hidroxilo

(C,HsOH) que le confiere un grado polaridad (6).
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Figura 1. Estructura quimica del etanol.

Luego de su ingesta, la absorcion del etanol se inicia rapidamente en el estémago y se
completa en el intestino delgado. Esta absorcion puede retrasarse por la presencia de
alimentos. La concentracion maxima en sangre se logra entre los 30 a 60 minutos
después de su ingesta, tras lo cual se distribuye con uniformidad por todos los tejidos
(6) produciendo numerosos efectos sobre la funcion de los distintos drganos y
sistemas:

1. Deprime el sistema nervioso central, aunque algunas pruebas sugieren que a bajas
concentraciones puede incrementar la funcién de ciertas sinapsis neuronales
excitadoras. Las alteraciones neuroldgicas que se observan en la intoxicacion aguda
estan intimamente relacionadas con la concentracion en sangre: entre los 20 a 99 mg
por ciento se altera la coordinacién motora y hay euforia; entre los 100 a 199 mg por
ciento predominan la ataxia motora, la alteracion del pensamiento, el

empobrecimiento del juicio y la labilidad afectiva. Entre los 200 a 299 mg por ciento los



signos anteriores se agudizan y hay manifestaciones gastrointestinales como nduseas y
vomitos. Entre los 300 a 399 mg por ciento el paciente entra en un estado de
anestesia; y a concentraciones iguales o mayores a 400 mg por ciento se evidencian
falla respiratoria, coma y muerte. Por otro lado, la ingesta excesiva y crénica de etanol
se asocia con trastornos neurolégicos y mentales crénicos dentro de los cuales
encontramos la encefalopatia de Wernicke y la psicosis de Korsacoff (6).

2. Sobre la actividad neuromuscular: a bajas dosis, disminuye la percepcion de fatiga y
facilita el trabajo muscular mientras que a dosis mayores, con la creciente depresién
del sistema nervioso central, interfiere con la ejecucion del trabajo muscular. La
ingesta crénica produce el aumento de la creatinfosfoquinasa en plasma, lo que indica
lesién celular (6).

3. La respuesta a la excitacién sexual se encuentra disminuida en ambos sexos. La
ingestidn crénica en el vardn puede causar impotencia, esterilidad, atrofia testicular y
ginecomastia (6).

4. Disminuye la temperatura corporal por aumento del flujo sanguineo cutaneo y
depresion del sistema termorregulador hipotaldmico (6).

5. A nivel gastrico, estimula la secrecién de acido clorhidrico y disminuye el espesor de
la mucosa, predisponiendo asi, al desarrollo de gastritis erosiva. Estas condiciones
también dan lesiones frecuentes en eséfago y duodeno (6).

6. Afecta la concentracion de lipoproteinas aumentando las de baja densidad (LDL) y
disminuyendo las de alta densidad (HDL) (6).

7. Altera el tejido hepatico, pudiendo producir higado graso, hepatitis alcohdlica y
cirrosis cuando su consumo es elevado y crénico (6).

8. Por su capacidad de inhibir la hormona antidiurética, produce un aumento en la
eliminacidn diaria de orina (6).

9. En la ingesta crdnica de etanol se pueden detectar distintos tipos de anemia y
depresion de la migracion leucocitaria (6).

10. El consumo excesivo y prolongado de etanol dana en forma irreversible el
miocardio siendo uno de los agentes etiolégicos mas importantes de cardiomiopatia
(6).

Todos estos efectos del etanol han sido descriptos en edades donde su consumo es

activo.



Nuestra investigacidon se focaliza tanto sobre los efectos agudos “in vitro” del etanol en
el tejido vascular como sobre los que se producen por el “consumo” pasivo del feto
durante su desarrollo y que corresponden a los denominados efectos teratogénicos.

Se entiende por sustancias teratogénicas a aquellas que tienen la capacidad de
producir malformaciones en el embrién (7).

El etanol difunde rapidamente a través de la placenta y la concentracién de esta
sustancia en el plasma fetal puede ser mayor y persistir elevada por mds tiempo que
en el plasma materno (8). Los efectos del etanol sobre el feto estan relacionados tanto
con la edad de gestacion en que ocurre la exposicidn, como con la dosis consumida y la
susceptibilidad individual. En 1968, Lemoine de Nantes, en Francia, reconocio los
efectos multiples que el etanol puede tener en el desarrollo del feto, incluyendo la
secuela mas severa del espectro que es el Sindrome Alcohdlico Fetal (SAF) (9). En 1973
Jones y colaboradores definieron a este sindrome como el conjunto de defectos fisicos
y trastornos mentales, observados en los hijos de madres alcohdlicas, como
consecuencia de la exposicion del embridn al etanol durante su desarrollo intrauterino
(9). El SAF se caracteriza por retraso del crecimiento intrauterino, retraso mental en la
vida postnatal (10,11) y anomalias craneofaciales, dentro de las que se encuentran la
hendidura palpebral corta, la microcefalia, el filtrum liso, el labio superior delgado, la
retrognatia y un variado grupo de alteraciones auriculares (12). La incidencia del
sindrome en su expresidon completa varia en un rango que va de 0,5 a 3 por cada 1000
nacidos vivos (13). Sin embargo, la expresién parcial del sindrome, conocido como
Espectro Alcohdlico Fetal (EAF), pareceria ser mas frecuente y estaria asociado a un
consumo bajo de bebidas alcohdlicas (14).

En cuanto al mecanismo de accién del etanol, se proponen diversos sitios de accion
para producir los numerosos efectos que produce esta sustancia sobre el organismo.
Se ha descrito una accién inespecifica del etanol que induce el desordenamiento de las
membranas lipidicas de algunas neuronas, por lo que se le adjudica su propiedad
anestésica sobre el sistema nervioso central (15). Por otro lado se han observado
interacciones especificas del etanol con diferentes proteinas de membranas, entre las
cuales se encuentran varios tipos de canales idnicos, intercambiadores idnicos y
receptores. Asi, por ejemplo, en células neuronales de Aplysia el etanol activa canales

idnicos selectivos al i6n K* produciendo hiperpolarizacién del potencial de membrana



(15). En otros estudios, realizados en el mismo tipo neuronal, se ha observado un
efecto inhibitorio del etanol sobre canales selectivos al Na* produciendo también la
hiperpolarizacién de la membrana celular (15).

También se ha descripto en distintos tipos celulares una accion inhibitoria del etanol
sobre canales selectivos al Ca**. En neuronas de Aplysia la corriente de Ca* se reduce
marcadamente con una dosis de etanol de 50 mM (15). En este trabajo presentaremos
datos en relacion a los efectos especificos del etanol sobre estructuras de membrana
de la célula de musculo liso vascular.

Ademas de los efectos que el etanol posee sobre estructuras de membrana que
permiten el flujo de iones, a nivel del sistema nervioso central se han descripto otros
efectos mediados por su accidn sobre receptores especificos. En cultivos de neuronas
derivadas de médula espinal y vesiculas de neuronas de sistema nervioso central de
ratén, el etanol activa receptores para el neurotransmisor GABA (acido amino gama-
butirico) de tipo A con la consecuente potenciaciéon de los potenciales post-sinapticos
inhibitorios que éste produce. Este hecho permitiria explicar el efecto potenciador que
produce el etanol sobre la accidén de los barbituricos y las benzodiacepinas, farmacos
agonistas de los receptores de GABA (15). Ensayos en modelos experimentales con
ratas y conejos seleccionados en funcién de sus diferencias en la sensibilidad al etanol
o al diazepam, demostraron una correlaciéon positiva entre la sensibilidad a las
benzodiacepinas y al etanol (16, 17). Estas observaciones son evidencias indirectas de
gue el mecanismo depresor del etanol sobre el sistema nervioso central involucra la
activacion de receptores GABA-A.

Se ha descrito también un efecto inhibitorio del etanol sobre los receptores de
glutamato de tipo NMDA mediado por la accidon que produce dicha droga al unirse al
sitio de glicina de este receptor (15). Estudios en ratones demostraron que los
agonistas de los receptores de glutamato de tipo NMDA reducen el tiempo de suefio
mientras que los antagonistas lo aumentan (18). Estos datos son consistentes con la
hipotesis de que la accidn antagonista del etanol sobre los receptores NMDA seria la
responsable del efecto inductor del suefio que se observa clinicamente tras la ingesta

de etanol (15).



Otro tipo de receptor que se ve afectado por la accién del etanol es el receptor para
serotonina de tipo 5-HT; que se encuentra expresado preferentemente en
interneuronas inhibitorias (15).

Es manifiesta la pluralidad de enfoques desde los que puede ser abordado el estudio
de los efectos del etanol sobre la salud humana. Nuestra investigacion se focaliza en
los efectos de dicha molécula sobre las propiedades contractiles de la arteria umbilical
humana “in vitro” y sobre las caracteristicas de los neonatos de madres que

consumieron bebidas alcohdlicas durante la gestacion.

1.2 Antipsicéticos: Risperidona

Los trastornos psiquiatricos han sido parte de las diferentes sociedades a lo largo de la
historia. Asi, por ejemplo, Honorato de Balzac en la novela autobiografica Luis
Lambert, publicada en 1832, muestra como su héroe homdnimo se sumerge en la
locura. Aunque en 1887 fue designada dementia praecox por Emil Kraepelin, durante
mas de medio siglo no fue plenamente reconocida. Eugene Bleuler fue quien en 1911
acufié el neologismo esquizofrenia (del griego schizein, dividir y phrenos, relativo a la
mente), para definir a esta patologia perteneciente al grupo de las psicosis en la que el
paciente se caracteriza por presentar sintomas como delirio, alucinaciones,

aplanamiento afectivo y alteraciones cognitivas, entre otros (19).

Emil Kraepelin, en 1918, establecié el primer laboratorio de psicofarmacologia clinica
en Alemania y valord los efectos psicoldgicos de los fdrmacos en el ser humano. En
1931, Sen y Bose publicaron el primer informe del uso de Rauwolfia serpentina, planta
oriunda del Himalaya, para el tratamiento de la psicosis. Le siguieron el choque
insulinico (1933), las convulsiones inducidas por pentilenotetrazol (1934) y el
tratamiento electroconvulsivo (1937) (20). De este modo la medicina pudo contar con
tratamientos para la esquizofrenia. La profundizacion en el conocimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad, permite postular, en la actualidad, que existirian
alteraciones en las vias dopaminérgica y serotoninérgica a nivel del sistema nervioso

central (SNC) (21).




Cuando a mediados del siglo XX el investigador francés Henri Laborit descubre la
clorpromazina, es cuando se inicia una nueva y prometedora era en el tratamiento de
las psicosis (20).

En 1952 Jean Delary y Pierre Deniker, comenzaron a ensayar la clorpromazina
administrandola a algunos de sus pacientes, siendo los resultados calificados como
extraordinarios. En 1958 Janssen descubrid las propiedades antipsicéticas del
haloperidol (21).

Desde entonces fueron muchos los farmacos ensayados para el tratamiento de la
psicosis. El desarrollo de la industria farmacéutica ha permitido disponer de drogas
cada vez mas selectivas y eficaces en modificar los sintomas de las enfermedades
mentales (20). Este es, precisamente, el caso de la risperidona, droga perteneciente al
grupo de los denominados antipsicéticos atipicos que se sintetizé en 1994.

Los antipsicéticos atipicos son un conjunto de farmacos que tienen diferentes
estructuras quimicas pero coinciden en sus mecanismos de accidn y efectos clinicos,
aungue se diferencian por presentar distintas potencias. Asi, se caracterizan por:

1. Presentar accién antipsicética clinica especialmente sobre los sintomas negativos
de la esquizofrenia

Tener pocos efectos extrapiramidales

Desarrollar minima disquinesia tardia

Causar minimo aumento de prolactina

Provocar poca o ninguna accion cataleptogénica

Ser eficaces en un alto numero de pacientes resistentes a los antipsicoticos clasicos

N o v &~ w N

Tener accién antagdnica sobre los receptores de serotonina 2 (5Ht;) y de dopamina
1-2 (Day/,), particularmente sobre el sistema mesolimbico

8. Ser posibles antagonistas débiles sobre otros receptores (21).

Con respecto a los efectos adversos mas frecuentes, se incluyen: prurito, taquicardia,
trastornos de la acomodaciéon ocular, salivacion, trastornos de la miccién, diarrea,
aumento de peso y alteraciones de la funcién sexual (21, 22).

La risperidona (figura 2) es un potente antagonista de los receptores de serotonina de
tipo 5Ht,. También antagoniza receptores a y B adrenérgicos, receptores de histamina

de tipo Hy y receptores de dopamina de tipo DA 1.



En su forma de administracion oral, presenta una biodisponibilidad de un 68 % la cual
puede descender con la ingesta de alimentos. Por esta via, se absorbe en menos de 15
minutos y alcanza su pico plasmatico en dos horas alcanzando la meseta plasmatica en
1 a 7 dias. La dosis terapéutica promedio oscila entre 4-8 mg/dia para un adulto de 70

kilos de peso (21, 22).

CHy— CHy,— N

Figura 2. Estructura quimica de la risperidona.

Es importante considerar que el pico de desencadenamiento de la esquizofrenia en
mujeres oscila entre los 25 y 35 afios (23), lo cual coincide con la tasa de mdaxima
fecundidad. Esto determina que la eleccién de una droga antipsicotica en una paciente
embarazada que padece esquizofrenia, sea una de las dificultades con la que se
encuentran los médicos psiquiatras. La risperidona es uno de los antipsicoticos atipicos
gue se usan para el tratamiento de la esquizofrenia en mujeres embarazadas, sin
embargo su seguridad durante la gestacién aun no ha sido establecida. La US Food and
Drug Administracion la clasifica en la categoria C durante el embarazo, es decir que
falta su investigaciéon en humanos (24).

Son pocos los estudios realizados durante la gestacidon. Estos coinciden en que la
risperidona presenta poco riesgo teratogénico. Sin embargo, un estudio prospectivo
menciona el aumento en el riesgo de abortos terapéuticos y bajo peso al nacer en los
neonatos expuestos a dosis terapéuticas de dicha sustancia durante su gestacion,

aungue poco se sabe sobre los mecanismos involucrados en estos efectos (25).



2. Psicofarmacos, barrera placentaria y gestacion

Durante la fase embrionaria temprana comienza el desarrollo del aparato circulatorio
extraembrionario formado por las vellosidades coridnicas y el cordon umbilical. Este
ultimo posee dos arterias y una vena las cuales se caracterizan por carecer de vasa
vasorum o linfaticos asi como de inervacion autonoma (26). Los vasos umbilicales se
encuentran inmersos en una matriz extracelular, un tejido conectivo peculiar derivado
del mesénquima extraembrionario, denominado gelatina de Wharton. Este tejido
presenta miofibroblastos, mastocitos y una alta concentracién de colageno, acido
hialurénico y glucosaminoglicano (27). Funciona no sélo como soporte, sino que
también es un lugar de almacenamiento y estabilizacién de las concentraciones de
distintos factores de crecimiento en la vecindad de las células vasculares (28). Estas
estructuras son fundamentales para la supervivencia del embrién, su normal desarrollo
y crecimiento ya que aseguran la nutricion del feto hasta el nacimiento.

El sistema cardiovascular embrionario se origina del mesodermo embrionario, es el
primero que se desarrolla durante el periodo organogénico, e influenciara el desarrollo
de los demds drganos. En ambos casos las condiciones metabdlicas del medio en el
cual evolucionan los sistemas circulatorios extra e intraembrionarios, asi como la
presencia de sustancias exégenas seran sin duda factores importantes de influencia
sobre el desarrollo de su estructura y funcion.

En 1937, Mossman definié a la placenta como una superposicion o fusién de
membranas fetales a la mucosa uterina con la finalidad del intercambio fisiolégico de
gases, nutrientes y deshechos fetales (28). El intercambio gaseoso se produce
entonces a través de la membrana placentaria entre la sangre oxigenada materna que
llega por las arterias espirales del Utero y bafia las vellosidades coridnicas, y la sangre
fetal que circula por las arterias umbilicales que terminan en asas capilares largas y
dilatadas dentro de las vellosidades coridnicas. Una vez realizado el intercambio
gaseoso, la sangre materna de los senos retorna a la circulacion materna por las venas
uterinas y la fetal retorna al feto por la vena umbilical (29).

La membrana placentaria estda compuesta por tejidos extrafetales que separan la
sangre materna de la fetal. Estd constituida, aproximadamente a la semana 20, por

cuatro capas superpuestas: sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto, tejido conjuntivo de la



vellosidad coridnica y el endotelio de los capilares fetales. A partir de la semana 20
ocurren cambios histologicos en las vellosidades ramificadas que originan atenuacion
del citotrofoblasto que llega a desaparecer en algunas zonas, quedando solo placas
delgadas de sincitiotrofoblasto. Esto da como resultado que en la mayor parte de la
membrana placentaria quedan tres capas, siendo en algunas zonas la membrana tan
delgada que el sincitiotrofoblasto entra en contacto directo con el endotelio de los
capilares fetales para formar lo que se denomina la membrana placentaria

vasculosincitial (30,31).
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Figura 3. Esquema de la circulacién feto-placentaria.

Aunque la membrana placentaria suele denominarse barrera placentaria, esta
expresion no es del todo adecuada debido a que son muy pocos los compuestos,
enddgenos o exdgenos, que no pueden atravesarla en cantidades detectables. El

transporte bidireccional de sustancias entre la placenta y la sangre materna se produce



en una amplia superficie de intercambio y utiliza cuatro mecanismos basicos como son
la difusidén simple, la difusion facilitada, el transporte activo y la pinocitosis (30). De
esta forma, el feto quedard expuesto a aquellas sustancias que circulan en el torrente
sanguineo materno y que poseen la capacidad de atravesar la membrana placentaria.
Este es el caso del etanol y la risperidona, sustancias liposolubles con capacidad de
difusiéon a través de las membranas celulares, las cuales al atravesar la barrera
placentaria, pueden pasar al torrente sanguineo fetal y también concentrarse en el
liquido amnidtico tal como se demuestra en diferentes publicaciones (6, 25).

En un estudio realizado en seis mujeres embarazadas con 16 y 18 semanas de
gestacion, se realizd un seguimiento en la distribucién del etanol tras su ingesta (0.3
g/Kg) observandose que el pico de concentracidon maxima en el liquido amnidtico era
posterior al plasmdtico materno y persiste por horas, inclusive cuando ya no es
detectable en el plasma materno, siendo la tasa de depuracion del etanol en el liquido
amnidtico del 50% con respecto a la plasmatica. Estos datos sugieren que el liquido
amnidtico funcionaria como reservorio del etanol luego de su ingesta por lo que el feto
quedaria expuesto por tiempos prolongados a dicha sustancia (32).

Con respecto a la risperidona, estudios realizados con la finalidad de determinar la
permeabilidad de la placenta a esta droga demuestran que en embarazos de término,
su concentracién en sangre fetal fue de un 49,2% en comparacion con la concentracion
plasmatica materna (33).

La composicion del liquido amnidtico es dindmica y varia con la edad gestacional. Se
encuentra compuesto por un 98-99% de agua. En la primera mitad de la gestacién la
concentracion de los electrolitos es muy cercana a la del suero fetal, y puede
suponerse que el mismo forma parte del espacio extracelular del feto (28, 30).
Especialmente en la primera mitad del embarazo, el agua y el sodio pasan a través de
la piel fetal debido a que no ha ocurrido la queratinizacién de la misma (34), por lo cual
durante ese periodo la llegada al feto de etanol o de risperidona a través de su piel
desde el liquido amnidtico puede constituir otra via posible de pasaje de sustancias
exdgenas toxicas para el desarrollo normal del feto.

Otro posible mecanismo de pasaje de sustancias recononocido recientemente, es el
flujo de agua e iones entre el liquido amnidtico y la sangre fetal lo que se conoce como

el camino intramembranoso mientras que el movimiento de agua y soluto entre el
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liguido amnidtico y la sangre materna dentro de la pared uterina es un intercambio de
transmembrana (34).

Teniendo en cuenta estas vias de pasaje de sustancias es claro que el feto puede
guedar expuesto a sustancias toxicas que alteren su desarrollo en forma directa y/o a
través del efecto de estas sustancias sobre la estructura y funcién del sistema
circulatorio feto-placentario que lo nutre.

Las arterias umbilicales tienen la funcién en la circulacién fetoplacentaria de
transportar sangre pobremente oxigenada (PO, = 21 mm de Hg) hacia los senos
venosos placentarios. Estos vasos, mantienen una baja resistencia para lograr recibir
alrededor del 40% del volumen minuto cardiaco fetal que se oxigenara circulando por
la placenta. Por lo tanto, la regulacion del tono vasomotor de las arterias umbilicales
juega un rol fundamental como causante de la disminucidn en la oxigenacion fetal que
ha sido asociada con el retardo severo de crecimiento fetal intrauterino (29).

De lo expuesto, se desprende que sera de suma importancia detectar en las arterias
umbilicales, los mecanismos involucrados en la activacién o inhibicién de estructuras

celulares sensibles a las drogas psicoactivas.

3. Estructura y funcién de la arteria umbilical.

Las arterias umbilicales se presentan de forma espiralada manteniendo un promedio
de 2,1 vueltas cada 10 cm de corddn en el embarazo a término. Ambas arterias se
encuentran comunicadas por la anastomosis de Hirtyl cerca de su decusacion en el
extremo de la placa coridnica lo que permite un balance del flujo entre ambas (30, 31,

35).
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1.0 mm

Figura 4. Fotografia de un corte transversal del cordén umbilical humano.

La pared de la arteria umbilical humana presenta una organizacion histolégica formada
por dos tunicas, la intima y la media. Carece de [dmina eldstica y adventicia tipica de
otros lechos arteriales. La tunica intima se ubica internamente (hacia la luz del vaso).
Es una estructura compuesta por largas microvellosidades que se proyectan al lumen
la cual estd formada por una capa de células endoteliales ricas en reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias y ribosomas (35). El borde entre la tlnica intima
y la media contiene un segundo tipo celular con caracteristicas semejantes a las células
musculares lisas aunque mas ricas en reticulo endoplasmatico rugoso y organelas (35).
La tunica media esta formada por células musculares lisas que se disponen
internamente, longitudinales al eje del vaso en forma espiralada, y externamente

forman una capa circular compacta. Como se observa en la siguiente fotografia.
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Figura 5. Fotografia tomada en nuestro laboratorio en la que se observa la estructura

histoldgica de la arteria del cordén umbilical humano.

Las células musculares lisas de la tunica media son células fusiformes de unos 100 a
500 um de largo y 2 a 6 um de didmetro con una gran proporcion superficie/volumen.
Esta relacidén, se debe, en parte a las invaginaciones que presenta la membrana
denominadas caveolas (36, 37). Presentan actividad contractil debido a la presencia de
proteinas especificas organizadas en filamentos finos formados por polimeros de
actina globular y filamentos gruesos compuestos por miosina (dos subunidades
proteicas pesadas y dos pares de subunidades livianas). Las cadenas pesadas de la
miosina estan enrolladas entre si, constituyendo el nucleo del filamento, y terminan en
dos porciones de naturaleza globular capaces de hidrolizar ATP, las cuales sobresalen
del mismo a intervalos regulares. Sobre cada cabeza de miosina se disponen dos tipos
de cadenas livianas. Una de ellas, se denomina cadena liviana reguladora o MLC20 (del
inglés “myosine light chain 20 Kda) y posee un sitio de fosforilacién, en el aminodcido
serina 19, fundamental para la regulacion de la contraccién. La actina formada por
mondmeros regulares de G-actina forma un polimero filamentoso helicoidal de doble
cadena de 1-2 um de longitud denominado F-actina y en el surco de la doble cadena se
ubican las moléculas de una proteina fibrilar denominada tropomiosina la cual se ubica
de manera continua a lo largo de todo el filamento fino (36, 37, 38). Estos filamentos
se organizan en unidades de tres a cinco filamentos gruesos rodeados de varios
filamentos finos y se fijan a estructuras proteicas denominadas cuerpos densos que

estan anclados a proteinas del citoesqueleto celular (39, 40). De esta manera, se forma
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la maquinaria contractil, la cual modificarda su longitud dependiendo de Ia

concentracion de calcio intracelular.

Cuerpo denso

Filamentos de
actina

Filamentos de
miosina

Figura 6. Esquema en el que se muestra la disposicion de los filamentos contractiles y

los cuerpos densos.

En estado de reposo, la concentracién de Ca?* libre en el citosol de la célula muscular
lisa esta comprendida en el rango de valores de 120 a 170 nM, y tiene un rol
fundamental en la regulacién del estado contractil celular (41). Un aumento global en
la concentracién intracelular del ion Ca®" a valores de 500 a 700 nM activa el aparato

contractil celular mediante el mecanismo que se esquematiza en la figura 7 A.
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Figura 7. A) Esquema del acoplamiento excito-contractil. B) Esquema de las estructuras

involucradas en los flujos de calcio en las células del musculo liso vascular.

(CNS: canal cationico no selectivo, PLC: fosfolipasa C, DAG: diacilglicerol, R: receptor)
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Un aumento global de la concentracion del Ca** intracelular puede estar mediado por

los siguientes mecanismos (figura 7B):

1. Activacion de canales de Ca®* operados por voltaje, de los cuales han sido
identificados distintos subtipos en el musculo liso (L, T, R).

2. Activacién de canales catidnicos no selectivos (CNS) permeables al Ca®"y al Na* que
pueden activarse mediante un numero importante de estimulos (agonistas,
estiramiento mecanico, depleciéon del reticulo sarcoplasmico, estimulos
despolarizantes de la membrana celular, entre otros).

3. Activacién del intercambiador Na*/Ca®* en su modo inverso de accién (entra Ca*'y
saca Na®).

4. Liberacion de Ca** del reticulo sarcoplasmico (inducido por Cca®* o por segundos
mensajeros).

5. Liberacién de Ca** de las mitocondrias (40)

El Ca** se une a una proteina citoplasmatica denominada calmodulina que posee
cuatro sitios de unidn para iones Ca*. El complejo Ca**-calmodulina (cuatro iones Ca**
unidos a una molécula de calmodulina) activa a la proteina quinasa de la cadena liviana
de miosina o MLCK (del inglés “Miosine Light Chain Kinase”). Esta quinasa puede estar
ligada a los filamentos finos a través de su extremo N terminal y cuando es activada,
por el complejo Ca**-calmodulina, fosforila a la MLC20 (42, 43, 44). Esta reaccion
desencadena un ciclo, durante el cual ocurre el corrimiento de las cabezas de miosina
desplazando los filamentos de actina mediante el gasto de energia metabdlica a través
de la actividad ATPasica del complejo actomiosinico. Este mecanismo conduce al
acortamiento de la estructura contractil y el consiguiente desarrollo de fuerza. Por lo
tanto, en respuesta a distintos estimulos que produzcan un aumento en la
concentracion global de Ca?* intracelular, se activa este mecanismo contractil
produciéndose un acortamiento celular que puede llegar hasta dos terceras partes de
la longitud de la célula de musculo liso (45).

Luego de que el estimulo contractil ha cesado, el Ca** es removido del citoplasma
hasta alcanzar nuevamente la concentracion de reposo. Esto implica la inactivacion de

la MLCK con la consecuente interrupcién de la fosforilacién de la miosina a lo que se
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suma la actividad de fosfatasas que la defosforilan. La extrusién del Ca** a través de la
membrana celular y su secuestro hacia compartimentos intracelulares explica el
descenso en la concentracion del Ca®* citoplasmatico. La célula puede extruir el Ca®* a
través del intercambiador Na*/Ca®* actuando en su modo directo y/o por la bomba de
Ca”" ubicada en la membrana plasmatica (PMCA del inglés plasma membrana calcium
ATPase). Por otro lado, la recaptacién de Ca®>" mediada por la bomba de Ca®* ubicada
en la membrana del reticulo sarcoplasmatico (SERCA del inglés sarco endoplasmic
reticulum calcium ATPase) constituye un mecanismo importante que permite
reinstaurar las concentraciones intracelulares de Ca** de reposo.
El estado contractil de las células de musculo liso incluidas en la pared de las arterias
determina el radio del vaso lo cual tiene una implicancia directa sobre la regulacion del
flujo sanguineo. Es de destacar que pequefias variaciones en el radio del vaso
produciran cambios significativos en el flujo ya que el mismo es inversamente
proporcional a la cuarta potencia del valor del radio (45, 46).
Diversos estimulos fisioldgicos enddgenos y agentes exdgenos (agonistas, iones,
farmacos etc.) pueden alterar el estado contractil de las células de musculo liso
vascular actuando sobre las estructuras celulares que intervienen en la regulacién de la
concentracién del Ca® intracelular. Este es el caso de la interacciéon de distintos
agonistas enddgenos con sus receptores especificos. En las células del musculo liso de
la arteria umbilical se han descrito los siguientes receptores metabotrdpicos
especificos:

1. Receptores para dopamina de tipo D, caracterizados en las células de musculo liso
que forman la pared del vaso mediante técnicas de radioinmunoensayo,
observandose una mayor expresion de dichos receptores en regiones cercanas a la
placenta (47). La propuesta de que estos receptores participarian en la regulacion
del flujo placentario se basa en el hecho de que el feto produce dopamina
circulante la cual, induciendo vasodilatacién, podria estar regulando el flujo
fetoplacentario (48).

2. Receptores para serotonina de tipo 5HTia Yy 5HT,s hallados usando “primers”
especificos que revelaron la presencia de ARNm para la expresion de dichos
receptores en la arteria umbilical. Estos receptores median los efectos

vasoconstrictores de la serotonina en dicho vaso (49).
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3. Receptores para acetilcolina de tipo muscarinico (M) y presencia de
acetilcolinesterasa intersticial identificados en células del musculo liso de la arteria
umbilical humana mediante técnicas de radioinmunoensayo (50). Se han descrito
en la arteria umbilical humana efectos vasoconstrictores mediados por la accion
directa de la acetilcolina sobre el musculo liso (51).

4. Receptores para histamina de tipo Hi, caracterizados farmacolégicamente como
responsable del efecto contractil que produce la histamina sobre la arteria
umbilical humana (52, 53).

5. Receptores para noradrenalina de tipo 0 y O, caracterizados farmacoldgicamente
en la arteria umbilical humana como mediadores de respuestas vasoconstrictoras a
la noradrenalina (54).

En las arterias umbilicales el endotelio tiene un rol paracrino importante en la

regulacion del flujo feto-placentario (35, 55, 56). Numerosos estudios han demostrado

gue el mismo sintetiza y libera mediadores vasoactivos en respuesta a distintos
estimulos fisioldgicos como pueden ser sustancias circulantes como serotonina,
angiotensina ll, adrenalina, bradiquinina, o sustancias liberadas por las plaguetas o por
las células del sistema inmune, cambios en la presién de O, sanguinea, alteraciones
acido base, asi como cambios en el flujo sanguineo que generan un esfuerzo de corte

(del inglés “shear stress”) sobre la superficie celular. Los factores liberados por las

células endoteliales pueden difundir y actuar sobre las células del musculo liso

regulando su estado contractil.

Entre los factores con efecto vasodilatador derivados del endotelio, la prostaglandina

PGl, o prostaciclina (57) fue el primero en ser descrito. Esta sustancia se sintetiza en las

células endoteliales a partir del acido araquiddnico y relaja el musculo liso mediante su

union a receptores especificos acoplados a proteinas G que activan la enzima adenilato

ciclasa de las células musculares con el consiguiente aumento de los niveles de AMP¢ y

activacion de proteina quinasa A (PKA). Es esta ultima la que mediante la fosforilacion

de proteinas involucradas en la relajacion muscular aumenta el didmetro del vaso (58).

Otro de los factores relajantes liberado por el endotelio es el 6xido nitrico o NO (“nitric

oxide”), gas sintetizado a partir de la L-arginina por la enzima NO-sintasa (59, 60). El

NO difunde a través de la membrana plasmatica y del espacio mioendotelial, ingresa a

los células del musculo liso por difusion simple y en el citoplasma de las células
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musculares activa una guanilato ciclasa soluble, la cual aumenta la concentracion de
GMPc en las células, activando a la proteina quinasa G (PKG) que inicia una cascada de
fosforilacién y produce relajacién del vaso (61, 62).

En la arteria umbilical humana se ha estudiado la actividad vasodilatadora de PGl, vy
NO enddgenos, encontrdndose que ambos factores relajan anillos vasculares de AUH
precontraidos con serotonina (5-HT) o bradiquinina; sin embargo los autores de este
trabajo muestran que los anillos son mas sensibles a los inhibidores de la sintesis de
PGl, que a los de la sintesis de NO, sugiriendo que la liberacion de PGI, seria mas

potente en este vaso (63).
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Obyetivos



El consumo de sustancias psicoactivas durante el embarazo aumenta el riesgo de
desarrollo de un amplio espectro de enfermedades asociadas al periodo perinatal y

que, en algunos casos, acompafiaran al neonato de por vida.

Si bien los efectos que los psicofarmacos tienen sobre el sistema nervioso son objeto
de un amplio campo de estudio, el mecanismo de accién y posibles efectos que estas

sustancias producen sobre otros tejidos son menos difundidos.

El objetivo general de este trabajo de tesis fue estudiar el efecto de drogas
psicoactivas, en particular el etanol de consumo masivo, y la risperidona utilizada en el
tratamiento de la psicosis, sobre las propiedades contractiles del musculo liso vascular
humano. Utilizamos para ello la arteria umbilical, vaso de fundamental importancia en

la regulacion del flujo fetoplacentario durante el periodo de gestacién.
Los objetivos particulares abordaron,

1. el estudio “in vitro”de los efectos agudos que el etanol y la risperidona producen
sobre la arteria umbilical profundizando sobre sus mecanismos de accién en la célula

de musculo liso.

2. el andlisis de las propiedades contractiles de las arterias umbilicales de los neonatos

expuestos al etanol durante su gestacion.

3. la valoracion del estado de salud y la presencia de malformaciones relacionadas con
el sindrome alcohdlico fetal en neonatos de madres consumidoras de bebidas

alcohdlicas durante la gestacion.
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Materiales y métodos



1. Obtencidn de la muestra de arteria umbilical

Inmediatamente luego del alumbramiento, se tomaron muestras de aproximadamente
10 cm del corddn umbilical provenientes de nacimientos normales a término por
partos vaginales o cesareas. Los cordones umbilicales fueron mantenidos a 4 °C en una
solucidn salina cuya composicién, en mM, es la siguiente: 130 CINa, 4,7 CIK, 1,6 MgSQy,,
24 NaHCOs, 1,7 NaHPOQ,, 2,5 Cl,Ca desde su obtencidén hasta su analisis, el cual fue

dentro de las 24 horas posteriores a la obtencion de la muestra.

Figura 8. Fotografias del cordon umbilical en el momento de la extraccion.

1. Determinacion de fuerza isométrica en anillos vasculares intactos

Las arterias umbilicales fueron en primer lugar cuidadosamente aisladas del tejido
conectivo que las recubre (gelatina de Warthon del cordén umbilical). A partir de
segmentos vasculares aislados de AUH se obtuvieron anillos de 3 mm de largo,
tomandose cuatro anillos por muestra. Los anillos vasculares fueron suspendidos entre
dos alambres rigidos, uno fijo a un soporte de acrilico y otro vinculado en forma mévil
a un transductor de fuerza, y colocados en camaras termostatizadas a 37 °C de 20 ml
de capacidad conteniendo solucidon Krebs Ringer bicarbonato (KRB) burbujeada con
una mezcla de 95% de CO,y 5% de O, para mantener el pH estable en un valor de 7,4.
El transductor de fuerza (Letica TRl 201, Letica Scientific Instruments, Barcelona,
Espafia) convierte la fuerza isométrica ejercida por el anillo vascular en una sefial
eléctrica que es digitalizada mediante una placa conversora A/D (DT 16 EZ o DT302,

Data Translation Inc., Marlboro, MA) y visualizada en tiempo real en una computadora
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mediante un programa adecuado (Labtech Notebook Pro Laboratory Technology Corp.,
Wilmington, MA)

5 % Co,

95 % O,

TRANSDUCTOR
DE FUERZA

Figura 9. Esquema de la cdmara isométrica utilizada en los experimentos de

determinacion de fuerza isométrica en anillos vasculares aislados.

Los registros obtenidos fueron grabados en el disco rigido de la computadora para su
posterior andlisis. La recuperacion de los mismos y las mediciones de fuerza de
contraccion y relajacion se realizaron con un programa de célculo adecuado (Origin
7.0). La fuerza desarrollada se normalizé por el peso del anillo y se expresé como la
fuerza desarrollada en gramos fuerza por gramo de tejido (gF/gP).

En cada experimento los anillos vasculares se estiraron inicialmente hasta una sefial de
fuerza de 2 gF. En esas condiciones se estabilizaron durante 60 minutos con cambios

sucesivos de la solucién KRB cada 20 minutos.

Composicion de las soluciones utilizadas en los experimentos de determinacion de
fuerza isométrica
= Krebs-Ringer Bicarbonato (KRB): (en mM) 130 NaCl, 4,7 CIK, 24 NaHCOs, 1,17
Na,HPOg4, 1,16 Mg SQq4, 2,5 CaCl,, 6 glucosa.
= KRB-K80: (en mM) 54,7 NaCl, 80 CIK, 24 NaHCOs, 1,17 Na,HPO,, 1,16 Mg SO,
2,5 CaCly, 6 glucosa.
=  KRB-K40: (en mM) 94,7 NaCl, 40 CIK, 24 NaHCOs, 1,17 Na,HPO,, 1,16 Mg SO,,
2,5 CaCly, 6 glucosa.
= KRB cero calcio: (en mM) 130 NaCl, 4,7 CIK, 24 NaHCOs, 1,17 Na,HPQ,4, 1,16 Mg

SQy, 6 glucosa.
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Drogas y reactivos utilizados en los experimentos de determinacion de fuerza
isométrica

= Serotonina, histamina, acetilcolina, dopamina, risperidona, etanol, N (G)-nitro-

L-arginina w metil ester (L-NAME), indometacina, cloruro de tetraetilamonio

(TEA), manitol. Todas estas drogas fueron adquiridas en SIGMA chemical

company, a excepcion de la risperidona que fue provista por Drogueria

Todofarma SA.

2. Determinaciones electrofisiologicas mediante la técnica de patch clamp
Disociacion celular de musculo liso de la AUH

La obtencién de los miocitos lisos aislados enzimaticamente se realizé partir de
segmentos de la AUH mediante un protocolo de disociacion celular con enzimas. En un
tubo de ensayo conteniendo 1 ml de solucidn de disociacion (SD) adicionadade 2 a4 g
de colagenasa tipo 1, se colocd un segmento del vaso (20-40mg) cortado en porciones
de aproximadamente 2 x 2 mm. El tubo con el tejido permanecié en un bano
termostatizado a 30 °C durante 25 minutos con agitacién suave. Cada 15 minutos se
separd el tejido del medio de disociacion que contiene las células que se fueron
aislando y se centrifugd para obtener las células aisladas, las cuales se suspendieron en
medio SD. Esta suspension de células se colocd en una camara donde se realizaron los
registros electrofisiolégicos. Se seleccionaron las células por su aspecto relajado para

intentar el logro de sellos con microelectrodos adecuados.

Registro de corrientes ionicas en células aisladas

Consideraciones generales

Mediante la aplicacion de la técnica de patch-clamp se registraron corrientes totales
en la configuracion de célula entera o W-C (del inglés "whole-cell"), en las células de

musculo liso de AUH aisladas enzimaticamente.

La técnica de patch-clamp, desarrollada por los investigadores Hamill, Martin, Neher,
Sakmann y Sigworth del Instituto Max-Planck de Alemania (64), consiste brevemente
en la aproximacion de una micropipeta de “patch” a la superficie de la membrana de la
célula aislada elegida y en el establecimiento de un sello de alta resistencia eléctrica

(aproximadamente 10 GQ) entre la punta de la pipeta y la membrana celular. Esto se
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logra cuando la superficie de la membrana y el vidrio de la micropipeta se ponen en
contacto y se aplica una leve presion negativa (por traccion del embolo de una jeringa
0 por succidon suave) a través de una canula conectada con el interior de la
micropipeta. A partir de esta configuracidn, a la que se denomina C-A (del inglés "cell-

attached"), se pueden obtener el resto de las configuraciones posibles.

configuracion C-A

Figura 10. Esquema de la configuracién de cell-attached.

Para obtener la configuracion W-C, se aplica mayor presién negativa a través de la
micropipeta lo cual rompe el sector de membrana por debajo de la micropipeta y
permite la conexidn eléctrica entre el electrodo y el interior celular como se muestra

en el siguiente esquema.

configuracién C-A configuracion W-C

‘ Succion

Figura 11. Esquema de la configuracién de whole-cell.

\ 4

A continuacién, se detallan las caracteristicas de esta ultima configuracion ya que fue

la utilizada en este trabajo de tesis doctoral.

Registro de corrientes totales en configuracion de Whole-Cell

Como se puede observar en el esquema de la figura 11 de la seccién anterior, en
configuracion W-C, la solucidn salina de la micropipeta difunde hacia el interior celular.
Mediante la aplicacion de un protocolo de fijacidn de voltaje es posible registrar la
corriente macroscépica total que fluye a través de la sumatoria de canales presentes

en toda la superficie de la membrana celular (modo “voltage-clamp” o fijacidon de
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voltaje). En esta configuracion es también posible registrar el valor de potencial de
membrana de reposo o en respuesta a un estimulo fijo de corriente (modo “current-
clamp” o fijacién de corriente).

En este trabajo se realizaron registros de corrientes activadas por pulsos de voltaje en

configuracion W-C en células musculares lisas de AUH.

Protocolo de voltaje en pulso: consiste en realizar un cambio discreto instantaneo del
valor de potencial desde un valor determinado (potencial de mantenimiento) al valor
preestablecido manteniéndolo durante un tiempo y luego fijarlo nuevamente, también

en forma instantanea al valor inicial:

V mantenimiento

L

Tempo

Vaplicado

Figura 12. Esquema del protocolo de voltaje en pulso.

Este protocolo se genera con el programa Clampex (pClamp 6) y se aplica en forma

automatica segun las necesidades experimentales.

Las corrientes obtenidas en esta configuraciéon fueron filtradas a 2 kHz y digitalizadas a
una frecuencia de muestreo de 40 kHz. Los valores de resistencia en serie estuvieron
en el rango de 10 a 15 MQ y fue compensada electronicamente al 70 % en la mayoria

de los experimentos.

El analisis de los datos obtenidos fue realizado empleando el programa Clampfit
(pClamp 6) que permite en primer lugar visualizar, luego del experimento, el archivo
de corriente en funcion del tiempo y realizar el tratamiento de los datos que se
considere necesario. En este trabajo, utilizando este programa, se realizaron las curvas
que relacionan los valores de corriente en funcién del valor de los diferentes pulso de
voltaje aplicado (curvas I-V) en condiciones control y luego del agregado de las

sustancias de interés.
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Las células, se observaron con un microscopio invertido equipado con una lente
objetivo de 40 X (Telaval 3; Zeiss, Jena, Alemania) estabilizado mecanicamente sobre
una mesa antivibratoria (Newport) recubierto con una caja de Faraday para filtrar
ruidos eléctricos del ambiente. La camara experimental que contiene las células fue
perfundida con una solucién extracelular normal a una velocidad constante de 0,5
ml/min mediante un sistema multivia de perfusidon continua. En este sistema las
soluciones alcanzan la camara por gravedad desde varios reservorios conectados
mediante canulas flexibles a una pipeta multivia que se moviliza mediante un
micromanipulador (Leitz). El liquido fue retirado de la cdmara mediante succién por
una bomba de vacio. La pipeta de perfusién se posiciond muy cerca de la célula a
ensayar y la camara fue perfundida durante 5 minutos con la solucién control de cada
experimento antes de comenzar con los registros eléctricos. Luego de cada
experimento la camara conteniendo la célula ensayada se reemplazd por otra con
células nuevas. Para realizar los registros eléctricos se seleccionaron las células que
estuvieran relajadas (aspecto liso), con forma ahusada y pegadas al vidrio de la
camara. Los datos se obtuvieron entre 4 y 6 horas luego de la disociacién celular.
Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (~ 20 °C).

Las micropipetas fueron realizadas con capilares de vidrio WPl PG52165-4 en un
sistema de estirado (“Puller”) vertical con dos fases de estirado (PP-83, Narishige
Scientific Instrument Laboratories, Tokio, Japon) y la resistencia de las mismas estuvo
en el rango de 2 a 4 MQ medida en solucion extracelular normal (ver mas adelante). La
micropipeta se movilizé mediante un micromanipulador de precisién (Huxley-Style
precision MX310R, Newport). El electrodo de referencia, adecuadamente clorurado, se
colocé dentro de la solucion del bafio.

La sefal de corriente eléctrica o de potencial en funcion del tiempo se observd con un
osciloscopio PS-200 (Pintek), se filtr6 adecuadamente con un filtro tipo Bessel de 8
polos y se registré con un amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City,
CA). Los datos fueron convertidos mediante una placa conversora A/D - D/A
(DIGIDATA 1200 - Axon Instruments) y almacenados en el disco duro de una
computadora para su andlisis posterior con un programa apropiado. Todos los

componentes del equipo se conectaron a tierra adecuadamente con el fin de disminuir
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el ruido eléctrico durante los experimentos. En la siguiente figura se esquematizan las

conexiones entre los componentes de la unidad de “patch-clamp”.

. . Caja de Faraday
micromanipulador

panel de control
del amplificador

amplificador

A
v

microscopio
invertido

|

camara ‘

_.T |

computadora

electrodo

osciloscopio

mesa antivibratoria 1]

Figura 13. Esquema de la unidad de “patch clamp”.

Composicion de las soluciones utilizadas en los experimentos de “patch clamp”
= Solucion extracelular normal (SEN): Composicién en mM: 150 NaCl, 5,4 KCl, 1,2
MgCl,, 2,5 CaCl,, 6 glucosa y 5 HEPES; el pH fue ajustado a 7,4 con una solucién
concentrada de NaOH.
=  Solucion de K40: Composicion en mM: 115,4 NacCl, 40 KCl, 1,2 MgCl,, 2,5 CaCl,,

6 glucosa y 5 HEPES; el pH fue ajustado a 7,4 con una solucién concentrada de

NaOH.
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3. Poblacidon y muestra utilizada en los experimentos donde se evaluaron los
efectos del consumo materno de etanol.

La poblacion para este estudio se obtuvo entre las embarazadas que concurren al
servicio de Maternidad del hospital HIGA San Martin de La Plata. Como estabamos
interesados solo en los efectos del bajo consumo de etanol, establecimos un limite
superior de ingesta. Sin embargo, no existe un consenso en la literatura sobre qué
deberia considerarse como bajo consumo. Se sugieren menos de 9 ml/dia (810 ml por
trimestre) de etanol (Sood B, et al') o menos de tres vasos de bebidas alcohdlicas
promedio por semana, lo que corresponde a 6,5 ml/dia (585 ml/trimestre) de etanol,
considerando un contenido de 14,7 ml de etanol absoluto en una bebida alcohdlica
promedio (Moore K, et alz). Tomando en consideracidn estos datos decidimos que un
consumo de 700 ml de etanol por trimestre seria el limite superior para considerar a
una mujer perteneciente al grupo expuesto (E).

En el momento del parto se tomd una muestra de aproximadamente 10 cm del
segmento medio del cordén umbilical. Se conservd en solucion KRB en heladera para
ser utilizado dentro de las 24 horas en experimentos donde se determina la reactividad
de la arteria umbilical.

Se obtuvieron muestras de cordones umbilicales provenientes de neonatos de madres
gue no consumieron bebidas alcohdlicas durante el embarazo (poblacidon control) y
muestras de cordones umbilicales de niflos nacidos de madres que consumieron
alcohol durante alguna etapa del embarazo (poblacidn expuesta al alcohol). En ambos
casos los neonatos de los cuales se obtuvieron las muestras de cordén nacieron por
parto natural.

Para la evaluacion histoldgica del tejido vascular de las arterias umbilicales, de ambas
poblaciones fueron tomadas muestras de aproximadamente 5 cm del cordén umbilical
y fijadas con una solucion de formol al 10%. Luego, en el laboratorio, las muestras se

embebieron en parafina y fueron analizadas mediante estudios histolégicos por la

' Sood B, Delaney-Black V, Covington C, Nordstrom-Klee B, Ager J, Templin T, Janisse J, Martier S,
Sokol RJ. Prenatal alcohol exposure and childhood behavior al age 6 to 7 years: 1. dose-response effect.
Pediatrics 108:E34, 2001.

? Moore CA, Khoury MJ, Liu Y. Does light to moderate alcohol consumption during pregnancy increase
the risk for renal anomalies among offspring? Pediatrics 99:E11, 1997.




técnica de tincién con hematoxilina y eosina. Se numeraron las muestras de manera
gue el operador desconociera el origen de las mismas.

Ademas, a las madres de los neonatos que conformaron ambas poblaciones se les
realizdé una encuesta de recoleccion de datos. A posteriori se procedid a realizar una
evaluacidn clinica detallada de los nifios nacidos de las madres que habian consumido
alcohol y de aquellas que no habian consumido incluidos en las poblaciones control.
Resguardos éticos: Resolucién N2 5330 de la ANMAT

Se obtuvo el consentimiento informado por parte de los padres de los recién nacidos a
partir de los cuales se tomaron las muestras.

El Comité de Etica de la Investigacion del HIGA Gral. San Martin de La Plata autorizé la
obtencién de muestras de cordones umbilicales siguiendo los principios de Ia
Declaracién de Helsinski y sus modificaciones, las normas de las Buenas Practicas
Clinicas y las Normas internas vigentes en el HIGA Gral. San Martin de La Plata para el
andlisis de los protocolos de Investigacidn con fecha 29/10/04.

Encuesta:

Datos maternos: Nombre y Apellido, Documento de Identidad, Edad, Nacionalidad,
Domicilio, Teléfono, Estado Civil, Nivel educacional, N2 de gesta, N2 paridad, Cesareas
y Abortos previos.

Datos Paternos: Estado Civil, Edad, Nacionalidad, Domicilio, Consumo de alcohol,
drogas de abuso y tabaco.

Datos del embarazo: Control del embarazo (niumero de controles por trimestre).
Antecedentes de: hemorragias, infecciones, diabetes, hipertension arterial, otras
enfermedades previas durante el embarazo. Consumo de alcohol - drogas de abuso y
tabaco tres meses previos al embarazo y/o durante todo el embarazo. Incremento
ponderal y talla.

Diagndstico prenatal: de defectos congénitos.

Consumo materno de:

Alcohol: se pregunto sobre el consumo de etanol. Se consideré como madre expuesta
al etanol a aquellas que consumieron bebidas alcohdlicas mas de tres veces en todo el
embarazo. El consumo de etanol se estimé como ml diarios aproximados de consumo
de bebida alcohdlica extrapolados a ml de etanol.

Cocaina: consumo de cocaina en cada trimestre del embarazo y cantidad consumida.
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Tabaco: se consideré madre fumadora a aquellas que hubieron consumido uno o mas
de un cigarrillo por dia en todo el embarazo y en cada trimestre en particular.
Antecedentes familiares: Se consulté sobre antecedentes de defectos congénitos en
familiares y consanguinidad familiar.

Datos del recién nacido: Fecha de nacimiento, sexo, edad gestacional, peso, talla,
perimetro cefdlico, vitalidad al nacer mediante el Test de APGAR.

Los ninos fueron evaluados mediante un minucioso examen fisico al nacer y a las 48
horas de vida realizando una exploracién meticulosa de piel, faneras, tejido celular
subcutdneo, cabeza, cuello, térax, abdomen, aparato genitourinario y sistema osteo-

articular con el objetivo de detectar malformaciones mayores y menores.

4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados como el valor medio *+ un error estandar
de la media. Se utilizé la base de datos Access, los programas estadisticos SPSS 11,5 y
Sigma Stat. Las diferencias entre promedios y porcentajes se analizaron mediante
ANOVA seguido del test de Tukey o el test de t de Student segun corresponda. Se
establecié un valor de p<0,05 para considerar diferencia significativa.

Para el analisis de correlacién entre defectos congénitos y los distintos factores de
riesgo se utilizd la razén de productos cruzados (odds ratio, OR) y test de Fisher

unilateral, informandose el odds ratio (OR) y el intervalo de confianza (IC).
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Resultados y Discusion



1. Generalidades

En esta seccidon se describiran las respuestas contractiles isométricas tipicas que se
obtienen cuando los anillos vasculares de la arteria umbilical humana son expuestos a
distintos tipos de estimulos vasoactivos. Sobre estas respuestas fueron ensayadas
posteriormente, las sustancias psicoactivas, etanol y risperidona, objeto de este

trabajo de tesis.

1.1 Tono basal

Una vez que los anillos vasculares fueron vinculados al transductor de fuerza, se
sometieron a un estiramiento de aproximadamente 2 gramos fuerza (gF), lo que
constituye un procedimiento estandar ampliamente utilizado en este tipo de
experimentos con segmentos vasculares. Este estimulo produjo, en el 80 % de las
muestras, una respuesta contractil caracterizada por una relajacién rapida y transitoria
seguida de una contraccidn de desarrollo mas lento que se estabilizo, en el término de
60 minutos. Luego de este periodo de estabilizacion se observaron valores de fuerza
mayores, iguales o menores a los 2 gramos fuerza aplicados inicialmente. En la

siguiente figura se observan respuestas tipicas de cada caso.
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Figura 14. Registros tipicos de la fuerza desarrollada en funcién del tiempo tras

el estiramiento inicial.
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Esta respuesta constituye lo que denominamos tono basal. Es una respuesta activa
dependiente de la presencia de Ca** en el medio extracelular como hemos descrito en
otros trabajos, en el mantenimiento de esta respuesta participa un influjo de ca® que
involucra canales catidnicos no selectivos (65) y al intercambiador Na*/Ca®" actuando

en el modo reverso (66).

1.2 Soluciones despolarizantes de alto potasio
Evaluamos las respuestas contractiles de los anillos vasculares de la arteria umbilical
humana a soluciones extracelulares con una alta concentracién de cloruro de potasio

(KCl).

El cambio de la solucién de Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) normal, que contiene 4,5
mM de KCI, por soluciones KRB con una alta concentracion (40 mM o 80 mM) de KCl
(KRB-K40 y KRB-K80, respectivamente) produce una contraccion de desarrollo rapido y
sostenido en el tiempo como se puede observar en el registro tipico de la figura 15.

Estas contracciones se producen debido a que el aumento de la concentracidon
extracelular del i6n K genera una despolarizaciéon de la membrana de la célula de
musculo liso con la consecuente activacién de canales de Ca®* sensibles a las
variaciones en el potencial de membrana. La activacién de estos canales permite un
influjo de Ca?* que aumenta la concentracién intracelular de Ca®** induciendo la
contraccion del anillo vascular. El desarrollo de fuerza que produce la solucién
despolarizante KRB-K40 es menor que la generada por la solucidn KRB-K80 ya que la
amplitud de la contraccién depende del grado de despolarizacion inducido en las

células del musculo liso.
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Figura 15. Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcién del
tiempo tras el agregado de las soluciones despolarizantes de alto K" (KRBK-80 y KRBK-

K40).

1.3 Respuesta a distintos agonistas vasoactivos.

Como ya hemos mencionado en la introducciéon de este trabajo, en las células de
musculo liso de la arteria umbilical se han descrito receptores con afinidad a distintos
agonistas vasoactivos que tienen un rol en la regulacién vasomotora de la misma.
Ensayamos entonces en nuestras muestras la respuesta contractil de la arteria
umbilical a los distintos agonistas fisiolégicos de dichos receptores. Posteriormente,

fueron estudiados el efecto del etanol y de la risperidona sobre dichas respuestas.

1.3.1 Serotonina

La serotonina es un potente agente vasoconstrictor de la arteria umbilical. Su efecto es
mediado por receptores de tipo 5-HT,a y 5-HT;. El efecto aislado mediado por este
ultimo subtipo puede observarse “in vitro” solo luego de haber estimulado la arteria

con otro vasoconstrictor como por ejemplo el tromboxano A, (49).

La activacion de dichos receptores producida por el agregado de serotonina al medio
extracelular induce en los anillos de la arteria umbilical una contraccién de desarrollo
rapido y sostenida en el tiempo. La siguiente figura muestra un registro tipico de la

respuesta del anillo vascular a la serotonina 1 uM.
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Figura 16. Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcion del

tiempo, tras el agregado de sertonina 1 uM al medio extracelular.

1.3.2 Histamina

La histamina es otro de los agonistas que son vasoactivos en la arteria umbilical y su

efecto es mediado por receptores de tipo H; (67, 68). En nuestros experimentos

observamos que la histamina produce una respuesta contractil de desarrollo rapido y

estable en el tiempo como la que se puede observar en el siguiente registro de fuerza

tipico.

T
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Figura 17. Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcion del

tiempo tras el agregado de histamina 1 uM al medio extracelular.
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1.3.3 Dopamina

Se han descrito receptores D; en el musculo liso de la arteria umbilical humana (47),
postulandose que la activacién de los mismos por dopamina enddgena de origen fetal
podria disminuir el tono de dicha arteria. Sin embargo en nuestros ensayos “in vitro”
no hemos observado efectos significativos de la dopamina sobre el estado contractil

de la arteria umbilical.

El agregado de dopamina (1-10 uM) sobre el tono basal no produjo ningun efecto

contractil.

Las mismas dosis de dopamina ensayadas sobre anillos precontraidos con una solucién
despolarizante de KRB-K80 o sobre contracciones inducidas por serotonina 1 uM

tampoco modificaron significativamente el grado de contraccién de la arteria.

Dopamina Dopamina
1uM 10uM
ek Nt o
\ Tono Basal
Dopamina D?%Tjr'\r;llna
UM ~ Dopamina
\ Dopamina 10uM

bt 1uM Q
o
Ks)
w
5
Yo}

KRB-K80 Serotonina 1uM 500seg

Figura 18. Registros tipicos en los que se observa el desarrollo de fuerza en funcién del

tiempo luego del agregado de dopamina 1y 10 uM al medio extracelular.

1.3.4 Acetilcolina
Por ultimo ensayamos los efectos de acetilcolina (Ach) sobre esta arteria. En la mayoria
de los lechos vasculares la Ach produce un efecto vasorelajante dependiente del

endotelio y mediado por el 6xido nitrico. En particular en la arteria umbilical este
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efecto no ha sido comprobado, aunque si se han observado efectos contractiles
inducidos por la activacién de receptores muscarinicos presentes en el musculo liso
arterial (50).

Ensayamos la Ach a una dosis de 10 y 100 uM. Como se observa en la figura 19, el
agregado de dicha sustancia sobre el tono basal de los anillos vasculares produce, en el
caso de ambas dosis, una pequefia contraccion transitoria estadisticamente no

significativa.

Ach 10uM  Ach 100uM
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Figura 19. Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcién del

tiempo tras el agregado de distintas dosis de acetilcolina.
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2. Risperidona

2.1 Efecto de la risperidona sobre las respuestas contractiles de la AUH

2.1.1 Serotonina

La concentracién plasmatica de risperidona correspondiente a una dosis terapéutica
de mantenimiento es de 50-100 nM (69). Por lo tanto se eligidé ensayar en los anillos
vasculares un rango de concentraciones de risperidona que incluyera las dosis antes
mencionadas.

Teniendo en cuenta que la risperidona posee un efecto inhibidor de los receptores de
serotonina a nivel del sistema nervioso, se estudio si este efecto también se observaba
en tejidos periféricos como es el musculo liso vascular.

En experimentos preliminares se observd que distintas dosis de risperidona (en nM:
0,003, 1, 3, 10, 30 y 300) no modificaron el tono basal de la arteria.

Cuando se agregd serotonina 1 puM sobre el anillo de AUH preincubado con

risperidona, se observé una inhibicion completa de la contraccion a partir de la dosis

de 10 nM.

160+ control

e 1nM risperidona
A 3nM risperidona
v 10nMrisperidona

140
120
100

Fuerza desarrollada (gF/gP)
o
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'20 TTT] T T T T IT1 1] T T 1T 1717 TTT T ] T T T TTT1T]
0,01 0,1 1 10 100

Concentracion de serotonina (uM)

Figura 20. Curva dosis respuesta. Cada punto representa el promedio de al menos

siete anillos.
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Se analizaron las curvas dosis-respuesta para la serotonina en presencia de distintas
dosis de risperidona observandose que la risperidona produjo un desplazamiento de la
curva hacia la derecha y una disminucion del valor maximo alcanzado. (Figura 20)

Este resultado indica que la risperidona inhibe los efectos de la serotonina mediante
un mecanismo de accién no competitivo.

Con el objetivo de analizar si la risperidona producia su efecto independientemente de
que fuese agregada antes o después del desarrollo de fuerza que produce la
serotonina sobre el anillo vascular, se evalud el efecto de las distintas dosis de
risperidona sobre una contraccién estable de este agonista. En este protocolo, cada
anillo vascular se utilizd para ensayar sélo una concentracién de la droga. La
serotonina 1 uM produjo una contraccién cuyo valor promedio fue de 75,8 + 6,4 gF/gP
(n=83). La risperidona mostré un efecto relajante de dicha contraccién a partir de la
dosis de 0,03 nM.

En la figura 21 A se muestra la relacidn dosis-respuesta obtenida a partir de los valores
medios de porcentaje de relajacion de la fuerza maxima obtenidos para cada
concentracion de risperidona. La figura 21 B muestra un ejemplo representativo del
registro de fuerza donde se puede observar el efecto relajante que produce la

risperidona a una dosis cercana a la dosis efectiva media (ECso: 1 nM).
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Figura 21 A: Curva dosis-respuesta cada punto es el promedio de entre 6-9 anillos

vasculares.
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Figura 21 B. Registro de fuerza en funciéon del tiempo de la acciéon de risperidona sobre

una contraccion inducida por serotonina 1 uM.

2.1.2 Histamina

Como ya hemos mencionado, la risperidona posee a nivel del sistema nervioso,
ademds de su accion sobre receptores de serotonina, un efecto inhibidor de los
receptores de histamina. Fue por este motivo que se decidié estudiar si este efecto se
verificaba en el musculo liso vascular de la arteria umbilical humana.

Se preincubaron los anillos vasculares con distintas dosis de risperidona (10, 30 y 300
nM) agregando luego distintas concentraciones de histamina. Se realizaron las curvas
dosis-respuesta (figura 22), observdndose que la risperidona produce un
desplazamiento de la curva hacia la derecha y una disminucién del valor maximo
alcanzado. Este resultado es indicativo de que la risperidona inhibe los efectos de la

histamina mediante un mecanismo de accién no competitivo.
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Figura 22. Curva dosis respuesta. Cada punto representa el promedio de al menos

siete anillos.

También quisimos analizar para este agonista el efecto de distintas dosis de
risperidona (0,003 nM, 30nM, 100 nM, 300nM y 3 uM) sobre contracciones estables
producidas por histamina. El valor promedio de la contraccién estable producida por
una concentraciéon 1 uM de dicho agonista fue de 44,93 + 5,9 gF/gP (n=40).

La dosis de risperidona 0,003 nM no tuvo un efecto significativo, mientras que dosis
iguales y superiores a 3 nM produjeron relajaciones de las contracciones producidas
por histamina 1 uM como se puede observar en la figura 23, en la cual se muestra la
relacion dosis-respuesta obtenida a partir de los valores medios de porcentaje de
relajacién de la fuerza maxima obtenidos para cada concentracidn de risperidona. La
figura 24 muestra un ejemplo representativo de un registro de fuerza donde puede
observarse la relajacion inducida por risperidona a una dosis cercana a la dosis efectiva

media (EC50=72 nM).
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Figura 24. Registro tipico en el que se muestra el efecto relajante de la risperidona 100

nM sobre una contraccion estable de histamina 1 uM.

Los datos obtenidos en los ensayos precededentes sugieren un mecanismo de accién
no competitivo para la accidén inhibitoria de la risperidona sobre contracciones
inducidas por histamina, asi como observamos previamente en el caso de la

serotonina.

2.1.3 Soluciones de alto potasio
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Se ensayo la risperidona sobre la contraccion estable que producen las soluciones
despolarizantes de alto K" extracelular. Ejemplos de trazados de fuerza en funcién del
tiempo representativos de estos protocolos se muestran en la figura 25, observandose
gue la risperidona a la dosis de 3 nM no produce ningun efecto sobre la contraccién
inducida por la solucién despolarizante en la que la concentracidon extracelular
aumenté de 4,5 a 80 mM (KRB-K80 mM). Sin embargo sobre la contraccion inducida
por la solucién despolarizante KRB-K40 (donde la concentraciéon de K* es aumentada a
40 mM) risperidona 3 nM produce un efecto contractil significativo, 30,03 + 6,05 %

(n=6) de aumento de la contraccion.

Ri;pr)]i;idona R;sggrrl}d'\;ma

/M‘ WMMWMW’WMMMMWWWWW Risperidona

/ ‘ " i H“fﬂww"l‘fﬂw‘ﬁ"miwl‘w

KRB-K80 - L WNL,MW
KRB-K40 (‘W‘
N j )
W‘WW nwwmm EZ
3

500 seg

Figura 25. Se observa el efecto de la risperidona 3nM sobre contracciones evocadas

por soluciones de KRB-K40 y KRB-K80

Estas dos soluciones despolarizantes difieren en el grado de despolarizacidn que
producen en el potencial de membrana celular. El aumento de la concentracién
extracelular de K" hace que disminuya la fuerza del gradiente de concentracién (o
potencial electroquimico) que existe entre el interior celular (aproximadamente 140
mM) y el exterior celular (4,5 mM) para este ion. Cuanto mayor es la concentracién
extracelular de K" menor es el gradiente y mas se aleja de su valor normal de
aproximadamente -80 mV. Como consecuencia, el potencial de membrana celular se
despolariza.

La solucion KRB-K80 produce una despolarizacién mayor que la solucién KRB-K40, con
lo cual la poblacién de canales idnicos dependientes del voltaje que se encuentran

activos, en cada caso, es diferente. La despolarizacion de la membrana produce
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activacion de canales de calcio sensibles al voltaje permitiendo un influjo de calcio
responsable de un desarrollo de fuerza en el anillo vascular proporcional al grado de
despolarizacién.

Es importante sefialar que la exposicion de los anillos vasculares a las soluciones
despolarizantes de alto K* (en particular a valores iguales o mayores a 80 mM) genera
un estado de despolarizacién celular en donde la activacion o inhibicion de los canales
de K no produce un efecto significativo en el potencial de membrana y por lo tanto en
el desarrollo de fuerza celular.

En la situacién donde el K se aumentd a 40 mM, si bien se ha modificado el gradiente
de concentracidn, la actividad de los canales de K" puede aun modificar el valor del
potencial de membrana, y su activacion e inhibiciédn pueden contribuir a repolarizar o
despolarizar parcialmente la membrana induciendo relajacion o contraccidn,
respectivamente.

Los experimentos mostrados en la figura 25 pueden ser interpretados teniendo en
cuenta estos mecanismos, por lo cual un efecto inhibitorio de risperidona sobre los
canales de K' podria explicar el efecto contractil observado sobre la contraccidn
estable producida por la solucién de KRB-K40 y la falta de respuesta contractil sobre la
contraccion inducida por la solucién de KRB-K80. Datos recientes de la bibliografia
indican que la risperidona es capaz de inhibir las corrientes de K" del tipo rectificadora
tardia (IKy) en células de musculo papilar de cobayo (70), en células de musculo
ventricular de conejo (71) y en miocitos ventriculares de perro (72). Sin embargo, no
hay hasta la fecha datos de sus efectos sobre estas corrientes en musculo liso vascular
humano.

Con el objetivo de indagar este posible mecanismo en la arteria umbilical humana, se
ensayod el mismo protocolo descrito en los experimentos de la figura 25 preincubando
los anillos vasculares con un inhibidor de canales de K" (TEA 10 mM). En estas
condiciones la risperidona no produce su efecto contractil sobre la contraccion
inducida por la solucion de KRB-K40 (figura 26). Este resultado sugiere que dicho

mecanismo estaria mediado por la inhibicién de canales de K.
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Figura 26. Registro tipico en el que se observa el efecto de la risperidona 3nM sobre

una contraccion inducida por KRB-K40 en presencia de TEA 10 mM.

2.2 Efecto de larisperidona sobre las corrientes de potasio activadas por voltaje

Con el objetivo de aportar evidencia experimental directa que demuestre el efecto
inhibitorio de risperidona sobre canales de K', se realizaron experimentos de patch-
clamp donde se ensayé la risperidona 3 nM sobre las corrientes de K* que previamente
hemos caracterizado en las células aisladas de musculo liso vascular de la AUH (73).

En estos experimentos se evocaron las corrientes de K* totales activadas por voltaje en
células aisladas, expuestas a una solucién despolarizante de alto K* (40 mM). Se
registraron las corrientes control en ausencia de la droga y luego tras el agregado de
risperidona 3 nM, observandose un efecto inhibitorio significativo de la corriente a

potenciales mayores de 0 mV. En la figura 27 se muestran estos resultados.
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corrientes.
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3. Etanol

3.1 Efectos del etanol sobre las respuestas contractiles de la AUH.
Los siguientes datos muestran los resultados obtenidos cuando se ensayd el etanol

sobre los distintos tipos de respuestas contractiles detalladas anteriormente.

3.1.1 Tono basal

Se ensayod en distintos anillos vasculares el efecto agudo de diferentes concentraciones
(10, 50, 100 y 200 mM) de etanol (EtOH). Las concentraciones menores de EtOH
ensayadas no modificaron el tono basal y si pudo observarse una respuesta bifasica
significativa a concentraciones iguales o mayores a 100 mM, como se observa en la
figura 28. Luego de un aumento inicial de fuerza, el EtOH a una concentracién de 100y

200 mM produjo un efecto vasorelajante estable, estadisticamente significativo.

20 -
10 | [
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(a 10mM  50mMm
9 n:13 n:11
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-20
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Figura 28: lzq.: Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcién
del tiempo. Der: Valores promedio * ESM de la fuerza desarrollada luego del agregado
del EtOH a distintas concentraciones sobre el tono basal. * Estadisticamente distinto

de cero, p<0,05.

Con la finalidad de determinar si la liberacion de factores endoteliales como la
prostaciclina (PGl,) y el éxido nitrico (NO) estaban implicados en esta respuesta
vasorelajante del EtOH, el ensayo fue también realizado en anillos preincubados

durante 20 minutos con L-NAME e indometacina inhibidores de la sintesis de NO y
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prostaglandinas, respectivamente. La figura 29 muestra un registro tipico de esta
respuesta donde se observa que el agregado de EtOH 200 mM al medio extracelular en
presencia de L-NAME e indometacina, produce una primera respuesta contractil
transitoria con un valor medio de fuerza al pico de 19,90 * 3,46 n=8, p<0,05, la cual
no se diferencia de la obtenida en las condiciones control (en ausencia de los
inhibidores, dicha contraccion alcanzé un valor medio de 13,19 + 1,70 n=28, p<0.05).
Sin embargo, el efecto vasodilatador del EtOH desaparece en presencia de L-NAME e
indometacina. Este resultado sugiere que este efecto relajante dependeria de la

liberacion de factores relajantes de liberacion endotelial como son el NO y la PGl,.

20 -
10 |
n:12 n:15 n:11 n:12
WWWWMWWWWWM o | 100mM 200mM 100mM 200mM
5 T
=)
\ EtOH 200mM \ TR
S, -
L-NAME / INDOMETACINA 20|
J [L-NAME/Indometacind
% B0, ¥
L
S
© -40
250 seg .

Figura 29. Valores promedio + ESM de la fuerza desarrollada tras el agregado de EtOH
(100 y 200 mM) sobre el tono basal en anillos preincubados con L-NAME e

indometacina y sus controles. * Estadisticamente distinto de cero, p<0,05.

En cuanto a la contraccién inicial indagamos, en primer lugar, su dependencia del Ca**

externo, para lo cual se ensayd el etanol sobre el tono basal de los segmentos
arteriales incubados con una solucion extracelular KRB sin calcio. Observamos que en
estas condiciones el EtOH produce sélo una contraccidon que se mantiene en el tiempo

con una amplitud media de 16,45 + 6,38 gF/gP, n=7, p<0,05 (figura 30).
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Figura 30. Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcion del
tiempo luego del agregado del EtOH 200 mM en ausencia de Ca’" en el medio
extracelular. Valor promedio + ESM de la fuerza desarrollada, tras el agregado de EtOH
sobre el tono basal en ausencia de Ca®* externo. * Estadisticamente distinto de cero,

p<0,05.

Estos resultados indican que la contraccion inicial es independiente del influjo de calcio
y probablemente involucra al reticulo sarcoplasmatico como fuente de calcio para el
desarrollo de la fuerza. La ausencia del efecto relajante del EtOH en estas condiciones
nos permite postular que el calcio extracelular es necesario para la liberacion de los
factores endoteliales responsables de dicha respuesta como se describié en el parrafo
anterior.

Para valorar si la respuesta contractil evocada por el EtOH sobre el segmento arterial
era debida a la hiperosmolaridad que presenta la solucién extracelular luego del
agregado del EtOH, se realizd un protocolo control agregando manitol 200 mM sobre
el tono basal de anillos preincubados en soluciones libres de Ca®*. Esta sustancia
indujo una primera contraccién transitoria cuya fuerza al pico fue de magnitud similar
a la obtenida con el EtOH (13,81 + 5,00 gF/gP, n=10, p<0,05), seguida de una segunda
contraccion mayor que se estabilizd en el tiempo en un valor promedio de 48,76 *

18,53, n=10, p<0,05 (figura 31).
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Figura 31. Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcion del

tiempo luego del agregado de manitol 200 mM al medio extracelular en ausencia de
Ca’*. Valores promedio + ESM de fuerza desarrollada tras el agregado de manitol sobre

el tono basal (n=10). * Estadisticamente distinto de cero, p<0,05.

Este mismo protocolo se ensayd preincubando los anillos en presencia de Ca®* (KRB),
arrojando resultados similares (Fuerza al pico: 13,00 + 3,7 n=6 y la fuerza de la
contraccion estable: 46,83 + 12,00 n: 6).

El conjunto de estos resultados sugieren que la contraccién inicial observada tras el
agregado del etanol podria ser producida por liberacién de calcio del reticulo
sarcoplasmatico como respuesta al estimulo hiperosmolar de la solucién extracelular.
Por otro lado, el efecto relajante del etanol seria dependiente de la liberacién de NO
y/o PGl, y del calcio externo e independiente del estimulo hiperosmolar, ya que dicho
efecto no se observa en los experimentos donde se agrega manitol ni en aquellos

donde se trabaja con una solucién extracelular libre de calcio.

3.1.2 Soluciones despolarizantes de alto potasio

En las mismas condiciones experimentales descriptas en la seccidn anterior (en
presencia o ausencia de L-NAME e indometacina), una vez estabilizada la respuesta
vasorelajante del etanol 100 o 200 mM sobre el tono basal, se agregd una solucién

despolarizante de KRB-K80, la cual indujo una contraccion que aumenta cuando se lava
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el EtOH, tal como se puede observar en un registro tipico de fuerza que se presenta en

la siguiente figura.

EtOH 200 mM —
KRB-K80

25 gFigP

500 seq

Figura 32. Registro tipico en el que se observa el desarrollo de fuerza en funcién del
tiempo tras el agregado de EtOH 200 mM y luego KRB-K80 al medio extracelular, con

posterior lavado del EtOH.

A continuacion se presentan los valores medios de fuerza evocados, en ambas
condiciones, por la solucién despolarizante de alto potasio (KRB-K80) en ausencia de

EtOH (control) y en presencia de 100 y 200 mM de EtOH.
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Figura 33. Valores promedio de la contraccién producida por KRB-K80 con y sin
preincubacién con L-NAME e indometacina (n=10) en presencia de EtOH en el medio
extracelular y sus controles. *Estadisticamente diferente del control por ANOVA y

posterior test de Tukey p<0,05.
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Estos resultados muestran que la contraccién inducida por KRB-K80 no se modifica por
la inhibicién de la liberacion de NO y PGIl, (control: 175,30 + 29,10 gF/gP y en presencia
de L-NAME e indometacina: 150,91 + 13,20 gF/gP, NS n=9). El EtOH produce un efecto
inhibitorio de la fuerza desarrollada por la solucion despolarizante, el cual se observa
también en los anillos preincubados con L-NAME e indometacina, sugiriendo en este
caso que el EtOH deprime la contraccion evocada por una solucidon despolarizante de
alto K" en forma independiente de la liberacién de factores endoteliales vasorelajantes
como el NO y/o la PGl,.

El efecto depresor observado es reversible ya que el lavado del etanol produce una
aumento de la contraccion por supresion del efecto inhibitorio que expresando su
valor promedio en porcentaje de la contraccidon de KRB-K80 antes mencionada fue de
23,56 + 9,28% para el lavado del EtOH 100 mM y de 71,71 + 10,03% para el lavado del
EtOH 200mM. En la figura 32 se puede observar el curso temporal de este efecto.
Luego, se ensayo el efecto del EtOH 200 mM sobre una contraccion estable evocada
por KRB-K80 en presencia o ausencia de L-NAME e indometacina. En ambos casos el
EtOH produjo una relajacion parcial de la respuesta inducida por la solucién
despolarizante de alto K" (control: 20,02 % + 2,80 (n=6), en presencia de L-NAME e
indometacina: 15,14 +2,17 % n=6, NS con respecto al control). El efecto relajante del
EtOH sobre la contraccion inducida por KRB-K80 fue parcialmente reversible tras el
lavado del EtOH en ambas condiciones (control: 53,15 + 12,66 %, en presencia de L-
NAME e indometacina: 55,21 + 18,90 %, n=6). Se presentan en la figura 34 los

resultados de este grupo de experimentos.
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Figura 34. A: Registro tipico en el que se observa el efecto relajante observado tras el
agregado del EtOH 200 mM al medio extracelular sobre una contraccion estable de
KRB-K80, y su lavado. B: Valores promedio del efecto relajante mostrado en A, con y
sin L-NAME e indometacina (n=6 en cada caso). * Estadisticamente distinto de cero,

p<0,05.

Del analisis del conjunto de esta serie de resultados surge que el EtOH relaja el tono
basal de los anillos arteriales en forma dependiente de la liberacion NO y PGl, y del
calcio extracelular, mientras que la accién del mismo sobre anillos estimulados con
soluciones despolarizantes resulta en una depresion de la contraccion mediante un
mecanismo independiente de dichos factores. La inhibicidon que produjo el EtOH sobre
la contraccion evocada por la solucidn despolarizante no podria explicarse mediante la
activacion de canales de K' ya que este mecanismo estd desfavorecido en estas
condiciones por lo que el EtOH podria tener un efecto directo sobre el musculo liso
arterial, siendo una posibilidad la inhibicién de los canales de Ca** sensibles al voltaje
presentes en la membrana de la célula de musculo liso. Mas adelante se presentan

resultados electrofisioldgicos a favor de esta hipotesis.

3.1.3 Serotonina

En primer lugar, se ensayod el efecto del EtOH 200 mM sobre una contraccion estable
de serotonina 1uM en presencia o ausencia de L-NAME e indometacina (control: 92,52
+ 7,90 gF/gP n=27, con L-NAME e indometacina: 96,61 gF/gP + 11,6 n=23, NS). El
agregado al medio extracelular de EtOH 200 mM produjo una relajacién de la
contraccion del 41,46 + 5,80 % (n=27) en ausencia de L-NAME e indometacina y del

29,74 +4,8 % (n=23), en presencia de dichos inhibidores (NS entre ambos grupos).
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Figura 35. Registro tipico de fuerza en funcion del tiempo luego del agregado de EtOH

200mM sobre la contraccion estable de serotonina 1uM.

Estos resultados muestran que la contraccion evocada por serotonina no esta
influenciada por la liberacidon de factores endoteliales como el NO y la PGl,, como ya
ha sido reportada por otros autores, y que el EtOH relaja parcialmente la contraccién
inducida por serotonina de manera independiente de dichos factores.

Con la finalidad de dilucidar si el efecto relajante del EtOH 200 mM sobre Ia
contraccidn de serotonina involucra la activacién de canales de K*, se repitieron los
protocolos anteriores en presencia y ausencia de tetraetilamonio (TEA) 1 mM, un
inhibidor de dichos canales.
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Figura 36. Valores promedio del efecto relajante de una contraccion de serotonina
inducido por el etanol 200 mM expresado como por ciento de la contraccidén para los

distintos protocolos ensayados, (n=20 en cada caso).
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Estos resultados muestran que el efecto relajante del EtOH sobre la contraccion de
serotonina es independiente de la activaciéon de canales de K' inhibibles por una
concentracion de TEA 1 mM.

El analisis de los resultados del efecto del etanol sobre dos tipos de contracciones, una
evocada por una solucién despolarizante de alto K y otra por serotonina, nos
permiten proponer a la inhibicién de los canales de calcio como mecanismo de accién
vasorelajante del EtOH en esta arteria. Profundizamos sobre esta hipotesis evaluando
el efecto del etanol sobre la corriente de Ca** medida mediante la técnica de patch-

clamp.

3.2 Efecto del etanol sobre las corrientes de Ca**

Trabajando con células de musculo liso aisladas es posible registrar, con la técnica de
patch-clamp, la corriente macroscopica selectiva al ion calcio que permea a través de
la poblacién entera de canales de calcio que presenta este tipo celular (ver
metodologia para mayor detalle). De esta manera es posible ensayar los efectos
directos de una sustancia, en este caso el EtOH, sobre la actividad de dichos canales
idnicos. Asi, se puede comprobar si efectivamente el EtOH inhibe este tipo de canal
iénico tal como sugieren los resultados obtenidos con protocolos de mecanica
vascular.

En trabajos precedentes hemos caracterizado la corriente de calcio en la célula del
musculo liso vascular de la arteria umbilical humana lo que nos ha permitido conocer
las propiedades de la misma (73).

Para ensayar entonces, los efectos del etanol, se registraron las corrientes idnicas de
Ca’* evocadas por pulsos de voltaje en condiciones de control y luego del agregado de

200 mM de EtOH. En la siguiente figura se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 37. (A) Valores promedio del % de inhibicion de la amplitud de la corriente de
Ca** medida en su valor maximo, producida por el agregado de EtOH 200 mM al medio
extracelular. (B) Corrientes de Ca®" evocada por pulsos de voltaje desde -50 a +60 mV
desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. * Estadisticamente distinto de cero,

p<0,05.

Estos resultados muestran que efectivamente el EtOH inhibe canales de calcio voltaje
dependientes en este tipo celular, y corroboran la hipétesis de que la inhibicion de las
contracciones inducidas por soluciones despolarizantes de alto potasio (KRB-K80) y por
serotonina estaria mediada, total o parcialmente, por el blogueo de canales de calcio

dependientes del voltaje.
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2.3 Efecto de la exposicion intrauterina al etanol. Evaluacion de la salud de los
neonatos al nacer y de las propiedades contractiles de las arterias de sus cordones
umbilicales.

El consumo crénico y excesivo de etanol durante el embarazo se asocia con el
desarrollo del Sindrome Alcohélico Fetal (FAS) (9, 10, 11). Sin embargo, en la literatura,
existen pocos datos que hagan referencia a los efectos del bajo consumo de etanol
durante el embarazo. Actualmente, se encuentra en consideracién la influencia de la
dosis, la edad gestacional en la que se produce la exposicion y la sensibilidad de los
distintos drganos o sistemas fetales afectados (74, 75, 76, 77).

Nuestro objetivo fue evaluar el efecto del bajo consumo de etanol durante el
embarazo, sobre la salud de los neonatos al nacer y sobre las propiedades contractiles
de las arterias del corddn umbilical. Por este motivo las mujeres que reportaban un
consumo moderado o elevado de etanol fueron excluidas del estudio. Por otro lado, y
con la finalidad de evitar otros factores de confusion, también excluimos a aquellas
madres que fumaron durante el embarazo, que consumieron drogas de abuso o por
prescripcién médica (por ejemplo drogas psicoactivas), que hayan presentado alguna
enfermedad preexistente o de desencadenamiento durante el embarazo y aquellas
mujeres que tenian historia familiar de malformaciones.

Fueron entrevistadas un total de 324 madres, de las cuales 121 fueron excluidas por
presentar posibles variables de confusion (descriptas en el parrafo anterior). De las
madres restantes, 21 fueron excluidas por exceder él limite superior del rango de
consumo de etanol considerado como bajo consumo ya definido en la descripcion de
la metodologia. Por este motivo trabajamos con 79 madres consumidoras de bajas
cantidades de etanol (E) y tomamos como grupo control 100 madres que durante la
entrevista declararon no haber consumido etanol durante el embarazo (NE).

A continuacion se describen las cantidades de etanol consumidas por las madres del
grupo E.

De acuerdo al criterio de exclusidon utilizado, ninguna de las madres del grupo E
consumié mas de 700 ml de etanol por trimestre.

Los valores promedio de etanol consumido en cada trimestre se presentan en la

siguiente tabla:
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Tabla 1

Numero de madres que
consumieron alcohol
durante
Cantidad de etanol
consumido (ml) por cada
madre en cada trimestre
Pareja masculina (si hay) que
consumio etanol durante el

embarazo

Pareja masculina (si hay) que

fumo durante el embarazo

Grupo expuesto al etanol

1*" trimestre: 65
2% trimestre: 29
3% trimestre: 29
1% trimestre: 202 + 24
2% trimestre: 231 + 40
3 trimestre: 236 + 41
62% *

32%

Grupo no expuesto al etanol

(NE)
N = 100

22%

44%

* Estadisticamente diferente del grupo no expuesto, p=0,0000, OR=5,79, Cl= (3,00;

11,16).

Cuando se compararon los parametros poblacionales no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos NE y E. Respecto a la procedencia

geografica, edad, estado civil, nivel de educacién, historia de abortos, control

obstétrico durante el embarazo en curso, ganancia de peso durante el embarazo y

sexo de los recién nacidos. La tabla 2 muestra los valores medios obtenidos.

70



Tabla 2. Datos de las madres obtenidos mediante un cuestionario realizado a las
madres de ambos grupos.

Grupo expuesto al etanol Grupo no expuesto al

etanol (NE)

N =100

“ 25,0 0,7 afios 26,9 +0,7 afios
Estado civil Casada: 12% Casada: 14%
En concubinato: 73% En concubinato: 74%
Soltera: 15% Soltera: 10%
Nivel educativo completo Primario: 80% Primario: 83%
Secundario: 29% Secundario: 34%
Terciario: 3% Terciario: 3%
Controles obstétricos Suficientes: 62% Suficientes: 70%
Insuficientes: 28% Insuficientes: 18%
Sin control: 10% Sin control: 12%
Ganancia de peso durante el 13,6 £ 0,5 kg 12,3+0,6 kg

embarazo

En ninguno de los dos grupos hubo muertes de los neonatos al nacer. Los nacimientos
se realizaron en un 75% por via vaginal y un 25% por cesarea en ambos grupos (E y
NE).

Cuando se analizaron las caracteristicas de los recién nacidos, se observé que no
presentaban diferencias en parametros tales como el peso, talla y perimetro cefalico
(tabla 3). Sin embargo cuando se analizé al nacer, la presencia de malformaciones
menores en los neonatos, se observé que en el grupo de nacidos de las madres del
grupo E la presencia de al menos una malformaciéon menor alcanzé un porcentaje del
66 % versus el 16 % en el grupo NE (p<0,0000). También se observd que un porcentaje
significativamente mayor de neonatos del grupo E presentaban un indice Apgar<a 7 a

los 5 min. En la siguiente tabla se resumen estos resultados.
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Tabla 3. Caracteristicas de los recién nacidos

Recién nacido Grupo expuesto al etanol | Grupo no expuesto al etanol

(3] (]3]
N=79 N =100

Sexo del recién nacido Masculino: 63% Masculino: 51%

Femenino: 37% Femenino: 49%

Escala de Apgar <7 alos 5 11% * 2%
min

Presencia de al menos una 66 % ** 16 %

malformacion menor

* Estadisticamente diferente del grupo no expuesto, p=0,0119, OR= 6,3, (IC: 1,32;
30,06).
** Estadisticamente diferente del grupo no expuesto, p=0,0000, OR= 10,11, (IC: 4,98;
20,54).

Dentro de las malformaciones menores encontradas, las mas frecuentes fueron las
dismorfias faciales (ver figura 38) halladas mediante un minucioso analisis de las
caracteristicas morfométricas craneo-faciales de los recién nacidos de ambos grupos.
De estas, se observé un aumento estadisticamente significativo de la frecuencia de
presentacion de retromicrognatia, de nariz chata y de anomalias menores en la regién
auricular y preauricular como implantacion baja de las orejas, hélix poco desarrollado,

pits preauriculares y tragos accesorios.



HENDIDURAS [5/2
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Figura 38. Frecuencia de presentacion de las dismorfias faciales observadas en

neonatos pertenecientes al grupo de madres expuestas (verde) y en neonatos

pertenecientes al grupo de madres no expuestas (negro).

Tabla 4. Dismorfias faciales menores halladas en los neonatos (*).

Tipo de dismorfia facial

Hendiduras palpebrales cortas
Labio superior fino
Paladar hendido

Retromicrognatia
Total
Anomalias auriculares y

preauriculares

Orejas inclinadas

Pabellon auricular grande

Orejas de implantacion baja

Hoyuelos preauriculares

Grupo
expuesto

al etanol

12
47

Grupo no
expuesto al
etanol

N =100

o w +» O

N.S.

N.S.

N.S.
0,0011
0,0000

0,0066

0,0450

0,0134
N.S.

OR (IC)

8,78 (1,90 ; 40,48)
13,22 (5,98; 29,21)

17,77 (0,99 ; 320,54)
8,14 (0,96 ; 69,06)
4,69 (1,24 ; 17,66)

73



Helix poco desarrollado 11 5 0,0377 3,07 (1,02 ; 9,25)
Orejas asimétricas 9 1 0,0056 12,73 (1,58; 102,76)

Trago accesorio 3 1 N.S.

4 0 0,0363 11,98 (0,63 ; 225,9)

(*) Algunos de los recién nacidos presentaron mas de una anomalia.

Figura 39. Ejemplos tipicos de asimetria auricular hallada en los neonatos. A, B ambos

neonatos pertenecientes al grupo E.
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Figura 40. Ejemplos tipicos de las dismorfias halladas en los neonatos. (Izq.) Neonato
con retromicrognatia, implantacion baja de las orejas y helix poco desarrollado. (Der)

Neonato con retromicrognatia. Ambos pertenecientes al grupo E.

En el grupo E, de un total de 79 neonatos, 27 no presentaron anomalias menores. Sin
embargo, no se observd diferencia estadisticamente significativa en el cantidad de ml
de etanol consumidos por las madres de este subgrupo con respecto al consumo de las
madres del grupo E cuyos neonatos si las presentaron (52/79). Se detallan los valores

en la siguiente tabla.

Tabla 5. Valores promedio de la cantidad de etanol consumida por las madres
pertenecientes al grupo expuesto (E) en relacién a los hallazgos en los recién nacidos

pertenecientes a este grupo

Cantidad de etanol consumida (en ml) por | 1¥trimestre | 2% trimestre | 3* trimester

trimestre en madres cuyos neonatos

presentaron:

Ninguna anomalia 200 £ 40 265 + 69 233 £ 66
N =27 N =22 N=12 N=11
Alguna anomalia 207 £ 30 207 £ 49 237 +54
N =52 N =42 N=17 N =18

Se analizé también en el grupo E la aparicion de anomalias en funcién del trimestre en
el cual fue consumido el etanol. En un subgrupo de madres (n=36) que consumieron

etanol sélo en el primer trimestre, (época de fundamental importancia en el desarrollo
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embrionario) pero no lo hicieron durante el resto del embarazo, el 75% de los
neonatos presentd al menos una malformacién menor (p=0,0000, OR=15,75, IC: 6,25-
39,70), siendo la retromicrognatia (n=6) y las anomalias preauriculares y auriculares
(n=31) los hallazgos mas frecuentes. Por otro lado, estos neonatos presentaron un
porcentaje significativamente mayor de bajo indice de APGAR al nacer (19%)
comparado con el grupo NE (p=0,001, OR=11,83, IC: 2,33-60,08). Estos parametros
obtenidos de este subgrupo, sin embargo, no difirieron estadisticamente de los
obtenidos del grupo E total.

El analisis de los recién nacidos de madres que no consumieron etanol durante el
primer trimestre pero si lo hicieron durante el segundo o tercer trimestre no pudo ser
realizado por el bajo nimero de casos (n=8) en esta categoria.

A continuacién presentamos los resultados del estudio de la contractilidad de la arteria

umbilical obtenida de los cordones de los neonatos de ambos grupos E y NE.

Registros de fuerza isométrica en anillos de AUH.

Se analizd “in vitro” la reactividad de la arteria de los cordones de los neonatos
pertenecientes a los grupos E y NE. Con la finalidad de tener una muestra homogénea,
se analizaron sélo las AUH provenientes de nacimientos por parto vaginal. A
continuacion se detallan los protocolos realizados y los resultados obtenidos en ambos
grupos experimentales (E y NE).

Se obtuvieron anillos vasculares de AUH de cada grupo los cuales se estimularon con
1uM de serotonina, o con una solucién despolarizante de alto potasio KRB-K80, dos
agonistas vasoactivos que poseen diferente mecanismo de accion en el desarrollo de la
contraccion del tejido vascular. Para ambos agonistas se midié la amplitud de la
contraccion evocada.

Los resultados mostraron que las contracciones de las arterias del grupo E eran
significativamente menores que las del grupo NE para ambos agonistas contractiles. En
la figura 41 se muestran ejemplos tipicos de dichas respuestas y en las barras los

valores medios obtenidos.
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Figura 41. Registros tipicos en los que se observa el desarrollo de fuerza de los anillos
vasculares en funcion del tiempo. Valores promedio de fuerza para los distintos
protocolos (5-HT: grupo NE, n= 41y grupo E, n=20 y KRB-K80: grupo NE, n=31y grupo

E, n=26)." Estadisticamente diferente del grupo NE (p<0,05).

Evaluamos si la disminucion observada en las respuestas contrdctiles de los anillos
vasculares del grupo E estaba mediada totalmente o en parte por la liberacién de
factores endoteliales vasorelajantes como el NO y la PGE,. Realizamos los mismos
protocolos experimentales detallados anteriormente pero en presencia de L-NAME 0,1
mM e indometacina 10 uM, inhibidores de la liberacién de NO vy prostaciclinas
respectivamente. Esta inhibicion no modificd los resultados anteriores ya que los
anillos de arteria pertenecientes al grupo E continuaron presentando un desarrollo de
fuerza menor que el grupo NE cuando se los estimuld con serotonina (grupo E: 67,7 gP
+ 8,5 gF/, n=29; versus NE: 97,2 + 8,2 gF/gP, n=39; p < 0,005) y con una soluciéon KBB-
K80 (grupo E: 78,4 + 7,1 gF/gP, N=30; versus grupo NE: 123,6 + 9,4 gF/gP, n=33; p <
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0,05). Estos resultados sugieren que en la disminucion de la respuesta contractil de los
anillos del grupo E no participarian factores de liberacion endotelial como el NO y la
PGI,.

El andlisis de estos experimentos “in vitro” nos permite sugerir en primer lugar que hay
una asociacidn entre el consumo de EtOH materno y una disminucién en la reactividad
de la arteria umbilical y que este efecto es independiente de la liberaciéon de NO y
PGE,.

Resultados similares fueron descriptos por Turcotte et al. (78). En un estudio realizado
en ratas, encontraron que las aortas de ratas nacidas de madres expuestas al EtOH
durante la prefiez presentaban menor respuesta a la norepinefrina y al KRB-K80.
También observaron una menor vasorelajacién producida por un andlogo de la

acetilcolina.

Estudio histoldgico

Realizamos una evaluacion histolégica de muestras de arteria umbilical de ambos
grupos Ey NE.

Con el objetivo de analizar si la menor respuesta contractil estaba asociada a cambios
histoldgicos en la estructura del vaso se realizd la evaluacidn microscépica de
segmentos de arteria umbilical de ambos grupos experimentales (E y NE) mediante
tincidn con hematoxilina y eosina. Los resultados no mostraron diferencias histolégicas

significativas entres ambos grupos.
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RISPERIDONA

La evaluacion del efecto de la risperidona sobre las propiedades contractiles de la
arteria umbilical humana realizada en este trabajo, nos ha permitido arribar a las
siguientes conclusiones finales.

La risperidona, no produce ningun efecto sobre el tono basal cuando la misma es
aplicada sobre la arteria en condiciones basales. Sin embargo, la risperidona en
concentraciones terapéuticas, mostré un importante efecto vasorelajante cuando la
arteria se encuentra precontraida con agonistas como la serotonina o la histamina. Las
curvas dosis-respuesta correspondientes a cada agonista sugieren que en ambos casos
la risperidona ejerce su accion inhibitoria mediante un mecanismo de accidon no
competitivo sobre el receptor. Queda por elucidar cual es el punto de la cascada de
sefializacion del receptor en el cual podria estar actuando la risperidona.

Por otro lado, hemos observado que la risperidona produce un efecto contractil
cuando las células de musculo liso se hallan parcialmente despolarizadas. Los
resultados obtenidos con el objetivo de profundizar en el mecanismo de accién de este
efecto nos permiten concluir que el mismo involucra la inhibiciéon de canales de K*
sensibles al voltaje.

Es importante destacar en estas conclusiones finales que ha sido reportado que las
mujeres con esquizofrenia presentan un mayor riesgo de presentar dificultades
obstétricas entre las que se destacan los partos de pretérmino, neonatos con bajo
peso al nacer, con retardo del crecimiento intrauterino, mortinatos y abortos (79, 80,
81). Sin embargo, la escasa bibliografia no permite aseverar hasta la fecha si esto se
debe a la enfermedad en si misma, o a los efectos de la medicacién antipsicética
utilizada durante la gestacidn. Los datos que aporta este trabajo contribuyen al avance
en el conocimiento de este problema ya que, como hemos descrito, la risperidona
atraviesa la barrera fetoplacentaria y de esta manera, actuando sobre sitios
especificos, podria modificar, entre otros factores, el estado contractil de la arteria

umbilical e interferir en la regulacién del flujo fetoplacentario.

80



ETANOL

El etanol, otra de las sustancias psicoactivas utilizadas en el desarrollo de este trabajo,
también mostrd efectos significativos sobre las propiedades contractiles de la arteria
umbilical humana. A continuacién presentamos las conclusiones finales del estudio.

El etanol modifica el tono basal de los anillos vasculares. Se observd una respuesta
bifasica caracterizada por una primera contraccion transitoria que se deberia a el
estimulo osmotico que produce el agregado de EtOH y dependiente de la liberacién de
calcio de los depdsitos intracelulares, seguida de una relajacion sostenida dependiente
de la liberacién de NO y/o PGl, y del calcio externo. Esta ultima respuesta es
independiente del estimulo hiperosmolar.

Sobre contracciones del anillo vascular inducidas por un agonista como la serotonina el
etanol produce un efecto relajante independiente de la liberacién de NO y PGl, por el
endotelio y de la activacién de canales de K' inhibibles con TEA 1 mM. Asimismo,
disminuye el desarrollo de fuerza producido por una soluciéon despolarizante de alto
potasio en forma independiente de la liberacién de NO y PGl,.

En las células aisladas de musculo liso de la arteria umbilical humana demostramos
mediante la técnica de patch-clamp que el etanol produce un efecto inhibitorio parcial
de los canales de Ca”* sensibles al voltaje, presentes en la membrana celular.

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que la inhibicion de los canales de
calcio podria ser uno de los mecanismos involucrados en la accién vasorelajante que el

etanol produce sobre la arteria del cordén umbilical humano.

Exposicion intrauterina al etanol

Uno de los hallazgos mas importantes que surgen de este trabajo son los potenciales
efectos nocivos del consumo materno de bajas concentraciones de etanol durante el
embarazo. Observamos que el 66% de los neonatos nacidos de las madres del grupo
que consumieron bajas cantidades de etanol durante algun periodo de la gestacion
presentd al menos una malformacién menor comparado con la aparicion de anomalias
solo en el 16% de los neonatos del grupo control. La microrretrognatia y las
alteraciones auriculares y preauriculares fueron los hallazgos mas frecuentemente
observados. Esto se correlaciona con el hecho de que en el Sindrome Alcohdlico Fetal

las malformaciones craneales y faciales son las mas frecuentes (11).
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Este hallazgo probablemente se encuentre enmarcado dentro de lo que actualmente
se denomina Espectro Alcohdlico Fetal el cual se asocia con un bajo consumo de
etanol. Sin embargo, poco se conoce sobre cuanto debe ser la cantidad de etanol
ingerida por la madre para que se manifiesten los efectos dafinos sobre el embridn, y
ademas ésta cantidad podria ser variable en los distintos individuos. En este estudio se
observd que en el grupo E, la dosis media de etanol ingerida por las madres cuyos
neonatos no presentaron anomalias (un 34%) no fue significativamente menor que la
de las madres cuyos neonatos si las presentaron. Este trabajo no tiene la aspiracién de
especular detalladamente sobre las causas de este hallazgo, pero reportes en la
literatura mencionan que los efectos de la exposicion intrauterina al etanol podrian
estar vinculados a diversos factores entre los que se destacan los antecedentes
genéticos (82) entre otros.

Estudios realizados en primates y en otras especies, mostraron que las alteraciones
craneofaciales asociadas al FAS podrian resultar de una exposicidn crénica al etanol en
un estadio temprano de la embriogénesis (12). Este es el periodo en el que las mujeres
pueden desconocer el estar embarazadas y por lo tanto no han considerado el cambio
de habitos. En nuestro estudio observamos que de las madres que declararon haber
bebido sélo durante el primer trimestre del embarazo, el 75% de los neonatos
presentaron al menos una anomalia.

Es de importancia destacar al respecto que ademas de la asociacién encontrada entre
el consumo de etanol y la aparicion de dismorfias faciales, el etanol puede afectar el
desarrollo de estructuras neuronales, en particular cerebro y sistema ocular (83,84).
Asi, este dafio neuronal podria estar presente incluso en aquellos casos en los cuales la
apariencia craneofacial es considerada normal (12). Por consiguiente, estudios como el
nuestro podrian ser complementados con otros en los que los niflos expuestos in utero
al etanol y que no presentan anomalias craneofaciales sean evaluados con la finalidad
de explorar un posible dafio cerebral manifestado como dificultades cognitivas o del
desarrollo (85, 86, 87), si bien estos estudios podrian estar sesgados por otros factores
de suma importancia en el desarrollo cognitivo del nifio, tales como el estimulo
familiar, entorno social o sintomas psicopatoldgicos asociados, entre otros.

Por otro lado, una disminucion de la vitalidad al nacer, evidenciada por una baja

puntuacion de APGAR de los neonatos (87) es otro pardmetro que hemos hallado
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asociado al consumo de etanol materno, como se describié en los resultados de este
trabajo.

Es de destacar que también se ha demostrado que la exposicion intrauterina al etanol
puede producir dafios en el sistema cardiovascular fetal (88,89). Nosotros evaluamos
la arteria del cordén umbilical humano ya que es un tejido vascular de origen fetal, de
facil obtencion y fundamental en la regulacién del flujo fetoplacentario.

El estudio histolégico de las arterias umbilicales sometidas a la tincion con
hematoxilina y eosina no reveld diferencias entre las muestras provenientes de los
grupos E y NE. Sin embargo, encontramos que las arterias umbilicales provenientes del
grupo E presentaron una menor respuesta contractil cuando se las estimuld con una
solucidn despolarizante de alto potasio y con serotonina. Alteraciones en la liberacién
de NO y PGI; no parecerian estar involucrados en este efecto ya que la inhibicion de su
liberacion no modificé las respuestas.

Nuestro estudio, realizado en modelos de tejido humano, mostré resultados analogos
a los hallados en modelos animales (76). Estos resultados refuerzan nuestra hipoétesis
de que la exposicidon intrauterina al etanol podria tener un efecto danino sobre las
células de la arteria umbilical humana.

Finalmente, es importante remarcar que ninguna de las madres incluidas en este
estudio podrian ser llamadas alcohdlicas ya que el consumo estuvo en un rango de
200-250 ml/trimestre, lo que en la literatura es considerado como un bajo consumo, y
es socialmente aceptado y considerado de bajo riesgo (8,84). Sin embargo, pensamos
gue estudios como el nuestro y otros (78) cuyos resultados son semejantes,
contribuyen a establecer criterios y normas de salud que alerten a las mujeres
gestantes de los potenciales peligros de la ingesta de etanol durante el embarazo,
especialmente en los primeros estadios. Consideramos importante remarcar que la
ingesta de etanol durante el embarazo es una causa de dafio fetal evitable cuyas

consecuencias podrian acompafiar al neonato de por vida.
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