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RESUMEN

Antecedentes: los estudios realizados en la placenta humana a término han demostrado que los receptores colinérgicos muscarinicos M1
- M4 se localizan en el sincitiotrofoblasto, en la membrana basal y en la membrana con borde en cepillo de las vellosidades. Sin embargo,
en ambos estudios la metodologia no ha implicado métodos de microscopia que permitan evidenciar su localizacién.

Objetivo: determinar la expresién de los receptores colinérgicos muscarinicos M1y M2 en placenta humana a término.

Material y método: se analizaron 20 muestras de placenta humana de recién nacidos a término. Los receptores colinérgicos muscarinicos
M1y M2 se detectaron por inmunohistoquimica y antisueros policlonales. La densidad Optica de la sefial para cada receptor colinérgico
muscarinico se analizé con el software Image Pro Plus. Se realizaron 30 lecturas por placenta (n=600). La expresion de los receptores
colinérgicos muscarinicos se analizé mediante la prueba de t de Student.

Resultados: la expresion de los receptores colinérgicos muscarinicos M1y M2 en la placenta humana a término se localizé en el sincitio-
trofoblasto de las vellosidades secundarias y terciarias. La expresion de los receptores colinérgicos muscarinicos M1y M2 en la poblacién
mostro que el RCm M2 se expresa en mayor proporcion que los RCm M1 (p<0.01). La expresion de receptores colinérgicos muscarinicos
M1y M2 fue menor en recién nacidos con peso menor para la edad gestacional, aunque la diferencia no fue significativa (p>0.05).
Conclusiones: la expresion de receptores colinérgicos muscarinicos se identificé en el sincitiotrofoblasto placentario con predominio del
receptor colinérgico muscarinico M2. Los valores aqui reportados constituyen una referencia que puede utilizarse para analizar la expresion
de receptores colinérgicos muscarinicos en la placenta de mujeres con antecedentes de exposicion ambiental a sustancias toxicas.
Palabras clave: receptores colinérgicos muscarinicos, placenta.

ABSTRACT

Background: Studies in the human term placenta have shown that muscarinic cholinergic receptors M1 - M4 are located in the sincitio-
trofoblasto in the basement membrane and in the brush border membrane of the villi. However, in both studies the methodology has not
been implicated microscopy methods to reveal its location.

Objective: To determine the expression of muscarinic cholinergic receptors M1 and M2 in human term placenta.

Materials and methods: we analyzed 20 samples of human placenta at term newborns. Muscarinic cholinergic receptors M1 and M2
were detected by immunohistochemistry and polyclonal antisera. The optical density of the signal for each muscarinic cholinergic receptor
was analyzed with Image Pro Plus software. 30 readings were made by the placenta (n = 600). The expression of muscarinic cholinergic
receptors were analyzed using the Student t test.

Results: The expression of muscarinic cholinergic receptors M1 and M2 in human term placenta were found in the sincitiotrofoblasto of
secondary and tertiary villi. The expression of muscarinic cholinergic receptors M1 and M2 in the population showed that the RCM M2 is
expressed in a greater proportion than RCM M1 (p <0.01). The expression of muscarinic cholinergic receptors M1 and M2 was lower in
newborns with low weight for gestational age, although the difference was not significant (p> 0.05).

Conclusions: The expression of muscarinic cholinergic receptors were identified in placental sincitiotrofoblasto predominantly M2 muscarinic
cholinergic receptor. The values reported here represent a baseline that can be used to analyze the expression of muscarinic cholinergic
receptors in the placenta of women with a history of environmental exposure to toxic substances.

Keywords: muscarinic cholinergic receptors, placenta.

RESUME

Antécédents: des études réalisées dans le placenta humain a terme ont montré que les récepteurs cholinergiques muscariniques M1
au M4 sont situés dans le syncytiotrophoblaste, dans la membrane basale et dans la membrane avec bordure en brosse des villosités.
Cependant, dans les deux études la méthodologie n'a pas compris des méthodes de microscopie qui permettent mettre en évidence leur
localisation.
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Objectif: faire la détermination de I'expression des récepteurs cholinergiques muscariniques M1 et M2 dans le placenta humain a terme.
Matériel et méthode: on a fait 'analyse de 20 échantillons de placenta humain de nouveau-nés a terme. Les récepteurs cholinergiques
muscariniques M1 et M2 ont été détectés par immunohistochimie et antisérums polyclonaux. La densité optique du signal pour chaque ré-
cepteur cholinergique muscarinique a été analysée avec le logiciel Image Pro Plus. On a fait 30 lectures par placenta (n = 600). L'expression
des récepteurs cholinergiques muscariniques a été analysée au moyen du test t de Student.

Résultats: I'expression des récepteurs cholinergiques muscariniques M1 et M2 dans le placenta humain a terme a été localisée dans le
syncytiotrophoblaste des villosités secondaires et tertiaires. L'expression des récepteurs cholinergiques muscariniques M1 et M2 dans
la population a montré que le RCm M2 s’exprime avec une proportion majeure que les RCm M1 (p < 0.01). L'expression de récepteurs
cholinergiques muscariniques M1 et M2 a été mineure dans les nouveau-nés avec un poids mineur pour I'age gestationnel, toutefois la
différence n’a pas été significative (p > 0.05).

Conclusions: I'expression de récepteurs cholinergiques muscariniques a été identifiée dans le syncytiotrophoblaste placentaire avec
prédominance du récepteur cholinergique muscarinique M2. Les valeurs rapportées ici constituent une référence qui peut étre utilisée pour
faire I'analyse de I'expression de récepteurs cholinergiques muscariniques dans le placenta de femmes avec des antécédents d’exposition
environnementale a des substances toxiques.

Mots-clés: récepteurs cholinergiques muscariniques, placenta.

RESUMO

Antecedentes: Estudos realizados na placenta humana a término demonstraram que os receptores colinérgicos muscarinios M1 a M4
se localizam no sincitiotrofoblasto, na membrana basal e na membrana com borde no pincel da lanosidade. Entretanto, em ambos os
estudos, a metodologia nao envolveu métodos de microscopia que permitam evidenciar sua localizagao.

Objetivo: Determinar a expressao dos receptores colinérgicos muscarinios M1 e M2 na placenta humana a término.

Material e Método: Foram analisadas 20 amostras de placenta humana de recém-nascidos a término. Os receptores colinérgicos
muscarinios M1 e M2 foram detectados por imunohistoquimica e anti-soros policlonais. A densidade éptica do sinal para cada receptor
colinérgico muscarinico foi analisada com o software Image Pro Plus. Foram analisadas 30 leituras por placenta (n = 600). A expressédo
dos receptores colinérgicos muscarinicos foi realizada diante da prova de t de Student.

Resultados: A expressao dos receptores colinérgicos muscarinicos M1 e M2 na placenta humana a término foi localizada no sincitiotro-
foblasto das vilosidades secundarias e terciarias. A expressao dos receptores colinérgicos muscarinios M1 e M2 na populagéo mostrou
que o0 RCm M2 se expressa em maior proporgado que os RCm M1 (p < 0,01) A expressao de receptores colinérgicos muscarinicos M1 e
M2 foi menor em recém-nascidos com peso inferior para a idade gestacional, ainda que a diferenca nao foi significativa (p > 0,05).
Conclusdes: A expressao de receptores colinérgicos muscarinicos foi identificada com o sincitiotrofoblasto placentario com predominio
do receptor colinérgico muscarinico M2. Os valores aqui informados constituem uma referéncia que pode ser utilizada para analisar a
expressao de receptores colinérgicos muscarinicos na placenta de mulheres com antecedentes de exposi¢cdo ambiental a substancias
toxicas.

Palavras-chave: Receptores colinérgicos muscarinicos, placenta.

a placenta es un drgano especializado que realiza
numerosas funciones en el desarrollo del feto.! El
desarrollo fetal normal requiere el aporte materno
de nutrientes dependientes del estado de salud de la madre
y de la anatomia y fisiologia de la vasculatura utero-pla-
centaria.? El crecimiento fetal se regula por sefialamiento
endocrino, que participa en la invasién trofoblastica, en
el establecimiento del flujo sanguineo a la unidad utero
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placentaria y en el transporte de nutrientes.® Existen di-
versos factores a los que la madre puede estar expuesta
durante el embarazo (tabaquismo, consumo de drogas e
hipoxia, entre otros) y que condicionan alteraciones en
el desarrollo de la placenta.* Estas alteraciones pueden
promover modificaciones en el crecimiento intrauterino y
efectos neonatales adversos o aun en etapas posteriores:
en la infancia o en la vida adulta.’
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El transporte de micronutrientes al feto, a través de la
placenta, lo realizan transportadores especificos y esta
condicionado por la regulacién de diversos sistemas, como
el colinérgico placentario.>® Este sistema comprende a
la acetilcolina y a sus precursores, las enzimas acetilco-
linesterasa y colina acetiltransferasa y a los receptores
colinérgicos muscarinicos y nicotinicos (RCn), a los
cuales la acetilcolina se une para iniciar la respuesta
fisiologica.®

Entre las funciones atribuidas al sistema colinérgico
placentario se incluyen: la regulacion del flujo sanguineo,
el transporte de aminoécidos y la liberacion de hormonas
placentarias y de acidos grasos, entre otros.>%’

La funcion de la acetilcolina es la de mensajero local
en la placenta. Esta se forma en el citoplasma del sinci-
tiotrofoblasto y se libera en la placenta por la circulacion
materna y fetal.® La activacion de los receptores colinér-
gicos muscarinicos activados por la acetilcolina media la
liberacion del factor de relajacion derivado del endotelio,
el cual promueve la relajacion del musculo liso vascular
inducida por la acetilcolina.

Los estudios en ratas y en humanos han demostrado que
la placenta expresa receptores colinérgicos. La nicotina se
une a los receptores colinérgicos impidiendo su funcion
en la placenta y la sobrestimulacion de estos receptores
desequilibra su funcioén, seguida por los efectos patoldgi-
cos producidos por la exposicidn a nicotina.?

En cuanto a los subtipos de receptores colinérgicos
muscarinicos, éstos difieren por su localizacion en los
tejidos, en su afinidad agonista y antagonista y por el
sistema de segundos mensajeros, al que se encuentran
acoplados.® Desde el punto de vista estructural, estos
receptores cumplen con las caracteristicas de los recep-
tores asociados a proteinas G; los genes de los cinco
tipos de receptores colinérgicos muscarinicos (M1, M2,
M3, M4, M5) ya se han clonado.® Los estudios realiza-
dos en la placenta humana a término han demostrado
que los receptores colinérgicos muscarinicos M1 al M4
se localizan en el sincitiotrofoblasto, en la membrana
basal y en la membrana con borde en cepillo de las
vellosidades.'®' Sin embargo, en ambos estudios la
metodologia no ha implicado métodos de microscopia
que permitan evidenciar su localizacion. Ademas, los
estudios realizados en el cerebro de ratas neonatas y
en la placenta de ratas expuestas experimentalmente a
plaguicidas organofosforados del tipo del metil para-

tion, han demostrado que la expresién de los receptores
colinérgicos muscarinicos M1 y M2 puede regularse
disminuyendo su densidad en el tejido expuesto a dichos
compuestos.*23 Los estudios especificos a este respecto
realizados en placenta humana no se han desarrollado
a la fecha.

El objetivo de este trabajo es determinar la expresion
de los receptores colinérgicos muscarinicos M1y M2 en
la placenta humana a término, mediante inmunohistoqui-
mica y andlisis de imagenes, con el propdsito de analizar
su variabilidad en este tejido.

MATERIAL Y METODO

Muestras biolégicas

El estudio se realizo6 en placentas de recién nacidos a tér-
mino, sin complicaciones neonatales agudas (n=20). Las
muestras se obtuvieron de pacientes del Instituto Mexica-
no del Seguro Social de la ciudad de Chihuahua, México.
Al ingreso al hospital se les realizé una entrevista para
identificar los antecedentes de importancia. Se excluyeron
las pacientes con diagndstico de diabetes mellitus pregesta-
cional y gestacional, hipertension arterial pregestacional y
gestacional, hiper o hipotiroidismo, enfermedades renales,
anomalias uterinas y embarazo gemelar. Se excluyeron las
pacientes con exposicion expresa a plaguicidas inhibidores
de colinesterasas. El proyecto lo aprobé el comité de ética
del Instituto Mexicano del Seguro Social de la ciudad de
Chihuahua.

Posterior al alumbramiento, la placenta se evalu6 ma-
croscOpicamente, se retird el codgulo placentario, se pesé
y se midié el didmetro mayor. Se tomé una muestra de 2
cm del area central de la cara materna de la placentay se
fijo en paraformaldehido (3.7%) para, posteriormente,
embeberse en parafina.

Personal previamente estandarizado determiné la an-
tropometria del recién nacido y, segun el peso para la edad
gestacional, se clasificé como menor para ésta cuando el
peso fue menor al percentil 10; adecuado, cuando se encon-
tro entre el percentil 10 y el 90; y mayor, cuando el peso
superd el percentil 90.1

Inmunohistoquimica

Mediante inmunohistoquimica se analizaron cortes en
parafina de 4 um de grosor; para esto se desparafinaron
e hidrataron las secciones con xileno (JT Baker, Estado
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de México, México) y concentraciones descendentes de
etanol (100%, 96%, 80%, 70%). La inactivacion de las
peroxidasas enddgenas se realiz6 mediante incubacién
con una solucion al 3% de peréxido de hidrégeno en
metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis Missouri, EUA) (v/v)
y, posteriormente, se bloquearon las proteinas inespeci-
ficas del tejido con una solucion amortiguada de fosfatos
(PBS) y leche descremada (Sveltes, Nestlé, México)
al 10%. Las secciones se incubaron por separado con
el anticuerpo especifico anti-RCm M1 o M2 (dilucion
1:100 en PBS-Tween leche descremada al 1%; Santa Cruz
Biotechnology, California, EUA) a 4°C toda la noche.
Previo lavado, las secciones se incubaron con un segundo
anticuerpo anti 1gG de cabra biotinilado (Zymed Lab, San
Francisco, California, EUA).

La sefal del anticuerpo se detecté con un equipo
Histostain Plus (Zymed Lab.) segln las instrucciones del
fabricante. Por ultimo, las secciones se deshidrataron y
cubrieron con resina sintética Entellan (Merck, Alemania).
En cada evaluacion se utilizaron, para los controles po-
sitivos, secciones de corazon de rata y para los negativos
se omitio el primer anticuerpo.

Analisis de imagenes

Con un objetivo 10X y un microscopio Olympus BX41
equipado con cdmara CCD se obtuvieron microfotografias
de cada muestra. El analisis de las imagenes se realizd
con el software IMAGE pro-plus 4.1 (Media Cybernetics,
Silver Spring, Maryland, EUA) para obtener la densidad
Optica de la sefial. Para la calibracion del programa se
tomaron microfotografias del control negativo con el ob-
jetivo 10X y se transformé a escala de grises (calibracién
de laméxima intensidad). Para las mediciones de densidad
se tomaron cinco microfotografias representativas de la
zona con expresion, de cada placenta para cada receptor.
Las mediciones de densidad Optica se realizaron sobre una
linea de aproximadamente 20 um de largo. Se hicieron
al azar seis mediciones de densidad de cada una de las
microfotografias, con 30 mediciones de densidad en total,
para cada una de las placentas.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el software STA-
TA 9 (Stata Statistical Software, Release 9.0, College
Station, Texas, EUA). La diferencia en la expresién de
receptores colinérgicos muscarinicos M1y M2 se obtuvo

mediante t de Student. Para determinar la diferencia en
la expresion de éstos en placentas de recién nacidos con
peso menor, mayor o0 adecuado para la edad gestacional se
utilizoé el andlisis de varianza y la prueba de Bonferroni.
Se consider6 diferencia significativa si el valor de p fue
< 0.05.

RESULTADOS

Se estudiaron 20 placentas de mujeres con embarazo a
término, con edad gestacional entre 37 y 42 semanas
(promedio 39 * 1). La edad de las pacientes fue de
25 + 5 afios y el nimero de gestaciones de 2 + 1. Las
caracteristicas antropométricas del recién nacido y la
placenta se enlistan en el cuadro 1. Los recién nacidos
con peso adecuado para la edad gestacional fueron 13
(65%), con peso menor para la edad gestacional 3 (15%)
y los que tuvieron peso mayor segun su edad gestacional
4 (20%).

Cuadro 1. Caracteristicas del recién nacido y la placenta

Variables del recién nacido N + DE* Rango

y la placenta

Peso (g) 20 3300 +£455 2110 a 4030
Longitud (cm) 17 53+2 50 a 57
Perimetro cefélico (cm) 13 34 +1 32a37
Perimetro toraxico (cm) 13 34+2 32a38
Perimetro abdominal (cm) 13 32+3 27 a 37
Peso placenta (g) 20 503 + 86 310 a 640
Diametro placenta (cm) 19 202 14 a23

* Los datos se presentan como media + desviacién estandar. La
variacion en la n en algunas variables antropométricas se debe a
que solo en los casos informados fue posible obtener los datos
correspondientes.

La proporcion de género fue de 50% (10 masculinos y
10 femeninos). El peso y didmetro promedio de las placen-
tas se detalla en el cuadro 1, donde se aprecia que ambos
parametros se encuentran dentro de los valores normales
para recién nacidos a término.

Inmunolocalizacion y expresion de receptores coli-
nérgicos muscarinicos M1 y M2 en placenta humana
atérmino

En las muestras se observaron, principalmente, vello-
sidades secundarias y terciarias, que corresponden a
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la madurez de la placenta a término. En general, no se
observo congestion vascular, ni procesos de fibrosis o
degeneracion anormal en las muestras.

La sefal positiva de los receptores colinérgicos
muscarinicos se observé en las muestras mediante una
coloracion parda rojiza (figura 1). La expresion de los
receptores colinérgicos muscarinicos M1y M2 mostro un
patrén similar, localizado en el borde de las vellosidades
terciarias, esto es, en la capa del sincitiotrofoblasto, princi-
palmente en la region apical con borde en cepillo (figuras
1 Ay 1C). La sefial fue, evidentemente, mas intensa en
la region apical que en el borde basal (figuras 1Ay 1C,
flecha). Los controles negativos no mostraron sefial de
reconocimiento inespecifico (figuras 1B y 1D).

cm % .‘.; ' ..' .‘r,,' I e

NE

Gk
=
Figura 1. Inmunolocalizacion de los receptores colinérgicos
muscarinicos M1 y M2 en la placenta humana a término. A) in-
munolocalizacion de receptores colinérgicos muscarinicos M1 en
el sincitiotrofoblasto (flecha) de una vellosidad terciaria. Aumento
original X 60. B) y D) Controles negativos, en los cuales se omitié
el primer anticuerpo. Aumento original X60. C) Inmunolocalizacion
de los receptores colinérgicos muscarinicos M2 (flecha) Aumento
original X60.

* cara materna. ** cara fetal. Cm, circulacion materna. Cf, circulaciéon
fetal. mvs, membrana vasculosincitial.

Al analizar la expresion de los receptores colinérgicos
muscarinicos M1 y M2 en cada una de las muestras, se
encontré mayor expresion de los receptores colinérgicos
muscarinicos M2 (1.33 + 0.64) con respecto a los M1
(1.19 + 0.68) (figura 2) con una diferencia significativa
(p<0.01).

La expresion de receptores colinérgicos muscarinicos
M1y M2 en placentas de recién nacidos con peso menor

para la edad gestacional fue menor (1.04 + 0.12 y 0.97
+ 0.12 UAD, respectivamente) que en las de los recién
nacidos adecuados para la edad gestacional (1.22 +0.29
y 1.46 £ 0.36 UAD) o en placentas de recién nacido con
peso mayor para la edad gestacional (1.24 +0.33y 1.15+
1.11 UAD); sin embargo, la diferencia no fue significativa
(p > 0.05).

2.00
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1.60 .
1.40 I

1.20 :

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

UAD

RCm M1 RCrm M2

Figura 2. Expresion de los RCm M1y M2 en placenta humana a
término. O RCm M1 ® RCm M2. Cada barra corresponde a la
+ DE del total de mediciones (n= 600).

UAD, Unidades arbitrarias de densidad optica. *p <0.01.

DISCUSION

En este estudio, la localizacion de los receptores coli-
nérgicos muscarinicos M1y M2 ocurri6 en la membrana
con borde en cepillo y en la membrana basal del sinci-
tiotrofoblasto. Esto coincide con los reportes de Pavia
y su grupo (1997), quienes identificaron los receptores
utilizando ligandos radioactivos (agentes antagonistas).
También Tayebati y colaboradores (1998) encontraron
estos receptores en el sincitiotrofoblasto, mediante el uso
de ligandos radioactivos y autorradiografia.

Nuestros resultados también concuerdan con lo
reportado por Pavia y su grupo (1997), quienes encon-
traron que los receptores colinérgicos muscarinicos M2
estan presentes en mayor proporcion que los M1. Sin
embargo, nuestros datos discrepan de los del grupo de
Tayebati y sus colaboradores (1998), quienes reportaron
que los M1 se presentan con mas frecuencia que los M2
en la porcion apical del sincitiotrofoblasto. Esta diferen-
cia, segun sefialan Tayebatiy su grupo, puede deberse a
la sensibilidad del método empleado; ellos cuantificaron
los granulos de plata existentes en la porcion apical o
basal del sincitiotrofoblasto placentario, generado por
exposicion del tejido marcado en una placa de autor-
radiografia. Pavia y sus colaboradores realizaron la
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cuantificacion en la membrana basal y apical separadas
antes de la utilizacion de los analogos radioactivos y
cuantificaron sus concentraciones con un contador de
centelleo. En nuestro estudio la inmunohistoquimica
permitio la localizacion con mayor exactitud en el tejido
y, aunada al analisis de imagenes, su cuantificacion y
analisis especifico.

Una ventaja adicional de nuestro estudio fue, a diferen-
cia de los grupos referidos, mayor poblacion estudiada.

Si bien los estudios fisioldgicos especificos acerca de
estos receptores en la membrana del sincitiotrofoblasto
no se han realizado a la fecha, existe evidencia que indica
que los receptores colinérgicos muscarinicos se relacionan
con la apertura de canales ionicos y la modificacion de las
concentraciones de segundos mensajeros, como el AMP
ciclico y el inositol 1, 4, 5 trifosfato.® Puesto que existe
un gran nimero de agentes toxicos que pueden afectar la
funcionalidad de estos receptores, el establecimiento de
valores de referencia en poblacion normal puede ser de
utilidad al analizar el efecto de contaminantes ambien-
tales sobre la expresion de los receptores colinérgicos
muscarinicos en la placenta humana en poblaciones
expuestas a tdxicos que pudieran alterar la expresion de
estos receptores.

Aunque la expresion de los receptores colinérgicos
muscarinicos M1y M2 fue menor en placentas de recién
nacidos con peso menor para la edad gestacional, la
diferencia no fue estadisticamente significativa, lo cual
pudiera estar relacionado con el tamafio de la muestra
evaluada.

CONCLUSION

Se determin6 que la expresion de los receptores M1
y M2 en la placenta humana a término se localizé en
el sincitiotrofoblasto de las vellosidades secundarias
y terciarias, lo cual est4d de acuerdo con los reportes
realizados al respecto de otros trabajos. Asimismo, al
analizar la expresion de los receptores colinérgicos
muscarinicos M1y M2 en la poblacion de mujeres, se
encontro que el receptor colinérgico muscarinico M2 se
expresa en mayor proporcion que el receptor colinérgico
muscarinico M1 (p<0.01), lo cual quiza este relaciona-
do con la funcién que regulan cada uno de ellos en la
placenta humana.

La demostracion de la expresion de los receptores
colinérgicos muscarinicos mediante esta metodologia
puede utilizarse para analizar la variabilidad de estos
componentes en la placenta humana. Los valores de
expresion obtenidos en este estudio podrian ser de uti-
lidad al analizar la expresion de receptores colinérgicos
muscarinicos en placenta de mujeres con antecedentes
de exposicion ambiental a sustancias toxicas, como los
plaguicidas inhibidores de la acetilcolinesterasa.
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