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1 INTRODUCCION

La gestacion es un proceso dindmico, que estd asociado a importantes
adaptaciones estructurales y fisiologicas en el organismo materno, las cuales van dirigidas
a cubrir las demandas metabolicas crecientes de la madre y del feto en desarrollo. Estos
cambios comienzan después de la concepcion y afectan a todos los sistemas del

organismo, pero revierten después del parto con minimos efectos sobre la madre.

El sistema cardiovascular es uno de los sistemas del organismo en el que se
producen los mayores cambios en respuesta a la gestacion. Estos cambios conllevan un
incremento en el gasto cardiaco (GC) y aseguran una correcta adaptacion de la circulacion
placentaria a las necesidades del feto en desarrollo, garantizando asi, tanto su adecuado
crecimiento, como el normal funcionamiento del organismo materno. Los rifiones y la
circulacion uteroplacentaria juegan también un papel critico en la respuesta
hemodindmica a la gestacion, pues contribuyen en gran medida a los marcados descensos
en la resistencia vascular sistémica (RVS), que se producen durante las primeras etapas
de la misma, y que son el punto de partida para la adecuada respuesta del organismo
materno a los requerimientos crecientes del feto en desarrollo. En este sentido, cualquier
alteracion de los mecanismos de adaptacion del sistema cardiovascular y de los lechos
vasculares renal y uteroplacentario, podria tener un efecto muy importante en la adecuada
evolucion de la gestacion y, ademas, suponer una causa importante de morbilidad fetal y

materna.

1.1 ADAPTACIONES DEL SISTEMA CARDIOVASCULAR A LA
GESTACION

El sistema cardiovascular materno experimenta importantes cambios desde etapas
tempranas de la gestacion. En torno a las 6 semanas, se produce una marcada
vasodilatacion y una subsecuente disminucion de la RVS, que son el punto de partida
para los aumentos en el GC caracteristicos del embarazo. Sin embargo, los incrementos

en este parametro son insuficientes para compensar la importante disminucion de las
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resistencias periféricas y como consecuencia de ello la presion arterial media (PAM)

desciende de forma significativa {Tkachenko et al., 2014).

1.1.1 Gasto cardiaco

La mayoria de los trabajos de investigaciéon que han evaluado los cambios en el GC
durante la gestacion han descrito aumentos progresivos en este parametro desde el primer

trimestre hasta la semana 20-24 de embarazo, mostrando valores comprendidos entre el

30-45 % por encima de los niveles previos a la gestacion (Osol et al., 2019). Por el

contrario, después del segundo trimestre, la magnitud y el patron de cambio de este

parametro ha sido objeto de una gran controversia. Algunos estudios han descrito

incrementos progresivos del GC hasta término (Desai et al., 2004}|Savu et al., 2012),

mientras que otros, han observado una estabilizacion (Estensen et al., 2013}|Sanghavi y

Rutherford, 2014) o disminucién (Mone et al., 1996) del mismo durante el tercer

trimestre.

Aunque parece estar establecido que el incremento del GC durante la gestacion esta
asociado a aumentos tanto de la frecuencia cardiaca (FC) como del volumen sistolico
(VS), la contribucion relativa de ambas variables a los cambios de este pardmetro parece
ser diferente a lo largo del embarazo. Muchos autores defienden que los aumentos del GC
al comienzo de la gestacion se deben principalmente a elevaciones graduales del VS,
mientras que los incrementos durante la segunda mitad de la misma, estan sobre todo

asociados a una mayor FC y a una disminucion de la poscarga, secundaria al descenso de

la RVS (Chung y Leinwand, 2014). Por otra parte, la FC aumenta desde las primeras

semanas de gestacion en respuesta a la vasodilatacion, y alcanza una meseta en el tercer

trimestre mostrando valores de 15 o 20 latidos por encima de los observados antes del

embarazo (Sanghavi y Rutherford, 2014).

Los aumentos del VS observados en las etapas tempranas de la gestacion son
consecuencia de la mayor precarga que se produce por el aumento del volumen sanguineo
caracteristico de la primera etapa del embarazo. La disminucion de la RVS a causa de la
vasodilatacion generalizada, induce una disminucién de la presion arterial (PA), la cual

activa diferentes mecanismos que tienen como objetivo compensar el bajo nivel de



llenado de la vasculatura materna. El corazon se adapta a estos cambios hemodindmicos
mediante un proceso de remodelado que lleva a una dilatacion fisiologica de las cavidades
cardiacas y un incremento de la contractilidad, que contribuyen de forma adicional a la

elevacion del VS. El aumento en la dimension de las cavidades cardiacas o hipertrofia

fisioldgica se caracteriza por un incremento proporcional en el grosor de la pared {Chung

y Leinwand, 2014) a diferencia de lo que ocurre en la hipertrofia patologica.

Aunque los estudios en madres gestantes parecen estar de acuerdo en que el VS
aumenta desde etapas tempranas, no parece haber consenso en cuanto a su evolucion en
la segunda etapa de la gestacion. Asi, diferentes estudios han descrito tanto aumentos de

este parametro, como su estabilizacion, o una disminucion del mismo en la etapa final del

embarazo (Sanghavi y Rutherford, 2014{|Soma-Pillay et al., 2016).

La variabilidad en el comportamiento del GC en el tercer trimestre de gestacion
observada en los diversos estudios, puede explicarse por las diferentes técnicas y disefios
experimentales utilizados. Muchas de las técnicas usadas para su medida son
consideradas técnicas invasivas y podrian por si mismas modificar los resultados. Un

ejemplo de ello es la técnica de termodilucion realizada mediante cateterizacion de la

arteria pulmonar (Lee et al., 2011), que ha sido la técnica de referencia para la medida del

GC durante mucho tiempo. Ademas, se ha utilizado histéricamente para determinar la
fiabilidad de los nuevos métodos de medida. Sin embargo, es altamente invasiva y se ha

dejado de usar en el embarazo por suponer un alto riesgo para la madre y el feto.

En los ultimos afios se han desarrollado varios métodos no invasivos capaces de
determinar el GC de una manera segura. Entre ellos, la ecocardiografia Doppler se ha

convertido en una metodologia esencial, sin riesgo de radiacion, y que permite evaluar la

funcionalidad y estructura cardiaca a lo largo de la gestacion (Armstrong et al., 2011). A

pesar de ello, y como ya se ha citado anteriormente, entre la literatura cientifica que evalta
los cambios de este parametro durante la gestacion mediante esta técnica, sigue habiendo
discrepancias. Esto podria ser debido en parte al disefio de los estudios, puesto que la
mayoria de ellos se han llevado a cabo de forma transversal. En este tipo de trabajos no
se tiene en cuenta la variabilidad fisiologica individual y esto podria influir en los
resultados. Otro factor a considerar dentro del disefio de los protocolos es el valor de
referencia. Muchos de los estudios utilizan como valores control los observados en el

primer trimestre o en el periodo posterior al parto, lo que no es del todo adecuado puesto



que los cambios cardiovasculares en respuesta a la gestacion comienzan durante las

primeras semanas (Melchiorre et al., 2012). Todo ello indica que los estudios

longitudinales serian los mas adecuados para evaluar los cambios hemodindmicos
maternos a lo largo de la gestacion. Sin embargo, son escasos y suelen recopilar datos de
un pequefio nimero de casos debido a la gran tasa de abandono de las madres. Finalmente,
también hay que considerar que, en el segundo y tercer trimestre, el GC es sensible a la
posicion materna. En posicion decubito supino, el utero comprime la vena cava inferior

impidiendo el retorno de sangre al corazon. Esta disminucion en la precarga podria llevar

a un descenso en este indice de hasta un 30% (Chang y Streitman, 2012). Por ello, la

posicion materna durante la realizacion de la ecografia podria influir también en los

resultados obtenidos en los diferentes estudios.

Todas las razones anteriores ponen en evidencia las dificultades y limitaciones de
los estudios experimentales en mujeres embarazadas y avalan la importancia del uso de
modelos animales en las investigaciones relacionadas con la gestacion. La mayoria de los
trabajos de investigacion que han estudiado la respuesta del sistema cardiovascular a la
gestacion en animales de experimentacion, han utilizado metodologias invasivas como

las microesferas radiactivas, la implantacion de catéteres en la aorta y vena cava para la

medida indirecta del GC a través del consumo de oxigeno (Bruce, 1976}Clapp III, 1978

o la técnica de termodilucién (Clark et al., 1989}|Fiol et al., 1998). Esto ha condicionado

los resultados, de manera que los estudios en general, muestran valores puntuales de este

parametro en una etapa concreta de la gestacion. Una excepcion fue el trabajo de[Slangen

et al. (1996), en el cual se determinaron los valores de GC a lo largo de la gestacion en
ratas conscientes, a las que se les habia colocado previamente un medidor
electromagnético en la aorta ascendente. Los resultados mostraron que este parametro

aument6 desde el dia 8 hasta el final de la gestacion.

En los ultimos afios, la ecografia Doppler se ha introducido en los trabajos de
investigacion con animales, y su uso ha permitido obtener varias mediciones del GC en
un mismo animal de manera no invasiva. En ese sentido, se ha observado en ratones, que
este aumenta durante la primera y tercera semana de gestacion alcanzando valores
superiores a los encontrados en ratones no gestantes. Ademas, los incrementos de este

parametro, obtenidos con ecografia Doppler en estos animales, estan asociados a mayores

aumentos en el VS que en la FC (Kulandavelu et al., 2006}|Wong et al., 2002). Por otra

parte,|Linke et al. (2002)] midieron con esta técnica el GC en ratas gravidas durante la
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primera y segunda semana de gestacion. Estos autores mostraron que este parametro
aumento significativamente desde la primera semana, manteniéndose elevado hasta mitad
de la gestacion. Al igual que ocurria en ratones, estos aumentos se debieron

principalmente a incrementos del VS. La ultrasonografia Doppler también se ha utilizado

para medir GC en perros. Asi,|Blanco et al. (2011)|analizaron este parametro en perras

gestantes. Estos autores observaron cambios significativos desde el dia 40 de gestacion
hasta el final de la misma, los cuales estuvieron asociados a cambios paralelos en el VS

y la FC.

A pesar de que todos estos estudios han demostrado un aumento del GC durante
la gestacion, los resultados obtenidos ponen de manifiesto la necesidad de llevar a cabo
estudios longitudinales adicionales, que utilicen como referencia los valores
pregestacionales de los diferentes pardmetros. Un conocimiento mas exhaustivo de los
cambios hemodinamicos en cada etapa gestacional es crucial para entender como la
presencia de alteraciones cardiovasculares en momentos diferentes de la gestacion puede

comprometer, en mayor o menor grado, la salud de la madre y el feto.

1.1.2 Presion arterial

La PAM en la mujer gestante comienza a disminuir durante el primer trimestre de

gestacion (Wong et al., 2002) alcanzando su minimo valor entre las 24 y 32 semanas. A

mediados del tercer trimestre vuelve a aumentar progresivamente hasta alcanzar niveles

previos al embarazo (Torgersen y Curran, 2006). El descenso en la PAM se produce a

pesar de los significativos aumentos del GC, y a expensas de una disminucion
predominante de la presion arterial diastdlica. Esto es debido al importante descenso de

la RVS, que ocurre durante el primero y segundo trimestre.

La RVS decrece a lo largo de la gestacion alcanzando su mayor descenso alrededor
de la semana 20-28, tras el cual sufre un gradual aumento hasta el final. Algunos estudios
han observado que este aumento en la segunda mitad del embarazo alcanza los valores
pregestacionales, mientras que otros muestran que a pesar del aumento observado, los

valores de la RVS en esta etapa son todavia menores que los previos a la gestacion

Melchiorre et al., 2012). Este estado de baja resistencia permite a la vasculatura




acomodar el importante aumento de volumen sin incrementos de la PA. La circulacion
renal y el lecho vascular uteroplacentario contribuyen de manera esencial a este descenso
en la RVS, mostrando una importante vasodilatacion y un aumento de la perfusion a pesar
de las disminuciones de la PAM. El mecanismo que subyace a esta disminucion de la
resistencia vascular caracteristico del embarazo parece ser multifactorial, e incluye el

desarrollo de la accion de diferentes vasodilatadores, asi como el remodelado de la

circulacion uteroplacentaria (Chang y Streitman, 2012).

Cambios similares de PA a los descritos en mujeres durante la gestacion se han
observado en varios modelos animales. En la mayoria de los estudios longitudinales
llevados a cabo en ratas y ratones gestantes conscientes, tanto la PAM como la presion

arterial sistolica (PAS) disminuyeron desde la primera hasta la ultima semana de

gestacion (dia 18-19 de gestacion) (Arikawe et al., 2019 |Beauséjour et al., 2003

Carlstrom et al., 2009} |Granger et al., 2001} |Kulandavelu et al., 2006} |Slangen et al.,

1996). Este patron de cambio de la PA fue similar con las diferentes técnicas de medida

usadas (telemetria, catéter arterial y pletismografia). Sin embargo, muy pocos de los

estudios citados utilizan como referencia los valores de PA pregestacionales.

1.2 ADAPTACIONES DE LA HEMODINAMICA RENAL A LA GESTACION

La reduccion de la resistencia vascular renal (RVR) es una de las primeras

adaptaciones del organismo materno a la gestacion. En este sentido, se han documentado

Chapman et al., 1998) aumentos importantes del flujo sanguineo renal (FSR) y de la tasa

de filtracion glomerular (TFG) desde la semana 4 de embarazo. Asi mismo,|Davison

yNoble (1981) observaron aumentos del 20% en el aclaramiento de creatinina, incluso en
la semana 2 de gestacion. Diferentes estudios longitudinales llevados a cabo en mujeres
gestantes mostraron que el flujo plasmatico efectivo renal (FPER) y la TFG aumentaban
significativamente durante la primera mitad de la gestacion hasta alcanzar niveles entre
50-85% y 40-65%, respectivamente, superiores a los previos al embarazo. En todos ellos,
la TFG se mantuvo elevada hasta el término. Por el contrario, el FPER disminuyo
ligeramente en la segunda mitad de la gestacion. Por tanto, en general, la fraccion de
filtracion cayo durante la primera mitad del embarazo y después aument6 gradualmente

hasta el final. A pesar de que en los trabajos de investigacion citados se observo un patron
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similar de cambio del FPER y de la TFG durante la gestacion, el porcentaje de aumento
de ambos parametros fue variable. Estas discrepancias podrian deberse, entre otros
factores, a los métodos usados para su determinacion. En estos estudios la medida del
FPER y de la TFG se llevo a cabo mediante aclaramiento de paraaminohipurico (PAH) e
inulina respectivamente, técnicas invasivas que estan condicionadas por la postura.
Determinadas posiciones durante los experimentos de aclaramiento pueden comprometer

el FPER y la TFG debido a la compresion mecanica de los grandes vasos que provoca el

utero gravido, especialmente en la segunda mitad de la gestacion (Chapman et al., 1998

Lafayette et al., 1999). Ademas, algunos trabajos también han cuestionado los

procedimientos para garantizar el vaciado completo de la vejiga durante los

aclaramientos. Mientras que algunos investigadores utilizaron el sondaje vesical (Sims y

Krantz, 1958), otros instruyeron a los pacientes para su eliminacion de forma espontanea

Dunlop, 1981).

Otra técnica usada en mujeres gestantes para determinar la TFG ha sido el
aclaramiento de creatinina. Varios investigadores han comparado las medidas de TFG

durante la gestacion mediante aclaramiento de inulina con las realizadas mediante el

aclaramiento de creatinina de 24 horas en las mismas mujeres (Conrad et al., 2015). Los

cambios en este parametro obtenidos por los dos métodos fueron similares, excepto en
las ultimas semanas de embarazo. Al contrario que lo que se observaba con el
aclaramiento de inulina, el aclaramiento de creatinina de 24 horas disminuia al final de la
gestacion, reflejando un descenso de la TFG antes del parto. El hecho de que la medida
se realice con la orina de 24 horas, implica que puede haber periodos durante el dia donde
la posicion podria comprometer la perfusion renal, y por tanto producir disminuciones en
la TFG. Esto explicaria las diferencias con las medidas realizadas mediante la técnica del
aclaramiento de inulina, ya que en este caso las determinaciones se realizan con medidas
puntuales bajo condiciones determinadas en el laboratorio y en posiciones corporales
concretas. Por ello, tanto los efectos del utero gravido sobre la hemodinamica renal, como
el inadecuado vaciado de la vejiga y la recoleccion incompleta de orina en los protocolos
de aclaramiento, podrian estar contribuyendo a la variabilidad en el grado de aumento del

FPER y la TFG que se observa durante la gestacion en todos los estudios citados.



A la vista de todos estos datos, parece claro que el uso de técnicas invasivas en las
madres gestantes, el nimero reducido de estudios longitudinales y el pequeio tamafio de
muestra de los mismos, son factores que limitan la interpretacion de los resultados y
avalan el desarrollo de estudios en modelos animales. En este sentido, la rata gestante ha
sido un modelo muy usado para estudiar las adaptaciones de la hemodinamica renal a la
gestacion. Los primeros estudios de hemodinamica renal se realizaron en ratas gestantes
anestesiadas mediante la técnica de micropuncion de nefronas corticales, la cual permite
determinar la tasa de filtracion y el flujo plasmatico en una tnica nefrona. Posteriormente
y debido a que los diferentes tipos de anestesia y la manipulacion quirargica pueden
influir en el volumen plasmatico, y por tanto alterar la hemodinamica renal, se
comenzaron a realizar estudios en ratas conscientes. La TFG se determin6 mediante el
aclaramiento de inulina o creatinina, mientras que las medidas de FSR se realizaron con
el aclaramiento de PAH. Aunque las medidas se realizaron en los animales conscientes,
estos fueron sometidos previamente a cirugia para la colocacion de diferentes catéteres a
través de los cuales se administraron la inulina y el PAH, y se recogieron las muestras de

plasma y orina.

La mayoria de los estudios llevados a cabo ratas gestantes han mostrado

incrementos en la TFG durante la primera mitad de la gestacion {Alexander et al., 1999

Atherton y Pirie, 1981{[Baylis, 1980}|Conrad, 1984). Sin embargo, los estudios realizados

al final de la misma, aportan resultados menos consistentes. Mientras que algunos autores

manifiestan una elevada TFG (Matthews y Taylor, 1960) otros, observan disminuciones

de este parametro (Alexander et al., 1999| [Atherton y Pirie, 1981) o no encuentran

diferencias con los valores pregestacionales {(Churchill et al., 1982{(Deng et al., 1996

Kassab et al., 1998{|Lichton y Hugh, 1968). Con respecto a los cambios de FSR en la rata

gravida, los datos son escasos. En general, los estudios muestran un incremento en este

parametro a mitad de la gestacion, pero sin cambios a término {(Conrad, 1987|(Kassab et

al., 1998).
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1.3 ADAPTACIONES DE LA HEMODINAMICA UTEROPLACENTARIA A
LA GESTACION

La adaptacion de la circulacion uteroplacentaria a la gestacion es un factor
determinante en el incremento de flujo sanguineo uterino (FSU) que se requiere para
satisfacer las necesidades del feto en crecimiento. Se ha estimado que el FSU aumenta
durante el embarazo entre 30 y 50 veces con respecto al estado basal en diferentes
especies de mamiferos, observandose aumentos de entre 10 y 20 veces en la especie
humana. Este incremento tan importante estd mediado por los mecanismos de remodelado
vascular y por la vasodilatacion sostenida del lecho uteroplacentario, ademas de por los
cambios en el GC, que se han descrito previamente. Aunque el remodelado de los vasos
de resistencia mas pequefios es esencial en el aumento de la perfusion de la placenta, un

incremento de flujo tan importante sdlo puede ser posible si los vasos de distribucion

sufren también un aumento considerable en su didmetro (Boeldt y Bird, 2017).

Poco después de la implantacion, en el endometrio materno comienza un proceso
de decidualizacion que incluye entre otros cambios, el remodelado de las arterias espirales
deciduales, con alteracion de las células endoteliales y desorganizacion de la capa de
musculo liso. El inicio de estos cambios parece estar relacionado con el aumento del
nimero de macrofagos y células NK en el endometrio y con su capacidad para secretar
factores angiogénicos e inducir apoptosis de las células endoteliales y musculares, asi
como, con la invasion intersticial del endometrio por células trofoblésticas procedentes
del embrion. La desorganizacion de la capa de musculo liso en los segmentos
endometriales de las arteriolas espirales puede llevar a una reduccion en la actividad

vasomotora y a un aumento del flujo de sangre a la placenta, incluso antes del comienzo

de la invasion trofoblastica endovascular (Pijnenborg et al., 2011).

Desde la semana 8 en adelante, se observa también un gran numero de trofoblastos

en el miometrio interno, cuya funcion no se conoce en su totalidad. Mientras que,| Brosens

et al. (2019), han demostrado que estas células pueden tener una accidon endocrina,
también se las ha asociado con el remodelado de las arterias espirales miometriales,
puesto que hay una correlacion entre el grado de desorganizacion del musculo liso
vascular y la densidad de trofoblastos intersticiales. El mecanismo exacto de este

remodelado temprano todavia es desconocido.
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Después de la invasion trofobléstica intersticial de la decidua y el miometrio
interno, tiene lugar una segunda invasion endovascular de las arterias espirales
miometriales mas profundas. La segunda invasion parece tener lugar entre las semanas
14-20 de gestacion y desencadena el remodelado de estas arterias. El musculo liso
vascular es reemplazado por un material fibrinoide amorfo y desaparece totalmente la
lamina eléstica, de manera que estas arterias pasan a ser vasos muy dilatados de baja
resistencia. Esta transformacion da lugar al aumento y ralentizacion del flujo sanguineo

al espacio intervelloso de la placenta, facilitando el intercambio de gases y nutrientes con

la circulacion fetal, y protegiendo al mismo tiempo la vasculatura (Boeldt y Bird, 2017).

Al igual que en la especie humana, la rata gravida posee una placentacion
hemocorial, es decir, el tejido fetal penetra el endometrio hasta el punto de estar en
contacto con la sangre materna. Las células trofoblasticas de origen fetal también invaden
el miometrio profundo e intervienen en el remodelado de las arterias espirales
miometriales. Por ello, la rata se ha considerado un modelo experimental adecuado para

el estudio de los mecanismos de decidualizacion, remodelado uterino y desarrollo

fetoplacentario (Fonseca et al., 2012). En la rata, los trofoblastos penetran en la decidua

uterina entre el dia 14 y 15 de gestacion y ocupan el miometrio a medida que avanza la
gestacion. La invasion vascular del tridngulo mesometrial es maxima en el dia 18 de

gestacion y esta asociada con la destruccion de la capa de células musculares lisas de las

arterias espirales {(Ain et al., 2003).

A pesar de que la invasion trofobléstica y el subsecuente remodelado que sufren
las arteriolas espirales no ocurre en las arterias radiales profundas, en las arcuatas o en las
arterias uterinas, estos vasos sufren también cambios muy importantes, los cuales

contribuyen al progresivo aumento del flujo sanguineo uteroplacentario caracteristico de

la gestacion (James et al., 2017).

En humanos, cada una de las arterias uterinas se ramifica en unas 8 arterias

arcuatas que penetran en el miometrio y forman anastomosis con las arterias arcuatas que

proceden de la arteria uterina contralateral {Osol y Moore, 2014). Estos vasos se ramifican

posteriormente dando lugar a las arterias radiales que penetran mas profundamente en el
miometrio donde se ramifican dando origen las arterias espirales (alrededor de 200). En

el caso de larata, las arterias arcuatas y radiales estan fuera del utero. Durante la gestacion
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estos vasos se ramifican y dan también origen a las arterias espirales que irrigan la

placenta.

Las arterias uterinas doblan su diametro en el embarazo, y las arterias arcuatas,

que parten de ellas, pueden llegar incluso a superarlas en diametro alrededor de la semana

20 de gestacion (James et al., 2017). Los cambios estructurales en la arteria uterina

ocurren desde las primeras semanas de gestacion, incluso antes de que comience el

aumento en el FSU. El remodelado de las arterias radiales se produce de manera similar,

mostrando aumentos de su calibre de entre el 25-220% (Osol y Mandala, 2009). Los

incrementos en el diametro de estos vasos ocurren con escasos cambios en el grosor de la
pared vascular, mediante un modelo de remodelado hipertrofico hacia el exterior
(outward hypertrophic). Debido a que la media ocupa la mayor parte de la pared, el
aumento en el lumen se produce por un alargamiento de las células musculares lisas

(hipertrofia axial), que va acompafiado probablemente de hiperplasia endotelial cubriendo

asi la mayor superficie luminal del vaso en crecimiento (Boeldt y Bird, 2017).

En la especie humana y en otras especies de mamiferos se produce también la
elongacion de las arterias uterinas. En mujeres, no se ha determinado si este proceso se
produce por el crecimiento longitudinal de estos vasos o por su progresivo estiramiento,
ya que los vasos uterinos se caracterizan por su gran tortuosidad. Sin embargo, en
roedores (rata y raton) el crecimiento axial de las arterias uterinas es evidente, de manera
que su longitud puede llegar a ser tres veces mayor que en el estado previo a la gestacion.

En cuanto a las arterias arcuatas y radiales, también sufren elongacion, observandose

aumentos de longitud de hasta 5 veces en la rata {Osol y Mandala, 2009).

En el tercer trimestre de embarazo, la arquitectura de los vasos uterinos ya esta
completamente establecida y cualquier aumento adicional del aporte de sangre a la
placenta que tenga lugar a partir de este momento pasa a depender de los mecanismos
vasodilatadores. El resultado final de estos cambios es un marcado descenso de la
resistencia en la circulacion uterina que va a determinar la transferencia de una importante

proporcion del GC materno a la unidad uteroplacentaria garantizando asi, el adecuado

intercambio de nutrientes, gases y desechos entre la madre y el feto (Chang y Zhang,

2008).

Los primeros estudios que determinaron el FSU en mujeres utilizaron técnicas

altamente invasivas (Assali et al., 1960}[Metcalfe et al., 1955) entre las que se encuentran
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el analisis de la diferencia arteriovenosa de 6xido nitroso o la colocaciéon de sondas
electromagnéticas directamente sobre la arteria uterina. Estos estudios mostraron que este
parametro aumenta desde un valor basal de entre 20-50 ml hasta 450-800 ml al final del

embarazo. Mediciones posteriores mediante la infusion intravenosa de xendén ('**Xe)

Rekonen et al., 1976), la tasa metabolica placentaria (Edman et al., 1981), y mas

recientemente la ecografia Doppler transvaginal o abdominal (Khong et al., 2015

confirmaron estos cambios.

A pesar de que la ecografia Doppler se ha convertido en una herramienta esencial
para la evaluacion del FSU durante el embarazo, el nimero de estudios longitudinales
que analizan este parametro a lo largo de la gestacion con esta técnica es escaso. La mayor
parte de los trabajos de investigacion que lo han determinado son transversales, o lo han

evaluado en un trimestre concreto del embarazo.

La mayoria de los estudios que han evaluado el FSU mediante ecografia Doppler
han usado diversos indices calculados a partir de los valores de las velocidades de flujo
de la arteria uterina obtenidas a partir de la onda Doppler. Entre estos indices se incluyen
el indice de pulsatilidad (IP), indice de resistencia (IR) y la relacién velocidad sistolica
maxima/velocidad diastdlica final (S/D). Todos ellos se calculan de forma indirecta a
partir de la onda de velocidad Doppler y sus variaciones a lo largo de la gestacion se
asocian en la mayoria de los estudios con cambios de la resistencia o impedancia al flujo

en el lecho microvascular distal a la zona de la medicion.

Uno de los estudios longitudinales con mayor niumero de mujeres incluidas fue el

realizado por |Gomez et al. (2006)| Estos autores analizaron mediante ultrasonografia

Doppler las ondas de velocidad flujo de las arterias uterinas de 870 mujeres entre las 11-
14 semanas y posteriormente entre 19-22 semanas de gestacion. Observaron un descenso
gradual en el IP durante los dos trimestres de gestacion. Sin embargo, este descenso fue
mayor al final del primero de ellos, sugiriendo que la hemodindmica uterina sufre cambios
mas significativos en etapas tempranas de la gestacion, que parecen estar relacionados

con el remodelado de las arterias uteroplacentarias.

Otros estudios han determinado el flujo en la arteria uterina en la segunda mitad
de la gestacion usando la misma técnica. Aunque los resultados obtenidos muestran que
este parametro aumenta gradualmente hasta el final del embarazo, el méximo incremento

se observo entre la semana 20 y 24, y estuvo acompaifiado por los mayores aumentos en

14



el didmetro de la arteria uterina a lo largo de la gestacion (Flo et al., 2010{|Konje et al.,

2001). Entre los escasos estudios que han evaluado la hemodindmica uterina en las

primeras semanas de gestacion, se encuentra el llevado a cabo por|Mikikallio et al.

(2004). Estos autores determinaron la evolucion de diferentes parametros Doppler en las
arterias uterinas, arcuatas, radiales y espirales desde la semana 5 a la 10 de gestacion. La
resistencia de las arterias espirales estimada mediante el IP y la velocidad sistolica
maxima o “peak systolic velocity” (PSV), disminuyd. Sin embargo, el flujo sanguineo
aumento desde la semana 5, mientras que la hemodinamica de las arterias uterina y
arcuatas no mostrd cambios hasta después de la semana 8 de embarazo. En una reciente
revision sistematica se han analizado los resultados de 12 estudios en los que se han
evaluado varios parametros Doppler en las arterias espirales de un importante numero de
mujeres en diferentes momentos de la gestacion. Cuando aplicaron metaanalisis a los
resultados obtenidos en estos estudios, los autores encontraron que tanto el IR como el IP
de las arterias espirales disminuyeron desde el primer al segundo trimestre,
manteniéndose en niveles similares hasta el final de la gestacion. En contraste, la PSV
aumentd en los dos primeros trimestres y se mantuvo aumenmtada durante el tercero

Schiffer et al., 2020).

Aunque todos estos estudios sugieren disminuciones importantes en la resistencia
vascular uteroplacentaria e incrementos significativos del FSU a lo largo de la gestacion
que parecen ser mas significativos durante los dos primeros trimestres, la escasez de datos
en las primeras y Gltimas semanas del embarazo, junto con la dificultad para comparar
los diversos indices y pardmetros obtenidos en los diferentes estudios transversales
justifican la ausencia de un consenso claro sobre la magnitud y significado de estos
cambios en cada etapa del embarazo. Por otra parte, el uso de los diferentes indices, el IP,
IR y la relacion S/D, a pesar de que es la forma habitual de valorar el flujo sanguineo

uterino en mujeres gestantes, esta siendo cuestionado en los ultimos afios, debido a su

amplio margen de variacion, sensibilidad y especificidad (Flo et al., 2011). De acuerdo

con esta idea, son cada vez mas numerosos los estudios que muestran que estos indices
calculados a partir de la onda de velocidad Doppler en la arteria uterina no siempre
reflejan los cambios de resistencia en la vasculatura uteroplacentaria distal. Todo ello
pone en evidencia la necesidad de llevar a cabo estudios longitudinales en modelos

animales que permitan determinar la relacion existente entre el remodelado de la
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vasculatura uteroplacentaria a lo largo de la gestacion y los diferentes pardmetros

hemodinamicos obtenidos con la ecocardiografia Doppler.

El FSU se ha determinado en diferentes modelos animales experimentales durante

la gestacion. Los primeros estudios que midieron este pardmetro en animales emplearon

técnicas invasivas como las microesferas (Kone y Baylis, 1997), la técnica del equilibrio

de difusion (Clapp III, 1978) o mas recientemente, la colocacion directa de sondas

electromagnéticas en la arteria uterina (Pére y Etienne, 2000{(Rosenfeld et al., 1996).

Estas técnicas han sido reemplazadas por la ecografia Doppler, que actualmente es la
técnica no invasiva de eleccioén en la mayoria de las especies, pues permite hacer varias
medidas en el mismo animal. La mayoria de los estudios que han analizado la

hemodindmica uterina de manera longitudinal a lo largo de la gestacion usando la

ultrasonografia Doppler se han llevado a cabo en ratones (Hernandez-Andrade et al.,

2014{|Khankin et al., 2012{|Mu y Adamson, 2006}|Rennie et al., 2016). Los resultados de

estos estudios muestran una disminucion del IR y un aumento de la PSV y de la velocidad
diastolica final o “end-diastolic velocity” (EDV) en la arteria uterina a lo largo de la

gestacion. Resultados similares se han observado en la arteria uterina y arcuatas de ratas

gestantes (Arthuis et al., 2013}|Miller et al., 2019). Todos estos resultados indican que el

patron de cambios en la hemodindmica uterina, que se observa en roedores durante la
tercera semana de gestacion es similar al que muestran las mujeres gestantes al final del
primer trimestre, por lo que el uso de la ultrasonografia Doppler en estos modelos
animales supone una herramienta esencial para el estudio de los mecanismos implicados
en la adaptacion de la circulacion uterina a la gestacion, asi como las consecuencias

derivadas de las posibles alteraciones en dichos mecanismos.

1.4 MECANISMOS IMPLICADOS EN LAS ADAPTACIONES
HEMODINAMICAS A LA GESTACION

Numerosos estudios en mujeres y animales gestantes han demostrado que la
vasodilatacion y la marcada disminucion de la RVS que se observan durante las primeras
semanas de gestacion se producen antes de que la placentacion se haya completado, por

lo que se han asociado con la accion de varias hormonas y diferentes factores liberados
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por el endotelio vascular. Ademads, la demostrada variacion en los niveles de estas
hormonas y factores endoteliales a lo largo de la gestacion, indica que pueden tener
también un papel fundamental en las adaptaciones hemodindmicas que se producen en

etapas mas avanzadas del embarazo.

1.4.1 Hormonas

1.4.1.1 Esteroides sexuales

Los esteroides sexuales, estradiol y progesterona, son sintetizados por el cuerpo
luteo durante las primeras 10 semanas y posteriormente la placenta se convierte en su
fuente principal, de manera que sus niveles son méaximos al final del tercer trimestre.
Tienen importantes efectos sobre la vasculatura materna, especialmente en las arterias
uterinas. A medida que los niveles circulantes de estas hormonas cambian durante el
embarazo, también se van modificando sus efectos sobre la funcion vascular materna

Boeldt y Bird, 2017|[Clark et al., 2017).

1.4.1.1.1 Estrogenos

El estradiol es el estrogeno predominante y regula numerosos procesos durante la

gestacion mediante su union a dos tipos de receptores, ER-a y ER-B {Pastore et al., 2012).

Durante el embarazo, el estradiol y alguno de sus metabolitos promueven la angiogénesis,

vasodilatacion, aumento del FSU, disminuciéon de la PA materna y proliferacion y

diferenciacion de las células placentarias (Berkane et al., 2017). Los estrogenos tienen un

efecto directo sobre las células endoteliales y musculares a través de vias de sefializacion
rapida y mecanismos gendmicos. Diversos trabajos de investigacion han demostrado que
estas hormonas pueden provocar vasodilatacion mediada por un aumento en la sintesis de
oxido nitrico (NO) y prostaglandinas (PG) en las células endoteliales, contribuyendo asi,
a la disminucion de la PA caracteristica del embarazo. Ademas, tienen importantes

efectos protectores sobre la vasculatura. Atentan la respuesta a vasoconstrictores,
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inducen la proliferacion y migracion de las células del musculo liso vascular e

incrementan la permeabilidad de los vasos sanguineos (Hyder y Stancel, 1999).

El estradiol es la hormona angiogénica por excelencia. Los estrogenos son
mediadores de la angiogénesis al inducir la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular o “vascular endothelial growth factor” (VEGF) y el factor de crecimiento

placentario o “placental growth factor” (PIGF), regulando la sefalizacién del NO y

reclutando en el utero células proinflamatorias y proangiogénicas {(Losordo y Isner,

2001), contribuyendo de este modo al remodelado vascular durante la gestacion. El

estradiol participa también en la proliferacion de los trofoblastos y estimula la

diferenciacion de los trofoblastos vellosos en células sincitiotrofoblasticas (Berkane et

al., 2017).

1.4.1.1.2 Progesterona

La progesterona tiene numerosos efectos sobre el sistema cardiovascular, entre los
que se incluyen aumentos del volumen sanguineo, vasodilatacion y proteccion de los
cardiomiocitos frente a la apoptosis. La progesterona es la hormona encargada de asegurar
que el miometrio uterino permanezca relajado hasta el final de la gestacion. Impulsa la
decidualizacion en el sitio de implantacion a través de receptores que se expresan en el
endotelio de la decidua. Ademas, también es capaz de promover la produccién de
vasodilatadores como el NO y la PGI2, mediante la estimulacién de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) y aumentando la actividad de la ciclooxigenasa 1 (COX-1)

Boeldt y Bird, 2017).

A nivel cardiaco, induce hipertrofia e inhibe la apoptosis de los cardiomiocitos,

por lo que puede mediar la hipertrofia fisioldégica del corazén materno durante el

embarazo (Napso et al., 2018). Los niveles de progesterona aumentan a lo largo de la

gestacion, elevandose rapidamente a medida que el embarazo se acerca a término. En
muchas especies de mamiferos, los niveles de progesterona disminuyen justo antes del
parto y esto es asociado con el inicio del mismo. Sin embargo, en los seres humanos, sus

niveles contintian siendo altos hasta el nacimiento, por lo que parece que el parto no se

inicia por una disminucion de la progesterona circulante {Brown et al., 2004).
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1.4.1.2 Relaxina

La relaxina es una hormona peptidica secretada por el cuerpo luteo que se detecta
en sangre tanto en el embarazo como en la fase lutea del ciclo menstrual en mujeres no
gestantes. Ademas del ovario, existe una expresion local de relaxina y de su principal
receptor (RXFP1) en varios tipos de células del tracto reproductivo femenino (endometrio

no gestante, células deciduales en el endometrio gestante y en citotrofoblastos y

sincitiotrofoblasto) (Conrad, 2011). También se produce en muchos tejidos no

reproductivos como el corazon, cerebro, rindn, pulmoén, entre otros (Bathgate et al., 2013).

En las mujeres embarazadas, la concentracion de relaxina circulante alcanza su punto
maximo en el primer trimestre, disminuye a partir del segundo y se mantiene disminuida

hasta el parto. Por el contrario, en roedores, la relaxina alcanza sus maximos niveles en

la ultima semana de gestacion (Napso et al., 2018). Este patron de sintesis de la hormona

en el primer trimestre de gestacion se correlaciona con las adaptaciones tempranas que se

observan en la circulacion uterina en respuesta al embarazo (Anumba et al., 2009), lo que

sugiere que la relaxina podria estar implicada en el remodelado de la vasculatura
uteroplacentaria. En este sentido, se ha demostrado que ejerce un papel fundamental

dentro del utero e interviene en la implantacion, la placentacion y el mantenimiento del

embarazo (Lodhi et al., 2013). En las primeras etapas de la gestacion, modula la expresion

uterina de genes implicados en la angiogénesis, la accion de las hormonas esteroides y el

remodelado vascular (Marshall et al., 2016).

Por otra parte, se ha demostrado que la administraciéon de relaxina en ratas
conscientes aumenta la TFG y el FSR, atentia la respuesta renal a la angiotensina II (Ang

1), disminuye la RVS y aumenta el GC, mimetizando los cambios hemodindmicos que

ocurren en estos animales durante la gestacion (Conrad y Davison, 2014). Ademas, el

bloqueo de los efectos de la hormona con la administracion de anticuerpos especificos,
previene los cambios en la circulacion renal que ocurren en ratas conscientes en respuesta
a la gestacion. En mujeres con insuficiencia ovarica sometidas a fertilizacion in vitro o a
transferencia embrionaria, en las que los factores producidos por el cuerpo liteo y entre
ellos la relaxina, estaban ausentes, el aumento de la TFG y la disminucién de la
osmolaridad plasmatica caracteristicos del primer trimestre de gestacion, fueron menores
que los observados en mujeres con ovarios funcionales. Estos resultados sugieren que la

relaxina puede contribuir a la adaptacion de la vasculatura renal y a la osmorregulacion
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durante el embarazo (Novak et al., 2001). En este sentido, los niveles séricos de esta

hormona aumentan inmediatamente después de la concepcidn, lo que se corresponde con

los grandes incrementos de la TFG y del FSR que se observan durante el primer trimestre.

1.4.1.3 Prostaglandinas

Los niveles de PG aumentan en el utero y en las membranas fetales, antes y

durante el parto (Phillips et al., 2014). Existen muchos factores que afectan a su

produccion, por ejemplo, sus niveles disminuyen cuando aumenta la progesterona y

aumentan con los estrogenos, las citocinas inflamatorias y la hormona liberadora de

corticotropina o corticotropin-releasing hormone (CRH) (Keelan et al., 2003). La PGE2

y la PGF2a son producidas por las membranas fetales y otros tejidos intrauterinos, y sus
niveles estan elevados en el liquido amnidtico tanto a término, como durante el parto. Se
cree que este aumento en los niveles de PG es un paso critico en el parto, ya que se ha

detectado un marcado aumento en la produccion de PGE2 y en la expresion de la

ciclooxigenasa 2 (COX-2) en membranas fetales poco antes del parto (Keelan et al.,

2003).

La maduracion, remodelacion y ablandamiento del cuello uterino son procesos
esenciales para el inicio y el desencadenamiento del parto. La PGE2, cuya secrecion esta
influenciada por muchas citocinas, también estimula la liberacion de IL-8 del tejido

cervical, afecta la actividad de la enzima proteolitica e induce la maduracion cervical

Keelan et al., 2003). Aunque la placenta produce cantidades considerables de PGD2

antiinflamatoria (Mitchell et al., 1982), las PG antiinflamatorias también intervienen en

el mantenimiento del embarazo y en el control del parto. La PGD2 suprime la produccion

de citocinas proinflamatorias y en la placenta inhibe la produccion de IL-6 e IL-8 (Keelan

et al., 2003). Por tanto, la PGD2 y sus derivados pueden estar implicados en la

remodelacion de los tejidos gestacionales, resolucion de la inflamacion y prevencion del

parto prematuro.
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1.4.1.4 Endotelina

La familia de las endotelinas (ET) estd compuesta por tres isoformas de 21
aminoacidos (ET-1, ET-2 y ET-3), de las cuales, el miembro predominante es la ET-1.

La ET-1 es sintetizada y secretada por diferentes células, incluidas las células endoteliales

y el sincitiotrofoblastos de la placenta (Saleh et al., 2016). Una vez liberada, actua

principalmente sobre dos receptores acoplados a proteina G de la superficie celular, el

tipo A (ETa), ubicado principalmente en el musculo liso vascular, y el tipo B (ETg) en

células endoteliales y células epiteliales renales {(Granger et al., 2018).

Diferentes estudios han puesto en evidencia la contribuciéon de la ET a las

adaptaciones de la hemodindmica materna a lo largo del embarazo (Gillis et al., 2016

Granger et al., 2018). Se ha demostrado que la administracién de un antagonista de los

receptores ETg del péptido disminuye la vasodilatacion y la hiperfiltracion renal que

ocurren durante la gestacion (Granger et al., 2018), aumentando la PA y provocando

restriccion del crecimiento fetal. Ademas,[Mazzuca et al. (2013)|han demostrado que el

aumento de la expresion del receptor ETs durante el embarazo estd asociado con una
adecuada vasodilatacion y niveles normales de PA. Se ha descrito que la activacion de la

via ET / ETs puede ser estimulada por la relaxina y otros factores, incluidos los

estrogenos, el VEGF y el PIGF (Gillis et al., 2016). Todos estos resultados confirman que

la activacion de los receptores ETg de la ET contribuye a la adecuada evolucion de la

gestacion (Madsen et al.,, 2001) y es fundamental para mantener una respuesta

cardiovascular normal frente al embarazo.

1.4.2 Oxido nitrico

El NO es un potente vasodilatador que desempefia un papel fundamental en la
adaptacion vascular al embarazo. Se trata de una molécula lipofilica, inorgénica,
sintetizada a partir del aminoacido L-arginina por la accion de tres isoformas del enzima

oxido nitrico sintasa (NOS): NOS neuronal (nNOS), eNOS y NOS inducible (iNOS)

Choi et al., 2002). La participacion del NO es esencial en los numerosos procesos que
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ocurren en la gestacion, incluidos la implantacion, la remodelacion vascular uterina y los

descensos de la resistencia vascular periférica (Maul et al., 2003

Se ha demostrado que los niveles de NO determinados mediante la medida de la

concentracion de nitratos y nitritos en suero, estan significativamente aumentados en

mujeres gestantes durante los tres trimestres de gestacion (Sutton et al., 2020). Las

concentraciones de nitratos y nitritos alcanzan un pico alrededor de la semana 32 de
gestacion, observandose niveles de 2 a 10 veces superiores que en el primer trimestre o
previos al embarazo. Numerosos estudios han demostrado que el NO contribuye
significativamente a la vasodilatacion caracteristica de la gestacion, tanto en mujeres
como en animales gestantes. En este sentido, su inhibicidon en animales gestantes,

incrementa la PA y la RVR, provocando también una disminucion de la TFG y el FSR

Abram et al., 2001{|Danielson y Conrad, 1995{|Lis et al., 1996). Asi pues, los cambios

en la hemodindmica renal y los descensos de la PA durante el embarazo parecen depender

en gran medida de la accion vasodilatadora del NO (Leiva et al., 2016).

En la placenta, el NO act@ia como un importante agente vasodilatador mediando

también el desarrollo placentario al contribuir a los procesos de implantacion, invasion

de los trofoblastos, adhesion y agregacion de plaquetas y perfusion placentaria (Zullino

et al., 2018). Es de especial importancia la produccion de NO por los trofoblastos

extravellosos, que invaden las arterias espirales del Uitero materno para crear una unidad

placentaria eficiente y de baja resistencia y conseguir asi, un adecuado flujo sanguineo

fetoplacentario (Khalil y Hardman, 2015} [Maul et al., 2003). Ademads, parece estar

implicado en los mecanismos de programacion fetal a través de sus efectos sobre los

mecanismos epigenéticos que influyen en la maduracion de la placenta y en el desarrollo

fetal (Zullino et al., 2018). En este sentido, la placenta es fundamental en la programacion

fetal al regular directamente el flujo sanguineo, la actividad transportadora y el

crecimiento fetal (Jansson y Powell, 2007). Finalmente, se ha demostrado que el NO

participa en la vasculogénesis y la angiogénesis, puesto que es un mediador fundamental

de potentes agentes angiogénicos como el VEGF, el factor de crecimiento de fibroblastos

(FCF) y la angiopoyetina-1 (Huang et al., 2012).
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1.4.3 Sistema hemo-oxigenasa

La enzima hemo-oxigenasa (HO) presenta dos isoformas, HO-1 y la HO-2, que se
originan a partir de genes homologos no alélicos. Ambas isoformas catalizan la
conversion del grupo hemo en tres metabolitos bioactivos: hierro elemental (Fe),

bilirrubina y monoéxido de carbono (CO). Se ha demostrado que todos ellos tienen

funciones fisioldgicas distintas (George et al., 2014). E1 CO es un vasodilatador potente

con actividad similar al NO y que contribuye tanto a la regulacién de factores

angiogénicos como al mantenimiento del tono vascular (Wu y Wang, 2005). La

bilirrubina, aunque finalmente se conjuga y se excreta como un producto de desecho,

también parece funcionar como un poderoso antioxidante en varios sistemas, al igual que

la molécula intermedia biliverdina (McGeary et al., 2003). Por otra parte, el Fe libre se

caracteriza por ser una potente molécula prooxidante (Eisenstein et al., 1991).

Varios mecanismos han sido propuestos como mediadores de las acciones del

sistema HO sobre las adaptaciones hemodindmicas a la gestacion.|Bainbridge et al. (2002)

demostraron que la producciéon materna/placentaria de CO podria contribuir a la
vasodilatacion de los vasos fetales y al mantenimiento del flujo sanguineo a través de la
placenta. Recientes estudios sugieren que la HO puede desempeinar un papel importante
en el desarrollo placentario, ya que, durante la gestacion, la placenta expresa cantidades

significativas de HO-1 y HO-2. Sobre la base de trabajos anteriores que muestran que la

HO se expresa en trofoblastos invasivos, varios autores (Lyall et al., 2000{|McCaig y

Lyall, 2009) encontraron que la administracion de protoporfirina-9 de zinc, un inhibidor

de ambas isoformas de HO, disminuyo significativamente el potencial de invasion de los
citotrofoblastos in vitro. Los anticuerpos frente a la HO-1 no afectaron el potencial de
invasion, mientras que los anticuerpos frente a la HO-2 si lo hicieron. Estos resultados
sugieren un papel importante de esta isoforma en la regulacion de la invasion de los

citotrofoblastos y remodelacion de la arteria materna. Estudios in vivo utilizando la

manipulacion transgénica de la HO-1 apoyan los resultados obtenidos in vitro [Zenclussen

etal. (2011) estudiaron cruces de knockouts heterocigotos para HO-1, y encontraron que
dentro de las camadas, la pérdida fetal aumentaba en la descendencia HO-1 + /- y lo hacia
mucho mas en los fetos HO-1- /-. También encontraron que los fetos con deficiencia de
HO-1 tenian una union de blastocisto defectuosa a la pared uterina y una mayor fibrosis

placentaria. De manera prometedora, estos fenotipos podian atenuarse significativamente
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por la exposicion de la madre a dosis bajas de CO inhalado, lo que implica a este gas

como un mediador molecular clave de las acciones protectoras de HO-1 durante el

embarazo (Zenclussen et al., 2011). Ademas de sus acciones sobre la formacion de la

placenta, también se ha demostrado que HO-1 afecta a la remodelacion vascular materna

in vivo.|Zhao et al. (2011)|examinaron la estructura vascular placentaria / uterina de

ratones HO-1 +/-. Independientemente del fenotipo HO-1, toda la descendencia exhibid
deficiencia en la remodelacion de las arterias espirales y defectos en los capilares fetales
y espacios sinusoides del laberinto placentario, la region de la interfaz materno-fetal. Esto

se asocio con cambios significativos en la produccion de factores angiogénicos por la

placenta segtin lo determinado por la matriz de PCR {Zhao et al., 2011). El hecho de que

estos cambios se hayan observado independientemente del estado de HO-1 fetal, sugiere
que la HO-1 materna también es un factor importante para que la gestacion llegue a
término. En este sentido, las alteraciones en la actividad de este sistema también se han
relacionado con el aborto espontaneo. Un estudio realizado en ratones demostré que el

estrés o el aborto inducido por la IL-12 estd asociados con una menor expresion

placentaria de HO-1 y HO-2 (Zenclussen et al., 2002). Estudios llevados a cabo en

humanos, también demostraron que existe una disminucién de HO-2 en los trofoblastos

y sincitiotrofoblastos de mujeres que sufrieron tanto abortos tempranos como tardios

Zenclussen et al., 2003). Ademas, hay evidencias de que la induccion de HO-1 presenta

una funcion protectora en los modelos murinos de aborto inducido por Brucella abortus
y Listeria monocytogenes y que ambas infecciones regulan significativamente a la baja la
expresion de HO-1 en la placenta. Trabajos posteriores revelan que la induccion quimica

de HO-1 aumenta la supervivencia fetal y que presenta funcion citoprotectora en el propio

tejido placentario (Tachibana et al., 2011{|Tachibana et al., 2008).

Recientemente también se ha demostrado que la administracion en la rata de un
inhibidor de la actividad de la HO induce aumentos significativos de la PA en la tltima
etapa de la gestacion, que estan asociados a una disminucion del VEGF en la placenta,

confirmando de nuevo que este factor proangiogénico podria estar mediando los efectos

de la HO durante la gestacion (George et al., 2013). Sin embargo, y a pesar de los

resultados descritos anteriormente, no se conoce si la HTA inducida por la disminucién
de la actividad de la HO esta asociada a un anormal remodelado de las arterias espirales

y a una alteracion en los pardmetros hemodindmicos en las arterias uteroplacentarias.
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1.4.4 Factores angiogénicos

La angiogénesis es el proceso de formacioén de nuevos vasos sanguineos a partir

de los existentes y tiene lugar durante el embarazo, la menstruacion y la cicatrizacion de

heridas (Heil et al., 2006} [Nyberg et al., 2005). El factor proangiogénico VEGF, y en

particular su homologo PIGF, se encuentran entre los factores angiogénicos mas

estudiados durante el embarazo (Stuttfeld y Ballmer-Hofer, 2009). Entre los miembros de

la familia VEGF se incluyen VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF, ademaés de

VEGF-E y VEGF-F, que no se encuentran en los mamiferos (Silasi et al., 2010). El

VEGF, normalmente representado por el VEGF-A (Shibuya, 2011), se produce

principalmente en células hematopoyéticas, estromales y endoteliales, en respuesta a la
hipoxia y a la estimulacion por factores de crecimiento, interleucinas o factores de

crecimiento derivados de las plaquetas. Se encarga de regular la angiogénesis, la

permeabilidad vascular y la homeostasis endotelial {Stuttfeld y Ballmer-Hofer, 2009). El

VEGF puede aumentar la produccion de ON y prostaciclina a través de varias vias, entre

las que se incluyen la via de la proteina quinasa C, proteina quinasa activada por

mitogenos y la via de la fosfolipasa C (Saarelainen, 2012).

La principal fuente del PIGF es la placenta y este contribuye principalmente a

aumentar la funcion del VEGF-A (Stuttfeld y Ballmer-Hofer, 2009), especialmente

durante los procesos de angiogénesis en condiciones patologicas, pero no durante la

embriogénesis (Shibuya, 2011). VEGF tiene tres tipos de receptores en mamiferos:

VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3. VEGFR-1 tiene una variante soluble, la tirosina

quinasa soluble tipo fms o soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), que antagoniza la

funcién de VEGF, impidiendo que se una a las células endoteliales {(Jim y Karumanchi,

2017{[Silasi et al., 2010). La secrecion de sFlt-1 se desencadena por hipoxia a través de

un aumento en los niveles de factor de transcripcion inducible por hipoxia {Abou El

Hassan et al., 2015). Los niveles circulantes de factores pro y antiangiogénicos durante el

embarazo estan asociados con cambios en la PA (Troisi et al., 2008). En un embarazo

sano, el PIGF aumenta continuamente hasta alcanzar un maximo entre las 29 y 32

semanas de gestacion, y posteriormente disminuye de manera constante hasta el parto

Redman et al., 2014). Simultdneamente, la sFlt-1 permanece constante (Redman et al.,

2014) u ocasionalmente muestra ligeros aumentos inestables {Verlohren, Galindo, et al.,

2010) hasta las 29-32 semanas de gestacion, y a partir de entonces, muestra un aumento
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marcado continuo hasta alcanzar un maximo a término (Redman et al., 2014). El

mecanismo por el cual los niveles de PIGF disminuyen después de 29 a 32 semanas sigue
sin estar demasiado claro. Es importante destacar que la produccion excesiva de sFlt-1
(junto con la produccion deficiente de NO debido a la disminucion de PIGF) conlleva a

una elevacion de la PA debido a una mayor sensibilidad de la vasculatura a los

vasoconstrictores (Jim y Karumanchi, 2017). Por lo tanto, la disminucién de la PA en la

primera mitad del embarazo podia deberse también en parte al aumento de los niveles de

PIGF.

1.4.5 Sistema renina-angiotensina

La activacion de la via clasica del sistema renina-angiotensina (SRA) comienza
con el angiotensindgeno que es generado por el higado y secretado a la circulacion general
en su forma inactiva. La renina escinde proteoliticamente el angiotensindgeno para
formar angiotensina I (Ang I). Las enzimas convertidoras de angiotensina (ECA o ECA1)
escinden la Ang I para formar la hormona activa, Ang II. Las acciones de Ang II estan
mediadas por los receptores de angiotensina tipo 1 (AT1) y tipo 2 (ATz). Durante la
gestacion, hay un aumento en la actividad del SRA desde las semanas 6-8 de gestacion

hasta la semana 30. Los niveles de angiotensindgeno aumentan en paralelo a los de

estrogenos durante la gestacion (Sanghavi y Rutherford, 2014). La activacién de este

sistema mantiene la PA (Clark et al., 2017) y contribuye a la retencion de sodio y agua

que se produce en respuesta a la vasodilatacion sistémica y renal que genera el estado de

bajo nivel de llenado del sistema cardiovascular materno.

A pesar de la activacion del SRA desde el inicio de la gestacion, durante el
embarazo se desarrolla una disminucion de la sensibilidad a la Ang II, que modula su
efecto vasoconstrictor y conduce finalmente a un estado de vasodilatacion. Por lo tanto,
las mujeres embarazadas parecen ser menos sensibles a los efectos de Ang Il 'y su PA no

aumenta a pesar de los niveles elevados de este péptido, como ocurriria normalmente en

una mujer no gestante {Torgersen y Curran, 2006).

Ademas de la senalizacion a través del SRA clasico, la Ang [ y Ang II se pueden

convertir en péptidos mas pequenos mediante la via no clasica del SRA. Mas alla de
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convertirse en Ang II, la Ang I también puede convertirse en angiotensina- (1-7) (Ang-

(1-7)), que al contrario que la Ang II, tiene acciones vasodilatadoras {(Clark et al., 2017).

A pesar de que el SRA ha sido extensamente vinculado a la fisiologia renal y a la
regulacion del volumen sanguineo sistémico, puede funcionar también a nivel local
regulando determinados procesos hemodindmicos, como es el caso de la adaptacion
hemodindmica uterina a la gestacion. Los componentes del SRA, desde los ligandos hasta
los receptores de las enzimas proteoliticas que activan el angiotensindogeno, se expresan

y se regulan de forma local en los tejidos uterinos. La renina se encuentra en

practicamente todos los componentes de la unidad uteroplacentaria (Skinner et al., 1968).

El angiotensindgeno estd presente en la placenta y en la decidua humana, y aunque parte
de sus niveles pueden proceder del plasma, donde su concentracion es muy elevada, otra

parte, se produce localmente, ya que se ha demostrado la presencia de su ARNm en la

placenta y decidua (Paul et al., 1993). El utero humano, la placenta y los tejidos fetales

tienen una alta actividad local de ECA1 (Kalenga et al., 1996). El receptor AT; es

predominante en la placenta y el AT> se expresa en los tejidos fetales y en el aparato

reproductor femenino (Nielsen et al., 2000). La Ang- (1-7) actia a través del receptor

MAS, que se expresa en el endometrio humano durante el ciclo menstrual (Vaz-Silva et

al., 2009) con un aumento de su expresion al comienzo del embarazo (Yamaleyeva et al.,

2013). Los estrogenos aumentan la actividad del SRA uteroplacentario a nivel sistémico

y local al incrementar la expresion de angiotensindgeno y de renina {Anton y Brosnihan,

2008).

La Ang II tiene multiples efectos sobre la remodelacion vascular uterina, y estos
incluyen la estimulacién de la decidualizacion, la regulacion del FSU, la estimulacion de

la secrecion hormonal y la promocion de la angiogénesis y la permeabilidad vascular

Nielsen et al., 2000). Por el contrario, la Ang- (1-7) puede inhibir la angiogénesis. Debido

aque Ang Il y Ang- (1-7) tienen acciones opuestas sobre la angiogénesis, es probable que
el SRA desempefie un papel en el equilibrio entre las actividades angiogénicas y
antiangiogénicas en el Utero gravido, y que la relacion Ang II/Ang- (1-7) sea esencial para

que se produzca una correcta remodelacion vascular uterina a lo largo del embarazo.
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1.5 HIPERTENSION EN EL EMBARAZO

La hipertension arterial (HTA) complica entre el 5-10% del total de los embarazos
y es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad materna y fetal. La Sociedad
Internacional para el estudio de la Hipertension en el Embarazo (ISSHP) clasifica los

desordenes hipertensivos durante la gestacion en:

» Hipertension cronica: es la HTA que aparece antes del embarazo o se diagnostica

antes de la semana 20 de gestacion, y no se resuelve después del parto.

»  Hipertension gestacional: es la HTA que aparece por primera vez después de la
semana 20 de gestacion, no va acompanada de proteinuria, y desaparece después

del parto.

»  Preeclampsia (PE): es un desorden hipertensivo que se caracteriza por la
aparicion de HTA después de la semana 20 de gestacion acompaiada de una o
mas de las siguientes manifestaciones clinicas: proteinuria o evidencia de dafio
renal materno, alteraciones hepaticas o neurologicas, hemolisis o
trombocitopenia, disfuncion uteroplacentaria o restriccion del crecimiento

intrauterino (CIR).

Entre el 15 y 25 % de mujeres con HTA cronica desarrollan PE (August et al.,

2015), aunque el riesgo puede aumentar dependiendo de la duracion y severidad de la

HTA, asi como, por la presencia de alteraciones renales subyacentes. Este desorden se
conoce como PE sobreafiadida a la HTA croénica. Se diagnostica cuando mujeres con
HTA cronica desarrollan cualquiera de las alteraciones caracteristicas que se han citado

anteriormente.

La HTA croénica afecta entre el 1% y 5% de todos los embarazos. El incremento

en las tasas de obesidad, asi como la tendencia a posponer la edad para tener hijos (Y oder

et al., 2009), contribuyen a un progresivo aumento en la prevalencia de la HTA durante

la gestacion. Dentro de la HTA cronica se incluyen la HTA esencial y la HTA secundaria.
La HTA secundaria es menos frecuente que la HTA esencial, y sus causas mas comunes

son la enfermedad renal, aldosteronismo, hipertension renovascular, sindrome de Cushing
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y feocromocitoma. Se ha estimado que este tipo de HTA complica alrededor del 0.24%

de los embarazos (August et al., 2015).

La HTA esencial, a diferencia de la HTA secundaria, es un desorden heterogéneo
y poligénico que aparece como resultado de una alteracion en la funcion de diferentes
hormonas, proteinas y factores neurogénicos implicados en el control de la PA junto con
la influencia de la dieta, el nivel de actividad fisica y otros factores ambientales. A pesar
de la complejidad de los mecanismos que regulan la PA, el papel del rifién en el origen
de la HTA esencial es indiscutible. Alteraciones, como una reducida masa renal,

disminucién de la TFG y una disminucién en la capacidad de excrecion de sodio se han

observado frecuentemente en individuos con HTA esencial {(August et al., 2015). Sin

embargo, la relacion entre estas alteraciones moderadas de la funcion renal y la evolucion
del embarazo no ha sido investigada en detalle. Los estudios que analizan la fisiologia de
la HTA esencial durante la gestacion son escasos a pesar de que las mujeres con HTA

esencial tienen una alta probabilidad de desarrollar PE.

Las mujeres con HTA esencial normalmente muestran la esperada disminucion de
la PA caracteristica de la gestacion, aunque presentan un aumento en la resistencia
vascular periférica cuando se comparan con mujeres normotensas. En las mujeres con

HTA esencial que desarrollan PE sobreafiadida, la PA puede aumentar al final del

segundo trimestre (August et al., 2015). En este sentido, se ha sugerido que la ausencia

de una disminucion de la PA en el segundo trimestre estd asociada con mayores
complicaciones gestacionales y es un factor predictivo de PE. Sin embargo, hasta el
momento, la razoén por la cual solo una determinada proporcion de mujeres con HTA

esencial desarrollan este desorden es desconocida.

La mayoria de los trabajos de investigacion realizados en mujeres gestantes con
HTA esencial han demostrado que hasta que desarrollan PE sobreafiadida, presentan
niveles de hormonas y de otros factores circulantes relacionados con la regulacion de la
PA similares a los observados en mujeres embarazadas normotensas. Los resultados de
un estudio realizado en mujeres con HTA esencial y en mujeres normotensas mostraron

que la actividad del SRA fue similar en ambos grupos durante el primer trimestre del

embarazo (August et al., 2015). Sin embargo, solo en aquellas mujeres hipertensas que

desarrollaban PE se observo una disminucion de la actividad de este sistema al principio

del tercer trimestre, respuesta que podria indicar un estado de vasoconstriccion. En cuanto
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a los niveles hormonales, se han descrito disminuciones de estradiol plasmatico en
mujeres gestantes con HTA esencial no complicada y también en aquellas que desarrollan
posteriormente PE. Por el contrario, los niveles de progesterona durante la gestacion
parecen ser similares en mujeres con HTA esencial, con y sin PE, y en mujeres

normotensas.

La PE tiene una incidencia de entre el 3-3.5% de todos los embarazos. A pesar de
que su etiologia sigue siendo ampliamente debatida, actualmente esta generalmente
aceptado que la enfermedad se desencadena por una disfuncion placentaria,
fundamentalmente asociada con una placentacion anémala en el caso de la PE temprana,
y con una mala perfusion uteroplacentaria en la version tardia de la enfermedad. A pesar
de la escasez de datos sobre las concentraciones de oxigeno en placentas de mujeres
hipertensas, la hipotesis actual apunta que la hipoxemia placentaria induce la liberacion
a la circulacion materna de factores inflamatorios y antiangiogénicos, que provocan una
disfuncién endotelial generalizada, la cual conlleva al inadecuado funcionamiento del
corazon, riflones y otros 6rganos. A pesar de que la presentacion clinica de la enfermedad
varia dependiendo de que esta aparezca pronto en la gestacion (PE temprana) o al final
de la misma (PE tardia), la contribucion de los sistemas cardiovascular y renal a su

fisiopatologia es una caracteristica comun a las dos manifestaciones de la enfermedad.

1.5.1 Gasto cardiaco e hipertension durante el embarazo

Estudios recientes sugieren que el andlisis de la hemodindmica materna a lo largo
de la gestacion puede ser de gran importancia para identificar mujeres con riesgo de PE,
CIR y otras complicaciones gestacionales. En este sentido, diferentes estudios han

demostrado que las mujeres que desarrollan PE temprana (<34 semanas de gestacion)

presentan un menor GC y una mayor resistencia vascular total en el primer (Gagliardi et

al., 2017) y segundo trimestre de embarazo (Valensise et al., 2008) que mujeres con una

gestacion normal. Sin embargo, aquellas que desarrollan PE tardia (=34 semanas)

presentan niveles de GC mayores y una menor resistencia vascular que mujeres gestantes

controles en el segundo trimestre de gestacion (Valensise et al., 2008). Ademas,|Foo et

al. (2018) observaron en un cohorte de 356 mujeres sanas, que aquellas que sufrieron PE

y/o CIR mostraban patrones pregestacionales de funcion hemodindmica diferentes a las
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mujeres con un embarazo normal. Se han observado también patrones hemodinamicos

diferentes entre mujeres con HTA gestacional y PE (Borghi et al., 2011}|Pisani et al.,

2017). [Pisani et al. (2017)[ demostraron que mujeres que presentaban aumentos

significativos de la resistencia vascular total desde el primer trimestre de embarazo
asociados a un bajo porcentaje de masa grasa, reducido volumen plasmatico y circulacion
hipodindmica tenian un alto riesgo de desarrollar PE, mientras que aquellas que
presentaban alta resistencia vascular y un mayor porcentaje de masa grasa en el segundo

trimestre tenian un mayor riesgo de retencion excesiva de fluido y de sufrir HTA

gestacional.|Borghi et al. (2011)|compararon el patron hemodindmico cardiovascular en

mujeres con diferentes desdrdenes hipertensivos al comienzo del tercer trimestre de
gestacion. Estos autores concluyeron que la PE, y en menor extension la HTA crénica,
estarian relacionadas con las mayores alteraciones en la funcidon cardiovascular a pesar
de niveles comparables en PA. Por el contario, las mujeres con HTA gestacional

presentaban las alteraciones hemodinamicas mas leves.

Todos estos resultados apuntan a que el analisis de la hemodinamica materna
desde etapas tempranas del embarazo puede ser una buena herramienta para identificar
mujeres con riesgo de PE y para determinar el inicio de la enfermedad. Sin embargo, son
necesarios mas estudios longitudinales que evalten la hemodindmica materna a lo largo

de la gestacion en mujeres con HTA cronica.

1.5.2 Funcion renal e hipertension durante el embarazo

La HTA crénica en mujeres jovenes, no diabéticas y sin obesidad estd causada
fundamentalmente por alteraciones renales. La gestacion en estas mujeres puede agravar
la enfermedad renal preexistente, la cual a su vez puede tener efectos adversos
importantes sobre la evolucion del embarazo y el desarrollo fetal. En este sentido, las
mujeres hipertensas con enfermedad renal previa a la gestacion tienen un alto riesgo de
desarrollar PE, y otras complicaciones, como partos prematuros y CIR. Ademas, la
mayoria de mujeres que presentan un grado leve de enfermedad renal antes del embarazo

muestran menores aumentos de la TFG durante la gestacion que los observados en

mujeres gestantes sanas (Baylis, 2003). En general, hay considerables evidencias que

indican que los efectos adversos de la gestacion sobre la funcion renal van a depender del
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grado de severidad de la enfermedad renal previo al embarazo, mas que del tipo de

enfermedad (Baylis, 2003).

Como ya se ha citado anteriormente, la HTA crénica complica entre el 1 % y el
5% de los embarazos. Sin embargo, estas cifras podrian estar subestimadas, puesto que
en las primeras semanas de embarazo la PA tiende a disminuir tanto en mujeres
normotensas como en la mayoria de mujeres hipertensas, por lo que la HTA cronica puede
pasar desapercibida y ser errdbneamente diagnosticada como PE posteriormente. Ademas,
la hiperfiltracion caracteristica de las primeras etapas de la gestacion también podria
enmascarar alteraciones moderadas de la funcidn renal, y por tanto impedir el diagnostico
temprano de enfermedad renal. Por todo ello, en la mayoria de los casos de HTA cronica
con enfermedad renal subyacente, es dificil hacer un diagndstico diferencial entre una
exacerbacion de la enfermedad renal durante la gestacion y el desarrollo de PE

sobreafiadida.

El rifidn es uno de los 6rganos mas afectados en PE. Las mujeres que presentan

este desorden sufren alteraciones importantes en la hemodinamica renal. |Conrad

yLindheimer (1999) recopilaron datos de 23 estudios en los que se comparaba la
hemodindmica renal de mujeres con gestacion normal y mujeres con esta enfermedad. En
todos los estudios, excepto en uno, la TFG y el ERPF fueron menores (con un descenso
medio de 32% y 24%, respectivamente) en las mujeres con PE. En 9 de estos 23 estudios,
se incluyeron, ademads, los valores de estos parametros en mujeres no gestantes. Los
resultados mostraron que las mujeres con PE presentaban los valores menores de TFG y
de ERPF. Tanto en los estudios citados, como en otros mas recientes, se ha observado
también que los descensos de la TFG que se producen en esta enfermedad generalmente
exceden a los que ocurren en el ERPF, sugiriendo que la disminucion de la TFG puede

deberse parcialmente a una disminucion en el coeficiente de ultrafiltracion glomerular.

En este sentido,|Irons et al. (1997)|calcularon el coeficiente de ultrafiltracion glomerular

en un grupo de mujeres con gestacion normal y en otro grupo de mujeres con PE.
Utilizando los analisis simultaneos de los valores de los aclaramientos de inulina, PAH y
dextranos, estos autores determinaron que el coeficiente de ultrafiltracion glomerular era

un 50% menor en el grupo de mujeres con este desorden hipertensivo. Resultados

similares fueron obtenidos posteriormente por|Lafayette et al. (1998)|un dia después del

parto. A pesar de que el mecanismo 0 mecanismos responsables de estas alteraciones en

la hemodinamica renal permanecen sin determinar, la disfuncion endotelial caracteristica

32



de la enfermedad parece tener un papel esencial en la alterada respuesta renal a la
gestacion en mujeres con PE. La lesion renal caracteristica de esta enfermedad es la
endoteliosis glomerular, que consiste en la aparicion de edema en el endotelio
glomerular, con pérdida de fenestraciones endoteliales y disminucion de la luz de los

capilares glomerulares junto con un engrosamiento de la membrana basal glomerular

Stillman y Karumanchi, 2007). Estos cambios histologicos provocan alteraciones en la

permeabilidad capilar glomerular y reducen el area de filtracion dando lugar a un

descenso de la TFG (Hussein y Lafayette, 2014). Inicialmente se pens6 que el edema en

las células endoteliales y la pérdida de fenestraciones endoteliales eran también la causa
de la proteinuria que se observa en una gran proporcion de los casos de PE. Sin embargo,

cada vez son mas las evidencias que indican que la lesion de los podocitos contribuye

significativamente a la proteinuria caracteristica de la enfermedad (Armaly et al., 2018).

La hipdtesis que se plantea es que el desequilibrio entre factores proangiogénicos y
antiangiogénicos provoca una disfuncion endotelial sistémica que afecta también al rifion.
El VEGF es importante para el mantenimiento de los podocitos y de la funcion
glomerular, de manera que cuando los niveles de sFlt-1 son elevados, disminuye la
viabilidad del VEGF y esto provoca lesiones en estas células, las cuales pierden sus
interdigitaciones y se separan de la membrana basal glomerular. En ausencia de un
funcionamiento adecuado de los podocitos se producen también alteraciones en las
células endoteliales y finalmente se dafia la barrera glomerular apareciendo

glomeruloesclerosis y proteinuria.

Dado que la disfuncion endotelial es una causa comun de PE y enfermedad renal,
y teniendo en cuenta que ambas patologias comparten proteinuria e HTA, el diagndstico
de PE en mujeres con enfermedad renal y/o HTA cronica previa a la gestacion, es casi
imposible en los casos en los que la enfermedad renal se manifiesta por primera vez
durante la gestacion o en aquellos en los que no existen datos de PA y funcion renal antes
de la semana 20. Por ello, la deteccion de la enfermedad renal es de vital importancia, ya
que en muchos casos es completamente asintomatica y la gestacion puede ser la primera
oportunidad para un diagnéstico temprano, que deberia sospecharse en presencia de HTA
cronica previa o en los casos en los que la HTA se desarrolla en etapas muy tempranas

del embarazo.
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1.5.3 Hemodinamica uteroplacentaria e hipertension durante el embarazo

Numerosos estudios realizados en mujeres gestantes utilizando la técnica de
ultrasonografia Doppler han demostrado que los diferentes desordenes hipertensivos del
embarazo estan asociados con aumentos significativos de la resistencia de la arteria
uterina y disminuciones del FSU en los tres trimestres de embarazo. Sin embargo, el

patron de estas alteraciones a lo largo de la gestacion parece ser especifico del tipo

concreto de trastorno hipertensivo (Gyselaers et al., 2019). La determinacion del IP y el

IR de la arteria uterina en diferentes estudios realizados en mujeres gestantes parece
indicar que la alteracion de estos pardmetros en etapas tempranas de la gestacion esta

correlacionada generalmente con una mayor probabilidad de desarrollar PE temprana

Gyselaers et al., 2019}|Sharma et al., 2018). Por el contrario, la aparicién de novo de

valores anormales en estos indices en el tercer trimestre predispone al desarrollo de PE

tardia (Binder et al., 2018). Segun estos autores los indices de impedancia de la arteria

uterina determinados por ultrasonografia Doppler reflejan la resistencia vascular de la
circulacion uteroplacentaria y se han relacionado clasicamente con el grado de invasion
de las arterias espirales por los trofoblastos. Sin embargo, la aparicion de novo de valores
anormales de estos indices en el tercer trimestre apunta a que la alteracion de los mismos
podria estar relacionada, ademas de con una invasion trofoblastica anomala, con una

inadecuada adaptacion de la circulacion sistémica materna a la gestacion.

Como se ha mencionado anteriormente, la HTA cronica es un factor de riesgo
importante para el desarrollo de PE. Sin embargo, los estudios que han analizado el patron
de cambios del FSU a lo largo de la gestacion en mujeres con HTA previa al embarazo,
son escasos. Se ha demostrado que las mujeres con HTA cronica muestran una menor

vascularizacion de la placenta y un menor PSV de la arteria uterina en el segundo y tercer

trimestre de embarazo (Altorjay et al., 2017). Ademas, |Panaitescu et al. (2017)

determinaron el IP de la arteria uterina al final del primer trimestre de gestacién en
mujeres con y sin HTA croénica que desarrollaron PE. Estos autores observaron que este
indice fue menor en mujeres con HTA cronica que desarrollaban esta enfermedad que en
aquellas que la presentaban sin HTA previa, por lo que concluyeron que en estas ultimas

su aparicion estaba asociada a mayores aumentos en la resistencia de la arteria uterina
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sugiriendo que el desarrollo de PE podria estar asociado a mecanismos diferentes en

ambos grupos.

A pesar de que un porcentaje importante de mujeres con HTA cronica desarrolla
PE durante la gestacion, hay una gran proporcion de estas mujeres que no lo hacen. Estos
resultados ponen de manifiesto la necesidad de futuros estudios que analicen
longitudinalmente los cambios en la hemodindmica uteroplacentaria a lo largo del
embarazo en mujeres con HTA cronica y que permitan determinar los mecanismos que

llevan al desarrollo de PE en estas mujeres.

1.6 OBESIDAD EN EL EMBARAZO

La obesidad es un grave problema de salud publica. En el afio 2016, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) notificéd que el 39% de la poblacidn adulta, por
encima de 18 afios, sufria sobrepeso y el 13% presentaban obesidad. El aumento en la
incidencia de obesidad ha sido mas significativo en mujeres en edad reproductiva, de
manera que se han observado aumentos de entre 0.5 y 1 kg cada afio desde la adolescencia
hasta la mediana edad. Globalmente, el nimero estimado de mujeres embarazadas con
sobrepeso u obesidad fue de 8.9 y 14.6 millones respectivamente en 2014. En Espaiia,
mas del 50 % de la poblacion adulta tiene sobrepeso o padece obesidad, y en los tltimos

afios se ha detectado un notable aumento de la prevalencia de ambos desordenes en

mujeres con edad reproductiva {Otero-Naveiro et al., 2021).

La obesidad materna esta estrechamente relacionada con diversas complicaciones,
entre las que se incluyen la diabetes gestacional, altas tasas de cesarea, CIR y desérdenes
hipertensivos como la HTA gestacional y 1a PE. Se ha observado que incluso el sobrepeso

moderado es un factor de riesgo para la aparicion de HTA y PE durante la gestacion

Reichetzeder, 2021). En mujeres obesas, la incidencia de HTA es 2.2-21.4 veces

superior que en mujeres sanas y entre 1.22-9.7 de las ocasiones suele cursar con PE

Galtier-Dereure et al., 2000). Ademas de las alteraciones descritas, la obesidad materna

estd también asociada a diferentes complicaciones fetales entre las que se incluyen

abortos, nacimientos prematuros, asfixia fetal, asi como un mayor riesgo de dar a luz

bebes tanto con bajo como con alto peso para su edad gestacional {Lewandowska et al.,
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2020). Estas alteraciones en el desarrollo fetal pueden tener importantes consecuencias a

largo plazo puesto que se han relacionado con una mayor probabilidad de sufrir

enfermedades cardiovasculares en la edad adulta.

1.6.1 Gasto cardiaco, presion arterial y obesidad durante el embarazo

La obesidad tiene efectos negativos importantes sobre la funcion cardiaca, la
vasculatura y el endotelio. Cada 100 g de grasa depositada en el organismo, produce
aumentos del GC de entre 30—50 ml/min que van acompafiados de un aumento en el
volumen sanguineo. La sobrecarga de volumen provoca inicialmente hipertrofia
ventricular izquierda, y posteriormente el miocardio se va dilatando para compensar la
sobrecarga de presion, parcialmente mediada por el aumento de la actividad simpatica
debido a los efectos potenciadores de hormonas como la leptina, insulina y varios
mediadores inflamatorios. En respuesta a la obesidad, la FC también aumenta, y esto
provoca una disminucion del intervalo diastélico y del tiempo de perfusion miocardico
que a largo plazo conduce a la disfuncién cardiaca. Ademas, la conduccion y la

contractilidad cardiaca pueden verse aun mdas comprometidas cuando se produce un

deposito de grasa en el tejido miocéardico {(Schlabritz-Loutsevitch et al., 2016{[ Vinayagam

et al., 2017{|Yu et al., 2006).

Los estudios que han analizado los efectos de la obesidad sobre las adaptaciones
del sistema cardiovascular y la regulacion de la PA a lo largo de la gestacion son escasos.
Varios estudios llevados a cabo en mujeres obesas gestantes coinciden en que la obesidad

interfiere en la adecuada respuesta del sistema cardiovascular al final del embarazo

Buddeberg et al., 2019{|Veille y Hanson, 1994). En un estudio reciente {Vonck et al.,

2019) llevado a cabo en mujeres gestantes con indice de masa corporal (IMC) > 30 kg/m?

previo al embarazo, se ha observado que el GC disminuye en el tercer trimestre de
gestacion, a diferencia de lo que ocurre en el grupo de mujeres gestantes de peso normal,
en las cuales, el aumento de este pardmetro se mantuvo hasta el final de la gestacion. La
disminucién del GC en el ultimo trimestre estuvo asociada a un aumento de la PA y a un
estado de sobrecarga de volumen que sugiere una inadecuada adaptacion del sistema
cardiovascular en la tltima etapa del embarazo. Por otra parte, también se ha observado

que una mayor ganancia de peso a lo largo de la gestacion aumenta la probabilidad de
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suftir trastornos hipertensivos (Gaillard et al., 2011}[Yu et al., 2006). Pero en general, la

mayoria de los estudios en mujeres gestantes, analizan solo una etapa concreta de la

gestacion y no muestran resultados demasiado concluyentes.

Del mismo modo, son también limitados los trabajos realizados en modelos

animales.|Hayes et al. (2012)} llevaron a cabo un estudio en ratas gestantes alimentadas

con una dieta alta en grasa (DAG) durante 16 semanas antes de la gestacion. Las ratas
alimentadas con la DAG mostraban un aumento de peso de alrededor de un 22% con
respecto a las ratas control y valores de PA mas elevados antes de la gestacion. Ademas,
presentaron mayores aumentos en este parametro durante el curso del embarazo. Por otra
parte, también se ha demostrado en ratones, que una alta ingesta de grasa antes y durante
la gestacion, aumenta la hipertrofia cardiaca y el remodelado patologico de este drgano
después del parto, sugiriendo que la obesidad durante la gestacion puede ser un factor de
riesgo para el desarrollo posterior de enfermedad cardiovascular. Sin embargo, los
cambios del GC a lo largo de la gestacion en animales obesos no han sido analizados
hasta el momento. La escasez de estudios longitudinales y la dificultad de llevarlos a cabo
en mujeres gestantes ponen en evidencia la necesidad de disefiar nuevos protocolos en
animales que permitan evaluar longitudinalmente el impacto de la obesidad sobre las
adaptaciones del sistema cardiovascular y la regulacion de la PA durante los diferentes

trimestres de embarazo.

1.6.2 Funcion renal y obesidad durante el embarazo

Un gran nimero de estudios en humanos y modelos experimentales han mostrado
que las demandas metabolicas relacionadas con la obesidad producen aumentos

importantes de la filtracion y el tamafio glomerular, que estan asociados con aumentos

significativos de la masa renal (Griffin et al., 2008). La hiperfiltracion glomerular

inducida por la obesidad provoca un incremento en la proteinuria, y posteriormente la

aparicion de glomeruloesclerosis. Un estudio realizado en pacientes con enfermedad renal

cronica (ERC) (Ejerblad et al., 2006) mostrd que las personas con sobrepeso € IMC > 25

kg/m? a la edad de 20 afios presentaban un riesgo de desarrollar fallo renal cronico tres
veces superior que las personas de la misma edad que presentaban un IMC < 25 kg/m?.

Diferentes trabajos de investigacion han encontrado también una marcada asociacion
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entre la obesidad infantil y la enfermedad renal, pero la mayoria de ellos han sido

realizados en nifios en los estadios finales de la enfermedad o sometidos a trasplante renal

Mitsnefes et al., 2002}|Wang et al., 2006). Los estudios que han analizado esta relacion

en la poblacidn en general son escasos y presentan datos contradictorios. Mientras que la
mayoria de los autores coinciden en que hay una clara relacion entre sobrepeso y obesidad
con altos valores de PA desde edades muy tempranas, la presencia de proteinuria en los
niflos y adolescentes obesos no parece ofrecer resultados tan homogéneos. Estos
resultados sugieren que la aparicion de proteinuria y glomeruloesclerosis asociadas a la
obesidad en edades tempranas parece depender de otros mecanismos que se encuentran
desigualmente repartidos entre la poblacion obesa. En este sentido, la gestacion podria
acelerar el dafio renal en mujeres jovenes en edad fértil con sobrepeso u obesidad, puesto
que la etapa gestacional se considera un estado de estrés fisiologico para el organismo

que pone a prueba la salud cardiovascular y renal materna.

A pesar de todos estos resultados y que, como se ha citado anteriormente, se ha

detectado un notable aumento de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en mujeres con

edad reproductiva (Otero-Naveiro et al., 2021), no existen estudios que hayan analizado

los cambios en la hemodindmica renal materna durante la gestacion en mujeres jovenes
con ambos desordenes. Asi mismo, tampoco se han llevado a cabo estudios longitudinales
en modelos experimentales animales que permitan determinar el comportamiento de la
hemodinamica renal a lo largo de la gestacion en respuesta al sobrepeso inducido por una

alta ingesta de grasa desde edades tempranas.

1.6.3 Flujo sanguineo uterino y obesidad durante el embarazo

Varios estudios han demostrado que el sobrepeso y la obesidad puede inducir
alteraciones en la estructura y el funcionamiento de la placenta durante el embarazo, las
cuales se han asociado con aumentos de diferentes factores inflamatorios, lipotoxicidad,

disfuncién endotelial y alteraciones en el transporte de nutrientes, en los procesos de

angiogénesis y en el remodelado de las arterias espirales (Reichetzeder, 2021). En este

sentido, se ha descrito que las mujeres obesas presentan una reducida vascularizacion
fetoplacentaria, que esta asociada con menores niveles séricos del factor angiogénico
PIGF que los observados en mujeres gestantes de peso normal. También existen
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evidencias de que la obesidad esté relacionada con una mayor proporcion de musculo en
la vasculatura uteroplacentaria, sugiriendo que este trastorno metabdlico podria provocar
isquemia placentaria y, por tanto, contribuir a la CIR y a la PE. Por otra parte, se ha
demostrado que la relacion peso fetal/peso placenta, considerada como un indice de
eficiencia placentaria, disminuye a medida que aumenta el IMC. Esta reduccion en la
eficiencia de la placenta, entendida como una disminucion de la capacidad de la placenta
para mantener un adecuado aporte de nutrientes al feto puede ser debida tanto a
alteraciones en el peso del feto como en el peso de la placenta. A pesar de ello, la
hipertrofia placentaria parece ser la causa mas comun del reducido indice de eficiencia
placentaria caracteristico de las madres con obesidad. En este sentido, el mayor peso de
las placentas en las madres obesas se ha asociado a un excesivo crecimiento fetal y a
sobrepeso en los neonatos. Sin embargo, hay un porcentaje de mujeres obesas que
presentan CIR y dan a luz bebés de bajo peso, alteraciones que parecen estar asociadas a
disminuciones en el peso de la placenta y que pueden ser consecuencia de un reducido

flujo sanguineo al lecho uteroplacentario.

Por otra parte, los estudios que han analizado los cambios en el FSU en madres

obesas durante la gestacion son escasos.|Kim et al. (2015)|determinaron el IP de la arteria

uterina mediante velocimetria Doppler en 229 mujeres al principio del tercer trimestre de
gestacion. Estos autores encontraron que la incidencia de valores anormales de este indice
fue dos veces mayor en mujeres con un IMC > 25 kg/m? previo al embarazo. Asi mismo,
valores anormales del IP de la arteria uterina se han descrito en el primer y segundo

trimestre de embarazo en mujeres obesas.

Estudios experimentales en monos han demostrado que la ingesta crénica de una
DAG provoca disminuciones en el flujo sanguineo en la arteria uterina en el tercer
trimestre de gestacion, que estdn asociadas a diversas lesiones histopatologicas en la
placenta. La reduccion del FSU inducida por la DAG en este estudio fue independiente

de la obesidad materna, ya que se observo en todos los animales a pesar de que en un

grupo de ellos la dieta no provocd cambios significativos en el peso materno (Frias et al.,

2011). Ademas, la sustitucion de la DAG por una dieta normal tres meses antes de la

concepcidn, atenud las alteraciones en la perfusion placentaria observada en estos

animales (Salati et al., 2019). Estos resultados sugieren que un aumento en la ingesta de

grasa en el embarazo podria tener un efecto negativo sobre la perfusion placentaria que

seria independiente del aumento de peso inducido por este tipo de dieta. En la misma
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linea, [Wallace et al. (2008)] demostraron en un modelo experimental de

sobrealimentacion en ovejas, que un aumento en la ingesta de nutrientes durante la
gestacion inducia disminuciones del FSU desde el segundo trimestre de embarazo, que

estaban asociadas a una menor masa placentaria y a la CIR. En este modelo experimental,

a diferencia de lo que ocurri6 en el estudio de|Frias et al. (2011)] la reduccion del FSU en

el grupo de animales sobrealimentado estuvo asociada a un mayor incremento de peso
materno y un aumento en la adiposidad. Estos resultados sugieren que alteraciones
tempranas en el FSU inducidas por una excesiva ganancia de peso en las madres gestantes
podrian ser un indice de una inadecuada perfusion placentaria y una causa importante de

CIR.

Todos estos resultados, en algunos aspectos contradictorios, ponen en evidencia
la necesidad de estudios adicionales que analicen longitudinalmente los efectos de una
alta ingesta de grasa sobre las alteraciones del FSU a lo largo de la gestacion, y que
permitan clarificar los mecanismos subyacentes, ademas ser el punto de partida para el

diagnéstico e identificacion temprana de posibles desordenes gestacionales.

1.7 REDUCIDO NUMERO DE NEFRONAS Y GESTACION

La presencia de ERC en mujeres gestantes se ha asociado con diversas
complicaciones y efectos adversos en el embarazo, entre los que se incluyen la PE, los
nacimientos prematuros y el bajo peso al nacer (BPN). La ERC se define como la
disminucion de la funcién renal, expresada como una TFG < 60 ml/min/1.73m? sin otros
signos de enfermedad renal, o como la presencia de dafo renal durante mas de 3 meses,
manifestada en forma directa por alteraciones histologicas en la biopsia renal o en forma

indirecta por marcadores de dafio renal como albuminuria o proteinuria, alteraciones en

el sedimento urinario o alteraciones en pruebas de imagen (Eknoyan, 2007). Con el

aumento de la incidencia de esta enfermedad en la poblacion en general, la proporcion de
mujeres en edad fértil que presentan esta enfermedad es cada vez mayor. El espectro de
alteraciones renales observadas en mujeres en edad fértil es muy amplio. Las mas

frecuentes comprenden anormalidades congénitas del riion y del tracto urinario,

nefroesclerosis hipertensiva, nefropatia diabética y diversas glomerulopatias {Eknoyan,

2007).

40

AV



En las ultimas décadas, se ha demostrado que un ambiente perinatal adverso puede
programar la aparicion de enfermedad renal e HTA en la edad adulta. Segun el paradigma

de la “programacion de la salud y la enfermedad durante el desarrollo” descrito por

primera vez por|Barker yOsmond (1986} las condiciones adversas durante el desarrollo

fetal, la etapa perinatal o en la nifiez temprana, pueden afectar la adecuada diferenciacion
de los distintos 6rganos y programar la aparicion de enfermedades durante la etapa adulta.
Numerosos estudios epidemiologicos posteriores han confirmado esta hipdtesis
mostrando fuertes evidencias de una asociacion entre BPN, parto pretérmino, exposicion
a obesidad o malnutricion materna, exceso de glucocorticoides y PE, con una mayor

vulnerabilidad a una amplia variedad de enfermedades en la vida adulta, entre las que se

incluyen HTA, enfermedad cardiovascular, diabetes y ERC (de Jong et al., 2012{|Gilbert

y Nijland, 2008]|Mu et al., 2012). La insuficiencia placentaria, un factor comun a la

mayoria de alteraciones citadas, induce malnutricion e hipoxia fetal, las cuales van a

llevar a un anormal crecimiento del feto y a una alteracion en el proceso de nefrogénesis

Ojeda et al., 2008). En este sentido, un estudio realizado en 1200 mujeres ha mostrado

la existencia de una relacién directa entre el aumento de la resistencia placentaria,

crecimiento fetal y el volumen del rifién en el tercer trimestre de gestacion (Verburg et

al., 2007). Varios modelos animales con diferentes grados de alteracion en el desarrollo

renal, muestran también HTA y dafio renal en la edad adulta (Gilbert y Nijland, 2008).

Brenner et al. (1988)| hipotetizaron que aquellos factores que provocan un BPN, pueden

llevar a una reduccion programada del numero de nefronas, lo cual podria explicar en
parte, la demostrada asociacion entre una mayor susceptibilidad a HTA y ERC en las
poblaciones més desfavorecidas. De acuerdo con esta hipotesis, se ha encontrado que un

peso al nacer por debajo de 3 kg estd correlacionado con un tamafio reducido del rifion y

la aparicion de hipertension sal-sensible (de Boer et al., 2008j [Perdld et al., 2011).

Ademas, se ha demostrado que el nimero de nefronas y la masa renal varian
proporcionalmente en nifios hasta los tres meses de edad (Zhang et al, 2008), por lo que

un reducido volumen renal en la etapa fetal y perinatal podria ser un indice de un reducido

numero de nefronas en este periodo del desarrollo. Un rifion con menos nefronas (Brenner

etal., 1988) tendria alterada la funcion excretora, de manera que en las nefronas existentes

se produciria hiperfiltracion e hipertrofia provocando dafios estructurales y alteraciones
en la funcion renal, que se agravarian como consecuencia del aumento de la PA, llevando

finalmente a una insuficiencia renal. Todos estos resultados indican que un déficit de
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nefronas en la etapa fetal y/o perinatal podria ser una causa probable de ERC ¢ HTA en

la edad adulta.

Varios estudios epidemiologicos y metaandlisis recientes (Andraweera et al.,

2019}[Rasmussen y Irgens, 2007{| Tsujimoto et al., 2022), aportan evidencias consistentes

de que las mujeres con BPN o nacidas prematuras tienen una mayor probabilidad de
desarrollar PE e HTA durante la gestacion. Sin embargo, los mecanismos que conectan
estos desordenes hipertensivos con el reducido peso al nacer o el nacimiento prematuro
de las madres gestantes permanecen sin determinar. A pesar de que los resultados
expuestos anteriormente apuntan a que un menor nimero de nefronas en estas mujeres
podria ser el nexo entre un ambiente perinatal adverso y la posterior aparicion de
complicaciones gestacionales, este aspecto no ha sido estudiado en profundidad. Hasta el
momento no existen estudios en mujeres ni en modelos animales experimentales que
hayan analizado las adaptaciones cardiovasculares y renales a lo largo de la gestacion en

madres con reducido nimero de nefronas desde la etapa perinatal.

Debido a que hay un amplio consenso sobre la relacion directa entre el BPN y

reducido volumen renal (Mishra et al., 2014), y que como se ha citado anteriormente, el

volumen renal al nacer, es una buena forma de estimar el nimero de nefronas. Los
primeros modelos experimentales que fueron desarrollados para el estudio de la
programacion perinatal de la enfermedad cronica, estudiaron los efectos de la CIR debido
a desnutricion sobre la nefrogénesis. Estudios posteriores, en una amplia variedad de
modelos experimentales, han demostrado que la salud materna tiene un impacto
significativo en el numero de nefronas que muestra su descendencia. Asi, algunos de los
factores que parecen estar envueltos en el anormal desarrollo del rifion fetal son
malnutriciéon materna y obesidad, deficiencia en zinc y vitaminas A y D, ingesta de

alcohol y consumo de tabaco, administracion de glucocorticoides y drogas inhibidoras de

la actividad del SRA y disfuncion renal materna (Lumbers et al., 2020). Una caracteristica

comun en la mayor parte de estos modelos experimentales es que se produce un descenso

en la actividad del SRA durante el periodo nefrogénico, y esta parece ser una de las

principales causas de la disminucion en el numero de nefronas {(Taylor et al., 2014).

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado un modelo experimental con
alteraciones del desarrollo renal inducidas por la administracion oral de un antagonista de

los receptores AT (candesartan, 7 mg/kg/dia) durante los primeros 14 dias de vida. Hay
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que destacar que la nefrogénesis en la rata, a diferencia de lo que ocurre en humanos, no
acaba en la etapa final de la gestacion, sino que continua después del nacimiento. Estudios
de nuestro grupo utilizando este modelo, han confirmado la importancia de la Ang II en

la nefrogénesis, puesto que la administracion neonatal del antagonista de los receptores

AT; produce cambios irreversibles en la morfologia renal {Saez et al., 2007). En este

sentido, resultados previos de nuestro grupo han demostrado que las hembras adultas que
fueron tratadas con el antagonista en la etapa perinatal presentan reducido nimero de

nefronas, glomeruloesclerosis, HTA y una reserva funcional renal reducida , a pesar de

que el peso del rifion y la hemodinamica renal basal son normales (Loria et al., 2007a

2007b}|Saez et al., 2007). Estas alteraciones se agravan con el tiempo, de manera que a

los 11 meses estos animales desarrollan HTA sal-sensible y un mayor dafio renal, con

presencia de proteinuria {Salazar et al., 2008). Sin embargo, se desconoce la respuesta de

estos animales a la gestacion. En este sentido, es importante destacar que mientras que
algunos individuos que estan “programados” desde etapas tempranas de la vida
desarrollan enfermedades cronicas a pesar de vivir en un ambiente saludable y tener un
adecuado estilo de vida, otros solo desarrollan la enfermedad cuando estan expuestos a
segundas influencias ambientales adversas o lo que se conoce con el término inglés
segundo “hit” o segundo “insult”. Estos “hits” pueden ser exdgenos, como por ejemplo

la exposicion a nefrotoxinas o cirugia, o enddégenos como la diabetes, obesidad e incluso

la gestacion (Luyckx y Brenner, 2020). La gestacion se considera un test de estrés

fisiologico para el sistema cardiovascular materno, puesto que como ya se ha descrito
ampliamente en los apartados anteriores, sufre multiples adaptaciones durante el

embarazo en respuesta a las demandas del feto en crecimiento. Las mujeres que no pasan

este test de forma adecuada sufren embarazos complicados {Andraweera et al., 2019).

Por tanto, en la presente tesis doctoral se va a analizar si una reduccion en el
nimero de nefronas desde la etapa perinatal va a condicionar la adecuada respuesta
hemodinamica a la gestacion y va a interferir en la regulacion de la presion arterial en
ratas gestantes. Ademas, y siguiendo la hipotesis “multiple-hit” se determinara si una alta
ingesta en grasa desde una edad temprana puede potenciar los efectos de la gestacion
sobre este modelo de programacion perinatal de la enfermedad renal y cardiovascular.
Como ya se ha explicado en el apartado correspondiente a la obesidad, a pesar de los
numerosos estudios que han relacionado este desorden con diferentes alteraciones

renales, no parece ser suficiente per se para provocar la aparicion de glomeruloesclerosis
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y disminucion de los parametros hemodinamicos renales en la mayoria de los individuos
en edades tempranas. En este sentido, es importante considerar que situaciones adversas
durante la gestacion o la etapa perinatal, que interfieran con el adecuado desarrollo del
rifidon podrian determinar la aparicion de proteinuria y glomeruloesclerosis en las personas

obesas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de la presente tesis doctoral es:

“Determinar el efecto de una ingesta elevada de grasa desde edad temprana sobre la
respuesta hemodindamica a la gestacion, y los cambios de la presion arterial, en ratas

con déficit de nefronas”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Los objetivos especificos disefiados para la consecucion del objetivo principal de

la presente tesis se justifican a continuacion.

A pesar de que las adaptaciones hemodinamicas a la gestacion han sido evaluadas
en numerosos estudios, no existe un amplio consenso sobre el grado y la cronologia de
los cambios en las diferentes etapas gestacionales. La heterogeneidad de los métodos de
medida empleados y el caracter invasivo de los mismos, plantean la necesidad de llevar
a cabo nuevos estudios usando técnicas no invasivas que permitan evaluar adecuadamente
la respuesta hemodindmica integrada a la gestacion en el mismo sujeto, facilitando asi, el
estudio de las alteraciones en esta respuesta que caracterizan a determinadas condiciones
patologicas gestacionales. Por lo tanto, el primer objetivo especifico de esta tesis doctoral
es describir los cambios en la hemodindamica cardiaca, renal y uterina, y su relacion
con la presion arterial a lo largo de la gestacion en ratas control, mediante el empleo

de técnicas no invasivas.

El uso de la ultrasonografia Doppler ha sido muy utilizado en los ultimos afios
para valorar la hemodindmica de la circulacion uteroplacentaria durante la gestacion. El
descenso en varios indices calculados a partir de las ondas de velocidad Doppler de la

arteria uterina a lo largo de la gestacion, se ha interpretado en la mayoria de los estudios
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como una consecuencia de la disminucion de la resistencia en la vasculatura distal. Sin
embargo, los estudios en los que se ha demostrado una asociacion entre el remodelado de
las arterias espirales y los cambios en los parametros hemodindmicos obtenidos por
ultrasonografia Doppler en las arterias uterinas son escasos. Por tanto, el segundo de los
objetivos de la presente tesis doctoral es determinar los cambios en los parametros
hemodinamicos en las arterias uteroplacentarias a lo largo de la gestacion, en ratas
con alteraciones en el remodelado de las arterias espirales y aumentos de la presion

arterial inducidos por una disminucion de la actividad de la hemo-oxigenasa.

La obesidad materna es uno de los principales factores de riesgo para la aparicion
de complicaciones materno-fetales durante el embarazo. Esta estrechamente relacionada
con numerosas alteraciones que aparecen durante la gestacion, entre las que se
encuentran la diabetes gestacional, altas tasas de cesarea, nacimientos prematuros y
desérdenes hipertensivos como la HTA gestacional y la PE. En este sentido, se ha
demostrado que el riesgo de PE o de HTA inducida por el embarazo es significativamente
mayor si la madre tiene sobrepeso u obesidad. Ademas, la incidencia epidemioldgica y
los datos derivados de modelos animales han demostrado que los nifios nacidos de
madres con sobrepeso presentan un alto riesgo de desarrollar obesidad y enfermedades
cardiovasculares en la edad adulta. A pesar de los numerosos datos epidemioldgicos
existentes, los estudios que han analizado los cambios de la PA y la respuesta
hemodinamica a la gestacion en mujeres con sobrepeso u obesidad son escasos. Por ello,
el tercer objetivo especifico de esta tesis doctoral es analizar la influencia de una alta
ingesta de grasa desde edad temprana en la respuesta hemodindmica a la gestacion y

su relacion con los cambios de la presion arterial.

La HTA crénica es otro factor de riesgo importante para la aparicion de
complicaciones durante el embarazo. En este sentido, el 15-25% de mujeres con HTA
cronica desarrollan PE durante el embarazo. A pesar de que los mecanismos implicados
en la aparicion de HTA cronica son variados y complejos, el papel del rifion en el origen
de esta enfermedad es indiscutible. Alteraciones como una reducida masa renal,
disminucién de la tasa de filtracion glomerular y una disminucién en la capacidad de
excrecion de sodio, se han observado frecuentemente en individuos con HTA cronica.
Numerosos trabajos de investigacion en los tltimos afios han relacionado la disminucion
temprana en el numero de nefronas con la aparicion de disfuncién endotelial y con el

desarrollo de alteraciones renales e HTA en la edad adulta. Sin embargo, hasta el
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momento no se ha determinado si las mujeres con déficit de nefronas desde el nacimiento
presentan una respuesta hemodinamica inadecuada a la gestacion o tienen un mayor
riesgo de sufrir complicaciones gestacionales. Por este motivo, el cuarto objetivo
especifico del presente trabajo de tesis doctoral es evaluar la respuesta hemodinamica
a la gestacion y la evolucion de la presion arterial en ratas con déficit de nefronas

desde la etapa perinatal.

Se ha demostrado que un riiidn con menor nimero de nefronas desde la etapa
perinatal tiene una menor capacidad para responder a situaciones que exigen el
reclutamiento de la reserva funcional renal, de manera que un segundo o tercer “hit”
puede acelerar el dafio renal en individuos con déficit de nefronas y, por tanto, provocar
una clara manifestacion de la enfermedad. En este sentido, la obesidad en estos
individuos es un factor de riesgo importante para el desarrollo de grados mas severos de
la enfermedad. Por otra parte, la gestacion se considera un test de estrés fisioldgico para
el sistema cardiovascular materno, puesto que este sufre importantes adaptaciones
durante el embarazo. Sin embargo, los efectos de la obesidad o el sobrepeso en la
respuesta hemodindmica a la gestacion mujeres con enfermedad renal programada no se
conocen. Asi, el ultimo de los objetivos especificos de la presente tesis doctoral es
determinar si la ingesta elevada de grasa desde una edad temprana, supone un factor
de riesgo aiadido para el desarrollo de alteraciones en la respuesta hemodindamica a

la gestacion y en la presion arterial en ratas con déficit de nefronas.
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3 MATERIAL Y METODOS

Todos los procedimientos fueron realizados en ratas Sprague-Dawley (SD)
suministradas por el Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de Murcia.
El estudio fue previamente aprobado por el comité de ética de nuestra Universidad
(A1320140709) y los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la Directiva
2010/63/EU de proteccion de animales usados para fines cientificos. Las ratas fueron
alojadas en jaulas de plastico (45x34x20 cm) y acomodadas con un lecho de viruta de
madera, dentro de una habitacidon con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,
con temperatura (24 £+ 2°C) y humedad relativa (45-60%) controladas y con acceso ad

libitum a comida y agua.

La metodologia utilizada y los protocolos experimentales disefiados para cumplir
cada uno de los objetivos se explican a continuacién. Dada la similitud en el disefio de
los protocolos experimentales para llevar a cabo los objetivos 1, 3, 4 y 5 se describirdn
conjuntamente, mientras que los correspondientes al objetivo 2 se detallardn

posteriormente.

3.1 DISENO Y GRUPOS EXPERIMENTALES (objetivos 1,3 ,4y 5)

Los grupos de animales estudiados para cumplir los objetivos 1, 3, 4 y 5 se
obtuvieron del cruce de ratas hembras SD de 12-14 semanas de edad con machos SD en
edad fértil. Se consideré como dia 1 de gestacion (E1) la mafiana en la que se encontro
por primera vez esperma en el frotis vaginal de las hembras. Tras el parto, después de un
periodo gestacional de entre 21-23 dias (E21), las camadas obtenidas a partir de cada rata
fueron estandarizadas (10 crias/rata). Las camadas con menos de 10 o més de 16 animales

fueron excluidas.

En el momento del destete, a los 22 dias de edad, las hembras procedentes de las
diferentes camadas fueron separadas y distribuidas en grupos de dos animales por jaula.

Para la formacion de los grupos experimentales se emple6 un software online de

randomizacion (www.randomizer.org), obteniendo asi, los siguientes grupos:
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e Grupo I: ratas gestantes control (n=10): ratas alimentadas con dieta con un

contenido normal de grasa (DNG) desde el destete y durante toda la gestacion.

e Grupo 2: ratas gestantes alimentadas con una dieta alta en grasa (DAG)
(n=10): ratas alimentadas con una DAG desde el destete y durante toda la

gestacion.

e Grupo 3: ratas gestantes con reducido nimero de nefronas (ARA) (n=7): ratas
alimentadas con DNG desde el destete y durante toda la gestacion, y con
alteracion de la nefrogénesis inducida por la administracién de un antagonista de

los receptores ATi (ARA 1) los primeros 14 dias postnatales.

e Grupo 4: ratas gestantes con reducido nimero de nefronas y alimentadas con
una dieta alta en grasa (ARA-DAG) (n=10): ratas alimentadas con DAG desde
el destete y durante toda la gestacion, y con alteracion de la nefrogénesis inducida
por la administraciéon de un antagonista de los receptores AT; (ARA II) los

primeros 14 dias postnatales.

A las 12 semanas de edad, las ratas hembras se colocaron en una jaula con un macho
fértil, considerandose como E1 la mafiana en la que se encontrd esperma en el frotis
vaginal. Las ratas gestantes del mismo grupo experimental, se distribuyeron por parejas
en diferentes jaulas, y cuatro dias antes del parto (17 dias de gestacion), se separaron en
jaulas individuales. Los cambios en la PAS, GC, FSR y TFG fueron evaluados antes de
la concepcion y en los dias 7, 14 y 19 de gestacion en todos los grupos de animales. La
hemodinamica de la arteria uterina y de las arterias radiales se examind en los dias 7, 14
y 19 de gestacion debido a que los sacos amnidticos en la rata inicamente se visualizan
con claridad a partir del dia 7 de gestacion. Para la valoracion de la funcion cardiaca, la
medida del FSR y el analisis de la hemodindmica uterina, se empled un equipo preclinico
de ultrasonidos de alta resolucion (Vevo® 3100, VisualSonics, Toronto, Canada). Las
medidas de PAS se realizaron mediante un pletismografo computarizado (CODA, Kent
Scientific Corporation, CT). El valor final de este parametro fue el resultado del promedio
de 10 mediciones consecutivas. Transcurridas cinco horas de haber finalizado la

evaluacion ecografica y de la PAS, se determind la TFG mediante la cinética de
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eliminacion de un analogo de inulina marcado con fluorescencia. Después del parto, las

ratas fueron mantenidas con todas sus crias hasta finalizar el experimento.

3.1.1 Modelo experimental de reducido numero de nefronas

La disminucién en el nimero de nefronas en las ratas hembra se indujo mediante
la administracion oral de un antagonista de los receptores AT (ARA II) (candesartan, 7

mg/kg/dia) durante los primeros 14 dias de vida (figura 1) como ha sido descrito en

estudios previos de nuestro grupo (Loria et al., 2007a}|2007b}|Saez et al., 2007). En estos

estudios se ha demostrado que las hembras adultas que fueron tratadas con el ARA II en
la etapa perinatal presentan reducido numero de nefronas, glomeruloesclerosis, HTA y
una reserva funcional renal reducida, a pesar de que el peso del rifidon y la hemodindmica
renal basal son normales. Estas alteraciones se agravan con el tiempo, de manera que a

los 11 meses estos animales desarrollan HTA sal-sensible y un mayor dafio renal, con

presencia de proteinuria {(Salazar et al., 2008).

PERIODO NEFROGENICO

Prenatal Postnatal
[ * y *
E1 E12 E21 P1 P14
Administrécién del -, R
antagonista del —_—

receptor AT1 (ARA)

*Nﬂmero de nefronas

Figura 1: diagrama representativo del periodo nefrogénico de la rata y el protocolo realizado
para la obtencion de los grupos experimentales con reducido nimero de nefronas mediante la
administracion de un ARA. El: dia embrionario 1; E12: dia embrionario 12, E21: dia
embrionario 21, P1: dia postnatal 1, P14: dia postnatal 14.
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3.1.2 Dietas utilizadas

Dieta con contenido normal en grasa (DNG) (Tekland 2014, densidad

energética: 2,9 Kcal/g): las calorias de la dieta proceden de las proteinas (20%),

de la grasa (aceite de soja) (13%) y de los carbohidratos (67%).

* Dieta alta en grasa (DAG) (Tekland TD.06414, densidad energética: 5,1 kcal/g):

las calorias de la dieta proceden de las proteinas (18,4%), de la grasa (manteca de

cerdo + aceite de soja) (60,3%) y de los carbohidratos (21,3%).

3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

}

Cronograma de la evaluacion hemodinamica

y
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Figura 2: representacion esquematica de la determinacion de los distintos parametros

hemodinamicos llevados a cabo en la rata antes y a lo largo de la gestacion.
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3.2.1 Estudio ecografico

3.2.1.1 Preparacion para la imagen

Los estudios ecograficos se realizaron bajo anestesia inhalatoria (isoflourano con
O; administrado mediante mascarilla: 4% para inducir y 2-2.5% para el mantenimiento)
(figura 3A4) y fueron realizados por un mismo operador (LO), en un periodo de tiempo
que no sobrepaso los 30 minutos en cada una de las determinaciones. Los animales
anestesiados se colocaron en posicidon supina sobre una plataforma calefactora para
mantener su temperatura corporal durante todo el procedimiento. Las cuatro extremidades
se pusieron en contacto con diferentes electrodos para monitorizar la FC, la frecuencia
respiratoria (FR) y el electrocardiograma (ECG). La temperatura corporal se controlo
mediante un sensor de temperatura rectal integrado (36.5-37.5°C) (figura 3B). Ademas,
se les aplicd un colirio en ambos ojos con el fin de prevenir la desecacion e irritacion
provocada por la anestesia. La region tordcica, abdominal y pélvica de la parte ventral del
animal se depild con una rasuradora eléctrica y mediante la aplicaciéon de una crema
depilatoria. Como medio de contacto se utilizé un gel de ecografia atemperado, que se

aplico sobre la piel del animal para facilitar la penetracion de los ultrasonidos.

Figura 3: caja de induccion anestésica (A); animal posicionado sobre la plataforma térmica y
mantenido bajo anestesia inhalatoria mediante mascarilla. Las cuatro extremidades permanecen

en contacto con los electrodos y una sonda rectal monitoriza la temperatura corporal (B).
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3.2.1.2 Equipo de ultrasonografia y obtencion de las ondas de velocidades Doppler

El estudio ecografico se llevd a cabo empleando un sistema de ultrasonidos
preclinico de alta resolucion (Vevo® 3100, VisualSonics, Toronto, Canadd) (figura 4)

equipado con dos transductores lineales array (MX Series) (figura 5).

Figura 4: equipo de ultrasonidos preclinico de alta frecuencia Vevo® 3100 y una de las sondas
lineales array ampliada.

Transductor Frecuencia Ancho de Resolucion Campo de vision | Profundidad
central (MHz) | banda (MHz) | espacial (um) Max. (mm) focal (mm)
MX250
20 13-30 Lateral: 165 Ancho: 23 15
- i i Axial: 75 Profundidad: 36
MX400
30 22-55 Lateral: 110 Ancho: 15,4 9

- @ 1 Axial: 50 Profundidad: 20

Figura 5: transductores lineales array MX250 y MX400 y sus principales caracteristicas.
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El transductor seleccionado se acoplo al “system rail” (Vevo® Integrated Rail
System) integrado por un conjunto de elementos que permiten manipular y posicionar
tanto el transductor como la camilla calefactora donde se encuentra posicionado el animal

hasta conseguir la imagen deseada (figura 6).

Figura 6: Integrated Rail System y sus diferentes elementos: motor para obtener medidas
volumétricas mediante el modo 3D (A); soporte de acoplamiento de la sonda ecografica (B);
transductor (C); base de la plataforma donde se integran los diferentes elementos (D); camilla
térmica (E) con cuatro electrodos y sistema de monitorizacion de las constantes fisioldgicas del
animal (F); sistema de microinyeccion (G).

Una vez estabilizadas las constantes vitales del animal, se procedio a la realizacion
del estudio ecografico. El transductor seleccionado (MX250 o MX400) se acoplo en el
system rail y a continuacion se activo el modo-B para localizar y visualizar los érganos
de interés. La profundidad de la imagen fue ajustada entre 3 y 10 mm y se obtuvieron
entre 20-30 fotogramas/s en cada una de las adquisiciones. Una vez localizado el vaso, se
activo el Doppler color para detectar la direccion y la velocidad del flujo sanguineo dentro
del mismo. La frecuencia de repeticion de pulso o “pulse repetition frecuency” (PRF) fue
fijada entre 4 y 48 kHz para detectar las velocidades de flujo desde las mas bajas a las
mas altas, respectivamente. La pared de filtro se ajustd entre 100 y 250 Hz. A

continuacion, se selecciono el Doppler pulsado y el volumen de muestra se coloco en el

59



centro del vaso y de forma paralela, ajustandolo entre 0.2 y 0.5 mm. El transductor y el

cursor del angulo se fueron moviendo y orientando hasta conseguir que el angulo de

insonacioén estuviera en un rango entre 30°-60°. A partir del volumen de muestra

seleccionado de la luz del vaso, se obtuvo el espectro de ondas de velocidades Doppler.

3.2.1.3 Analisis de la onda de velocidades Doppler

60

Velocidad sistdlica maxima o “peak systolic velocity (PSV)”: el punto mas alto de

la onda sistolica fue considerado como el pico de velocidad sistolica. Es el punto
donde la frecuencia Doppler es maxima. Fue medida en 5 ciclos cardiacos

consecutivos.

Velocidad diastélica final o “end-diastolic velocity (EDV)”: el punto més bajo
antes del siguiente pico sistolico fue considerado como la velocidad al final de la

diastole. Fue medida en 5 ciclos cardiacos consecutivos.

Velocidad media o “time-average maximum velocities (VM)”: es el promedio de

los valores méaximos (velocidad sistolica y velocidad diastolica) a lo largo del
tiempo de un ciclo cardiaco. Fue determinada por el equipo de ultrasonidos

automaticamente considerado cinco ciclos cardiacos consecutivos.

Integral de la velocidad en el tiempo o “velocity time integral (VTI)”: es la

integral bajo la curva calculada durante un ciclo cardiaco. Fue determinada por el
equipo de ultrasonidos automaticamente considerado cinco ciclos cardiacos

consecutivos.
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Figura 7: espectro de la velocidad de flujo sanguineo respecto al tiempo, en la que se sefiala la
PSV,EDV yla VTL

A pesar de que la forma habitual de valorar el flujo sanguineo uterino a partir del
espectro de ondas de velocidades Doppler en mujeres gestantes ha sido hasta el momento
la determinacion de los indices de pulsatilidad (IP=PSV-EDV/VM), resistencia
(IR=PSV-EDV/PSV) y de la relacion PSV/EDV (S/D), su uso como prueba diagnostica

para predecir complicaciones gestacionales esta siendo controvertido en los ultimos afios,

pues tienen un amplio margen de variacion, sensibilidad y especificidad (Flo et al., 2011).

Aunque estos indices son independientes del &ngulo de insonacion, no tienen unidades de
medida y presentan una relacion directa con la diferencia de velocidades de acuerdo con
la morfologia de la onda de velocidad de flujo, sea en condiciones de flujo sanguineo alto,
medio o bajo. Sin embargo, las velocidades de flujo calculadas a partir del espectro de

ondas de velocidades Doppler de la arteria (PSV, EDV, VM y la VTI) tienen unidades y

presentan relacion directa con el volumen de sangre que pasa por dicha arteria (Apaza

Valencia y Delgado Rendén, 2015), por lo que cada vez son mas numerosos los trabajos

de investigacion en los que se utilizan las velocidades de flujo para evaluar la perfusion
uteroplacentaria. Por todo ello, en el presente trabajo de tesis doctoral se han utilizado las
velocidades de flujo en lugar de los citados indices para analizar la hemodindmica de la

unidad uteroplacentaria en las diferentes situaciones experimentales.

61



3.2.1.4 Evaluacion de la funcion cardiaca

La evaluacion cardiaca fue llevada a cabo realizando una ecocardiografia en el eje
corto del corazén o corte axial, ya que esta proporciona una vista de la contraccion
completa del ventriculo izquierdo de forma concéntrica y permite una evaluacion precisa
de la morfometria y funcion cardiaca empleando el modo-B y modo-M. La sonda MX250
se acoplo al Integrated Rail System y posicionada desde el eje largo paraesternal se fue
rotando ortogonalmente hacia la izquierda de dicho eje hasta conseguir visualizar los
musculos papilares mediante el modo-B (figura 84). Cuando se consiguié obtener una
vision transversal del ventriculo izquierdo, en la que ambos musculos papilares se podian
ver con claridad y se observaban correctamente separados, se activd el modo-M. Se
colocd el volumen de muestra en el centro del ventriculo y se adquirieron las imagenes
para calcular el VS, la FC y el GC (figura 8B). Todos los parametros se obtuvieron de
tres ciclos cardiacos consecutivos. La profundidad de la imagen fue ajustada entre 4 y 17
mm, la velocidad de los fotogramas fue de 12 fotogramas/s y el tamafio de muestra de 10

a 14 mm.

Figura 8: corte axial del corazéon en modo-B (A) y las principales medidas funcionales del
ventriculo izquierdo en modo-M (B): VS y GC.
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3.2.1.5 Evaluacion del FSR

El FSR fue obtenido del rifion izquierdo debido a que su arteria renal se encuentra
mas superficial y tiene mejor acceso ecografico que la arteria renal derecha. Empleando
el Integrated Rail System, el transductor MX400 fue posicionado en un plano de seccion
transversal, 1-2 cm debajo del torax en la zona izquierda abdominal del animal. La sonda
fue posicionada creando un angulo de 90° con la linea paraesternal izquierda a nivel de
arteria renal izquierda. A continuacion, se activo el modo-B para visualizar la arteria renal
y se mediod su diametro trazando una linea entre los dos lados opuestos de la capa interna
de la pared de la arteria (figura 9A4). Se realizaron cinco medidas y se hizo una media de
todas ellas para obtener un valor total del diametro arterial. Al activar el modo Doppler
color, se visualizaron la arteria y la vena renal mediante una codificacion de colores
relacionados con la direccion y velocidad de flujo sanguineo (figura 9B). Se seleccion6
el Doppler pulsado y se coloco el cursor del angulo Doppler en el centro de la luz del
vaso, que se fue rotando hasta conseguir posicionarlo paralelo al vaso y con una
angulacion inferior a 60°. A partir del tamafio de muestra seleccionado se obtuvo el
espectro de velocidades de flujo, y el FSR se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

FSR=FC x VTI x nr?, donde r es el radio del vaso (figura 9C).

Dcamefro reqml - =3 ? Arterla renal - \

e 2 -\g% r-*;

sjww AJ190[9A

Figura 9: visualizacion en modo-B del didmetro de la arteria renal izquierda (A); arteria y vena
renal emergiendo de la aorta abdominal (Ao) en una imagen en Doppler color (B); espectro de
velocidades de flujo donde se ha calculado el VTI (C). En la parte superior aparece la formula
para obtener el FSR.
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3.2.1.6 Evaluacion de la hemodinamica de las arterias uterinas y radiales

Las ondas de velocidad Doppler de la arteria uterina fueron obtenidas cerca de la
unioén uterocervical, proxima a la arteria iliaca y detras de la vejiga urinaria. Para
localizarla, el transductor MX400 se posiciono un centimetro por encima del orificio
vaginal, orientado diagonalmente, quedando la muesca del transductor en la zona derecha
del animal. Para conseguir una imagen nitida se utilizé el Integrated Rail System. Una
vez posicionado el transductor, se activé el modo-B y se obtuvo una imagen de la vejiga
urinaria junto con los cuernos uterinos. Posteriormente se seleccion6 el Doppler color y

se visualiz0 la arteria uterina (figura 10).

Cuerno
uterino

b
5
=
=3
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B

Figura 10: imagen Doppler de la arteria uterina y su espectro de velocidades de flujo.

También se obtuvieron las ondas Doppler de las arterias radiales, ya que aportan
informacion esencial acerca de la irrigacion embrionaria. La evaluacion ecografica fue
llevada a cabo en cuatro embriones, dos de cada cuerno uterino. La sonda MX400 se

empled durante la primera y segunda semana de gestacion, y la MX250 en el dia 19 de
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gestacion. El transductor se posiciond en un plano transversal o longitudinal bajo el torax
y se fue desplazando para localizar los fetos usando el modo-B. Después, se activo el
modo Doppler color y las arterias radiales se pudieron visualizar alrededor de los

embriones (figura 11).
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Figura 11: arterias radiales rodeando a los embriones de rata en distintas etapas de gestacion
(7,14 y 19 dias, respectivamente) y sus espectros de velocidades de flujo.

3.2.1.7 Analisis de imagen

Todas las imagenes fueron transferidas a una memoria externa y posteriormente
analizadas en una estacion de trabajo mediante el paquete de software de analisis Vevo
LAB V.3.0.0 (VisualSonics).
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3.2.2 Medida de la TFG en ratas conscientes

Las determinaciones de la TFG se realizaron utilizando una técnica desarrollada
recientemente, que permite medir este pardmetro de forma no invasiva en el animal
consciente mediante un dispositivo transcutaneo que cuantifica el aclaramiento de un
marcador exogeno de la filtracion glomerular marcado con fluoresceina. Este marcador
exdgeno, la sinestrina, es un analogo de la inulina y estad marcado con isotiocianato de
fluoresceina (flurescein-isothiocynate-labelled [FITC] sinistrin). El dispositivo que se
coloca al animal es de pequefio tamafo (NIC-Kidney, Manheim Pharma & Diagnostic,
Germany) y estd compuesto por una bateria y 2 diodos, uno que emite luz de longitud de
onda 480 nm y otro diodo que detecta la luz emitida por el fluorocromo marcador a 520

nm a través de la piel (figura 12A).

Para la colocacion de dicho dispositivo, las ratas fueron ligeramente anestesiadas
mediante isofluorano (2-2.5%) y se les rasurdé una pequefia zona del dorso con una
rasuradora eléctrica y crema depilatoria. El dispositivo se coloco en la zona desprovista
de pelo, asegurando un adecuado contacto con la piel y se fijo mediante una cinta adhesiva
(figura 12B). Seguidamente, se inyectd a los animales una solucién de FITC- sinistrin
(40 mg/ml) a través de la vena de la cola (5 mg/100 g peso corporal) y se les dejé despertar
de la anestesia en jaulas individuales, en las cuales permanecieron durante el tiempo de
la medicion. Una vez finalizado el periodo de medida (120 min), el dispositivo se retird
de la piel del animal y se conectd a un ordenador mediante un cable USB para descargar
los datos recogidos. El software de analisis calcul6 la vida media de FITC-sinistrin (t1/2)
junto con un valor R2 determinado por un modelo de compartimento 1 (figura 12C). La
vida media de FITC-sinistrin permite calcular la TFG utilizando un factor de conversion
(31.26 / t1/2). Esta metodologia es muy sensible y presenta multiples ventajas en
comparacion con los métodos convencionales de medicion de TFG, como es el caso del
aclaramiento de la inulina. La capacidad de medir el aclaramiento de sinestrina a través
de la piel permite evaluar la funcidn renal sin necesidad de implantar un catéter para la
toma de muestras sanguineas repetidas. Esto podria conducir a hipovolemia en animales
de tan pequefio tamafo, con consecuentes cambios en la actividad nerviosa simpatica y
en la Ang II, que podrian reducir la TFG. Ademas, los métodos de aclaramiento
generalmente requieren la restriccion del movimiento de los animales para la recoleccion

de muestras, causadndoles asi, un gran estrés, que no es nada adecuado en un estado
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gestacional. Su caracter no invasivo hace posible realizar varias mediciones a lo largo del

tiempo y en un mismo animal.

00:15:00 00:45:00 01:00:00 01:15:00 01:30:00 01:45:00

Figura 12: colocacion (A) y fijacion (B) del dispositivo de medicion de la TFG al cuerpo del
animal; curva de la cinética de eliminacion de la FITC-sinistrin (C).

3.2.3 Medicion de la presion arterial en ratas anestesiadas

La PAS fue determinada a través de un pletismografo computarizado (CODA,
Kent Scientific Corporation, CT) (figura 13). Se trata de un método no invasivo de
medicion de PA constituido por un manguito de oclusion que se infla y desinfla alrededor
de la arteria de la cola del animal. Mediante un sensor de registro de presion-volumen
colocado alrededor de la cola y un transductor de presion sanguinea se pueden obtener
los cambios de presion sistolica y diastdlica que ocurren en la vena de la cola del animal.
Para obtener medidas fiables, las mediciones se realizaron en una habitacion tranquila,
libre de ruidos y aclimatada a una temperatura de 25-30°C. Ademas, el animal fue
ligeramente anestesiado mediante isoflourano (2-2.5%) para minimizar el estrés
provocado por el inflado y el desinflado del manguito en cada uno de los ciclos. A
continuacion, se colocd en una plataforma calefactora a 32-34°C con el fin de mantener

la temperatura corporal (36.5-37.0°C) durante todo el procedimiento y promover la
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vasodilatacion y la deteccion del flujo sanguineo a través de la cola del animal. Después
de 5-7 minutos de aclimatacién y estabilizacion del animal, se colocaron los dos
manguitos de oclusion en la base de la cola, dejando una separacion de 1-2 mm entre
ellos. Se configurd el software con los pardmetros deseados y comenzaron las mediciones.
Se realizaron 10 determinaciones consecutivas y el valor final de PAS fue el resultado del

promedio de todas ellas.

%6%%%

CODA

Figura 13: determinacion de la PA en rata mediante pletismografia computarizada

3.3 DISENO Y GRUPOS EXPERIMENTALES (objetivos 2)

3.3.1 Grupos experimentales

Para cumplir el objetivo 2 de la presente tesis doctoral, se compararon en primer
lugar, los efectos de un inhibidor de la HO, mesoporfirina de estaiio (SnMP), sobre la
PAM en ratas virgenes y gestantes. SnMP (Frontier Scientific) se administré por via

intraperitoneal a una dosis de 50 umol/kg el dia 14 de gestacion. La dosis empleada fue

similar a la que utilizaron en el estudio de|George et al. (2013)] ya que estos autores
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mostraron que la SnMP reduce significativamente la actividad de HO en el higado y en
la placenta de ratas prefiadas 5 dias después de su administracion. Los animales se
dividieron en 4 grupos experimentales: ratas virgenes tratadas con vehiculo (50 mmol Na;
CO3) (n=10) o SnMP (n = 10) y ratas prefiadas tratadas con vehiculo (n = 10) o SnMP
(n = 10). La PAM se midio en todos los animales conscientes el dia 19 de gestacion a
través de un catéter implantado en la arteria cardtida. Al final del experimento, las ratas
fueron sacrificadas y se obtuvo el tracto reproductivo de cada una de ellas. Se
contabilizaron el nimero de embriones sanos y los sitios de reabsorcion, y a continuacion
se tomaron muestras de tejidos placentarios para medir la actividad de HO. También se
extrajeron los sitios de implantacion incluyendo la placenta y el tridngulo mesometrial
para cuantificar la remodelacion del trofoblasto mediante inmunohistoquimica. Todas las
secciones tefiidas se escanearon con un escaner microscopico de portaobjetos y se
visualizaron con un software digital. En el tridngulo mesometrial se contabilizaron el
numero total de secciones de arterias espirales invadidas y no invadidas. Posteriormente,
mediante un programa de imagen se evaluo la invasion del trofoblasto y la remodelacion

de las arterias espirales.

En segundo lugar, la expresion de HO-1 y HO-2 se determiné en 3 grupos de
animales: grupo de ratas de 8 (n=16), 14 (n=15) y 19 (n =4) dias de gestacion. Todos los
animales fueron sacrificados y se extrajeron los sitios de implantacion. Las muestras
obtenidas fueron sometidas a electroforesis y posteriormente a una evaluacion mediante

quimioluminiscencia.

Finalmente, otros dos grupos de animales: ratas gestantes tratadas con vehiculo
(n=7) y ratas gestantes tratadas con SnMp (n=7) fueron analizados para determinar el
efecto de la inhibicion de la HO sobre la hemodindmica uteroplacentaria. Las velocidades
de flujo sanguineo de las arterias uterinas y radiales se obtuvieron de las ratas gestantes
en los dias 14 y 19 de gestacion, antes y después del tratamiento con vehiculo o SnMP (n
= 7) mediante el equipo de ultrasonidos de alta resolucion (Vevo® 3100, VisualSonics,

Toronto, Canada).
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3.3.2 Protocolos experimentales

3.3.2.1 Expresion de HO-1 y HO-2

La expresion de las dos isoformas de la HO, HO-1 y HO-2 se analiz6 en tejido
procedente del tridngulo mesometrial de las ratas gestantes. Las muestras de tejido se
homogeneizaron en tampoén Tris-HCI, concentrado a 50-mmol/L y mantenido a baja
temperatura, pH 7.4, que contenia 1% de NP-40, desoxicolato sddico al 0,25%, EDTA 1-
mmol/L y un coctel de inhibidor de proteasa al 10% (Sigma -Aldrich). La mezcla
homogenizada resultante (50 pg), se sometio a electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 12% y luego se transfirid6 a una membrana de difluoruro de polivinilideno. Las
membranas se incubaron durante 1 h con una dilucion 1:1000 de anticuerpos de conejo
anti-rata de HO-1 monoclonal o HO-2 policlonal (Stressgen Biotechnologies). La
deteccion de quimioluminiscencia se realizo con el kit de deteccion Amersham ECL de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cambios en la expresion de las proteinas
se cuantificaron mediante analisis de densitometria y se presentaron como el ratio de

proteinas HO/B-actina en muestras corridas en el mismo gel.

3.3.2.2 Medida de la presion arterial en ratas conscientes cronicamente

instrumentadas

En el dia 17 de gestacion, las ratas fueron anestesiadas y sometidas a cirugia para
colocarles un catéter permanente en la arteria carétida (tubo V / 3, LME). Este catéter fue
canalizado a través de la piel y se exteriorizo por la parte posterior del cuello. En el dia
19 de gestacion, las ratas conscientes se colocaron en jaulas de restriccion individuales y
el catéter carotideo se conectd a un transductor de presion. Después de un periodo de
estabilizacion de 1 h, se monitorizdé la PAM durante 40 minutos usando un sistema de

adquisicion de datos (Sistema PowerLab).
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3.3.2.3 Medicion de la actividad HO

Para demostrar el efecto inhibidor de la SnMP, se compard la actividad de la HO
en los sitios de implantacién (placenta junto con el tridngulo mesometrial) de ratas
prefiadas control y tratadas con el inhibidor de la HO. La actividad de la HO se midio
motorizando la conversion de bilirrubina frente al tejido lisado expuesto. El tejido
homogenizado obtenido de los sitios de implantacion en el dia 19 de gestacion, se
combin6 con 2 mM de glucosa-6-fosfato, 0.2 U de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 0.8
mM de nicotinamida-adenina dinucleétido fosfato y 20.0 uM de hemina, en un volumen
de reaccion total de1200 pl. Después de 1 hora de incubacion a 37 °C, se extrajo la
bilirrubina con cloroformo y se determind su concentracion espectrofotométricamente
usando la diferencia de absorbancia a longitudes de onda desde A460 a A530 nm con un
coeficiente de absorcion de 40 mM/cm. La actividad se expresdé en nanogramos de

bilirrubina por microgramo de proteina por hora.

3.3.2.4 Inmunohistoquimica

A las ratas prefiadas de cada grupo se les extrajo entre 1 a 3 sitios de implantacion,
incluyendo la placenta y el tridngulo mesometrial. Estos fueron diseccionados y
sumergidos en un fijador y se dejaron a temperatura ambiente durante un dia. Después de
la fijacion, los tejidos se deshidrataron y se insertaron en Paraplast Plust de acuerdo con
el procedimiento estandar. Se cortaron grupos de 10 secciones paralelas de cada sitio de
implantacion, paralelas al eje mesometrial-fetal. Estas secciones se tifieron con el método
peryodico de 4cido de Schiff (PAS) y se realiz6 una inmunotincion para queratina (KRT)

y actina alfa (ACTA) del musculo liso. El método PAS se us6 para detectar deposicion

de fibrinoide dentro de la pared arterial {Caluwaerts et al., 2005]|Geusens et al., 2008

Verlohren, Geusens, et al., 2010). KRT se empled para identificar las células del

trofoblasto y se detecté mediante un anticuerpo anti-Pan KRT de ratéon (clon MNF116,
DAKO) a una dilucion de 1:50. ACTA se usé para monitorizar las células del muasculo
liso y se detecté mediante un anticuerpo anti-ACTA de raton (clon 1A4, DAKO) a una

dilucion de 1:100. Ambos anticuerpos se detectaron mediante un conjugado de anti IgG
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de raton-peroxidasa de cabra (Sigma-Aldrich), seguido de tetrahidrocloruro de
diaminobencidina (DAB; Sigma-Aldrich) de acuerdo con los procedimientos
estandarizados. Se anadid suero de rata (10% Sigma-Aldrich) durante la incubacion de

los anticuerpos secundarios para disminuir las reacciones inespecificas

3.3.2.5 Analisis cuantitativo de la histologia de la arteria espiral

Todas las secciones tefiidas se escanearon a 40X con un escaner microscopico de
portaobjetos (SCN400F Leika) y se visualizaron con un software digital (Image Hub,
Leika) a un aumento de 10X. En el tridngulo mesometrial se contabilizaron el nimero
total de secciones de arterias espirales invadidas y no invadidas. Ademads, todas las
arterias espirales invadidas y no invadidas de cada seccion tefiida se copiaron en ventanas
individuales separadas y colocadas de forma paralela, para evaluar la invasion del
trofoblasto y la remodelaciéon de la arteria espiral, mediante un programa de
procesamiento de imagen (Imagen J). Todas aquellas arteriolas que tenian un contorno de
la luz inferior a 150 pum fueron excluidas del estudio. Se midi6 la longitud total del
contorno de cada arteria espiral y la proporcion de la circunferencia de la luz cubierta por
trofoblasto endovascular, musculo liso vascular y fibrinoide. La presencia de trofoblasto
endovascular, musculo liso vascular y fibrinoide se expresaron como % de la longitud del

contorno de la arteria espiral.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los parametros estudiados se promediaron para llevar a cabo las
comparaciones entre los distintos grupos y entre los diferentes periodos experimentales.
Los valores de los diferentes pardmetros que aparecen en el texto, las tablas y las figuras
se presentan como valores medios + error estandar. Los diferentes resultados se
sometieron a un andlisis de varianza de dos factores (two-way ANOVA) con medidas
repetidas seguido del test de Fisher. Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

“Determinar el efecto de una ingesta elevada de grasa desde edad temprana sobre la
respuesta hemodinamica a la gestacion, y los cambios de la presion arterial, en ratas

con déficit de nefronas”.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.2.1 Objetivo especifico 1

“Describir los cambios en la hemodinamica cardiaca, renal y uterina, y su relacion con
la presion arterial a lo largo de la gestacion en ratas control, mediante el empleo de

técnicas no invasivas”.

Hemodinamica sistémica: en las tablas 1, 2, 3 y 4 aparecen representados los
valores medios de GC, VS, FC y PAS, respectivamente, obtenidos en los cuatro grupos
de animales estudiados para cumplir los objetivos 1, 3 y 4. Asi mismo, en la tabla 5 se
muestran los pesos medios correspondientes a estos cuatro grupos de animales a lo largo
de la gestacion. Los valores de GC y VS se expresan por 100 g de peso corporal para
facilitar las comparaciones entre los diferentes grupos experimentales y el grupo control,

ya que existen diferencias significativas de peso entre ellos.

Como se puede observar, tanto el GC (tabla 1), como el VS (tabla 2), calculados
por 100 g de peso corporal, no sufrieron modificaciones en el grupo de ratas control a lo
largo de la gestacion. Sin embargo, y de acuerdo con los numerosos estudios que muestran
los cambios gestacionales absolutos de estos parametros, los valores de GC y VS
obtenidos directamente en nuestro estudio a partir de la imagen ecocardiografica, sin
considerar el peso del animal, mostraron aumentos graduales a lo largo de la gestacion,
que se pueden observar en las figuras 14 y 1B. Asi, los valores absolutos del GC en el
grupo control aumentaron gradualmente de 61.8 + 3.6 ml/min previo a la concepcion,
hasta 71.6 = 3.4 ml/min (p<0.05) en el dia 19. Por otro lado, el VS mostré un patrén
similar con un incremento de 160 + 10 pl/min antes de la gestacion hasta 190 + 10 pl/min

(»<0.05) al final de esta.
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Figura 1: cambios del gasto cardiaco (ml/min) (A) y volumen sistélico (ul/min) (B) en ratas
control a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion.

Respecto a la FC (tabla 3, figura 2A), esta sufridé un importante aumento (p<0.05)
desde 365.0 = 7 lat./min antes de la concepcion hasta 390 + 7 lat./min en el dia 7 de
gestacion, manteniéndose elevada hasta el dia 19. El peso medio (tabla 5) de los animales

sufri6 incrementos (p<0.05) progresivos desde antes de la concepcion (234 + 5 g) hasta
el final de la gestacion (295 + 3 g).
En cuanto a la PAS, el grupo control mostr6 un valor de 110 + 2 mmHg antes de

la gestacion, que fue descendiendo progresivamente alcanzando valores de 98 +£ 3 mmHg

y 96 + 3 mmHg (p<0.05), a mitad y al final del embarazo, respectivamente (tabla 4, figura

2B).
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Figura 2: cambios de la frecuencia cardiaca (lat./min) (A) y de la presion arterial sistolica
(mmHg) (B) en ratas control a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion.
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Hemodinamica renal: las fablas 6 y 7 muestran los valores del FSR y de la TFG,
respectivamente, en los cuatro grupos experimentales estudiados. Como se puede
observar en la tabla 6 y figura 3A4, el grupo control mostrd valores de FSR en el dia 14
de gestacion (3.70 £ 0.14 ml/min/100g) significativamente mayores que los observados
en la etapa pregestacional (3.23 + 0.16 ml/min/100g). En la Gltima semana de gestacion,
este parametro descendid hasta alcanzar niveles inferiores (p<0.05) a los observados en
el periodo previo a la concepcion (2.60 = 0.27 ml/min/100g). A diferencia del FSR, la
TFG (tabla 7, figura 3B) del grupo control, mostr6 incrementos progresivos a lo largo de
toda la gestacion (p<0.05), alcanzando su valor maximo en el dia 19 (1.28 £ 0.05 vs. 1.00

+ 0.03, dia 19 vs. pregestacion).
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Figura 3: cambios de flujo sanguineo renal (ml/min/100g) (A) y de la tasa de filtracion glomerular
(ml/min/100g) (B) en ratas control a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion.

Hemodinamica uterina: en las tablas 8, 9 y 10 se muestran los valores de las
velocidades de flujo de la arteria uterina: PSV, EDV y VM de todos los grupos
experimentales estudiados. Tanto la PSV como la EDV (tablas 8 y 9) aumentaron
(»<0.05) progresivamente desde el dia 7 hasta el final de la gestacion en el grupo de ratas
control. La VM (tabla 10, figura 4A4) de la arteria uterina en el grupo control mostr6é un
valor de 350.0 £ 26.0 mm/s en el dia 7 de gestacion, y fue aumentando gradualmente
(»<0.05) hasta alcanzar un valor de 502.0 + 39.0 mm/s en la ultima semana. La VTI (tabla
11, figura 4B) mostrd un patron de comportamiento similar, ya que sufrid incrementos
(»<0.05) paulatinos desde el dia 7 (46.0 £ 3.0 mm) hasta el final de la gestacion (69.0 +
5.0 mm).
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Figura 4: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo (mm)
(B) de la arteria uterina en ratas control a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. dia 7.

En las tablas 12, 13 y 14 se pueden ver los valores correspondientes a las
velocidades de flujo de las arterias radiales, PSV, EDV y VM de todos los grupos
experimentales estudiados. Como ocurria con estos pardmetros en la arteria uterina del
grupo de animales control, tanto la PSV (tabla 12) como la EDV (tabla 13) fueron
aumentando progresivamente (p<0.05) desde el dia 7 hasta el final de la gestacion. La
VM (tabla 14) de las arterias radiales en el grupo control fue de 58 + 2 mm/s en el dia 7,
aumentando (p<0.05) hasta 128 + 15 mm/s (figura 5A4) en el dia 19. La VTI (tabla 15)
presentd un patrén de comportamiento similar, ya que mostré incrementos paulatinos
(»<0.05) desde el dia 7 de gestacion (9 £ 1 mm) hasta el final de la Gltima etapa
gestacional (19 £ 2 mm) (figura 5B).
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Figura 5: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo (mm)
(B) de las arterias radiales en ratas control a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. dia 7.
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4.2.2 Objetivo especifico 2

“Determinar los cambios en los parametros hemodindamicos en las arterias
uteroplacentarias a lo largo de la gestacion en ratas con alteraciones en el remodelado
de las arterias espirales y aumentos de la presion arterial inducidos por una

disminucion de la actividad de la hemo-oxigenasa.

4.2.2.1 Expresion de HO-1y HO-2 en la placenta y triangulo mesometrial

En la figura 64, que aparece a continuacién, se muestra un western blot
representativo de la expresion de HO-1 y HO-2 en el lugar de implantacion (placenta +
triangulo mesometrial) de ratas control a lo largo de la gestacion. El analisis de
densitometria (figura 6B) reveld que ambas isoformas se expresan en los sitios de
implantacion durante la gestacion. Los niveles de HO-1 y HO-2 alcanzaron su punto
maximo en el dia 14, siendo significativamente mas altos que los observados en el dia 8

de gestacion. Ademads, ambas isoformas disminuyeron ligeramente al final de la misma.
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Figura 6: expresion de HO-1 y HO-2 en el sitio de implantacion de la rata durante la gestacion;
western blot representativo; C significa proteina control (A). Cuantificacion de la expresion de
proteinas mediante densitometria; los valores densitométricos se expresan en relacion con la

expresion de B-actina(B). * P<0.05 vs. dia 8.
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4.2.2.2 Presion arterial en ratas conscientes

En la siguiente (figura 74) se comparan los valores de PAM en los grupos de ratas
virgenes y prefiadas tratadas con vehiculo o con el inhibidor de la enzima HO, SnMp.
Como muestra la figura, en el dia 19 de gestacion, las ratas gestantes del grupo control
presentaron niveles de PAM significativamente mas bajos que las ratas virgenes tratadas
con vehiculo (100 + 2 mmHg vs. 121 + 2 mmHg, respectivamente). La inhibicion de la
actividad de HO con la SnMP indujo un aumento (p<0.05) en la PAM en las ratas
gestantes (100 £ 2 mmHg vs. 114 = 1 mmHg) que no se observé en las ratas virgenes
(121 £2 mmHg vs. 124 £ 3 mmHg) tratadas con el inhibidor, y que estuvo asociado con
una reduccion significativa de la actividad de la HO placentaria en el dia 19 de gestacion
(10.4 £ 0.5 vs. 6.9 £ 0.2 ng / bilirrubina / pg proteina / h) (figura 7B). Estos resultados
demuestran que 5 dias después de la administracion, la dosis de la SnMP utilizada en
nuestro estudio tuvo un efecto inhibitorio significativo sobre la actividad de la HO. Las
ratas prefiadas con un aumento de la PAM al final de la gestacion tuvieron una tasa de

reabsorcion fetal mas alta (p<0.05) (19%) que las ratas del grupo control (5%).
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Figura 7: PAM en ratas virgenes (Virg.) y gestantes (Gest.) tratadas intraperitonealmente con
vehiculo o SnMP (A). Actividad de la HO en el sitio de implantacion en ratas prefiadas tratadas
intraperitonealmente con vehiculo o SnMP (B). * P<0.05 vs. ratas control virgenes; T P<0.05 vs.
ratas control gestantes.
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4.2.2.3 Remodelado endovascular asociado a los trofoblastos en el triangulo

mesometrial

Se evaluaron un total de 13 sitios de implantacion procedentes de 6 ratas gestantes
control, y 12 obtenidos de 7 ratas gestantes tratadas con el inhibidor de la HO. La figura
8 muestra imagenes representativas de la invasion trofoblastica en el tridngulo
mesometrial de una rata gestante control (figura 84) y una rata prefiada tratada con el
inhibidor de la HO (figura 8B) en el dia 19 de gestacion. En dicha imagen también se
muestran cortes transversales paralelos de una arteria espiral inmunotefiida con
citokeratina, PAS y a-actina de una rata control (figuras 8C, 8E y 8G, respectivamente)

y de una rata gestante tratada con SnMp (figuras 8D, 8F, 8H, respectivamente). Al igual

que se ha descrito previamente {Caluwaerts et al., 2005), los trofoblastos no recubrian por

completo el didmetro interior de las arteriolas espirales del tridngulo mesometrial
endovascular (figuras 8C y 8D). Ademas, se observo material fibrinoide debajo de la
capa de trofoblastos endovasculares (figuras 8G 'y 8H). En las figuras 8E y 8F, también
se puede observar la fragmentacion del misculo liso vascular en los vasos invadidos. En
el dia 19 de gestacion, el porcentaje de arterias espirales invadidas por el trofoblasto fue
similar en ambos grupos (19% vs. 18%, respectivamente). Sin embargo, en las diferentes
secciones arteriales, la proporcion de la luz del vaso cubierta por trofoblastos fue
significativamente menor (p<0.001) en las ratas prefiadas tratadas con el inhibidor de la
HO (21 £+ 3%) que en las ratas gestantes control (59 = 5%) (tabla 16). La cantidad de
fibrinoide en las arterias espirales, expresado como % de la longitud total del contorno de
la arteria espiral (tabla 16), mostrd un patrén similar, con menor (p<0.05) deposicion de
fibrinoide (22 + 3%) en las ratas prefiadas en las que la actividad del sistema HO estaba
reducida que en las ratas del grupo control (42 £+ 7%). Por el contrario, la longitud de la
capa de musculo liso vascular en relacion con el contorno total del vaso fue
significativamente mayor (33 + 5%) en las ratas prefiadas tratadas con el inhibidor de la

HO que en las ratas prefadas control (16 = 5%) (tabla 16).
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CONTROL

Figura 8: triangulo mesometrial de una rata gestante control (A) y una rata gestante tratada con
SnMP (B) en el dia 19 de gestacion tefiidos con citokeratina. Las flechas en A y B indican la
localizacion del vaso ampliado en las siguientes imagenes. Secciones transversales paralelas de
una arteria espiral inmunotefiida para citokeratina, a-actina y PAS de una rata gestante control
(C, E, G) y de una rata gestante tratada con la SnMP (D, F, H).
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4.2.2.4 Velocidad de flujo de las arterias uterinas y radiales.

La figura 94 muestra un espectro representativo de las velocidades de flujo
obtenidas de la arteria uterina y las arterias radiales mediante ultrasonografia Doppler en
ambos grupos experimentales de ratas gestantes en el dia 19 de gestacion. Como se
muestra en las figuras 9B y 9C, la PSV y la EDV aumentaron significativamente desde
el dia 14 hasta el dia 19 en la arteria uterina y en las arterias radiales de las ratas gestantes
control. Sin embargo, en las ratas prefiadas tratadas con el inhibidor de la actividad de la
HO, estos pardmetros fueron similares en los dias 14 y 19 de gestacion. En la figura 94
también se puede observar que en el dia 19 de gestacion, la PSV y la EDV fueron menores
en las arterias uterinas y radiales de las ratas prefiadas con actividad de la HO reducida
que en los animales del grupo control. La VM y la VTI siguieron el mismo patron (tabla
17), mostrando un marcado aumento en el dia 19 de gestacion en las ratas del grupo

control y sin cambios en las ratas prefiadas con actividad de la HO disminuida.
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Figura 9: espectro de velocidades de flujo obtenido de la arteria uterina y de las arterias radiales
mediante ultrasonografia Doppler de una rata de gestante control y una rata gestante tratada con
SnMP en el dia 19 de gestacion (A). Cambios en la PSV y la EDV de la arteria uterina en el dia
14 y dia 19 de gestacion, en ratas gestantes tratadas con vehiculo o con SnMP (B). Cambios de la
PSV y la EDV de la arteria radial en los dias 14 y 19 de gestacion, en ratas gestantes tratadas con
vehiculo o con SnMP (C). * P<0.05 vs. dia 14 de gestacion.
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4.2.3 Objetivo especifico 3

“Analizar la influencia de una alta ingesta de grasa desde edad temprana en la
respuesta hemodindmica a la gestacion y su relacion con los cambios de la presion

arterial”,

Hemodinamica sistémica: en el grupo de ratas DAG, el GC fue inferior (p<0.05)
que el del grupo control, tanto en la etapa previa a la concepcion (21.2 + 1.5 vs. 26.7 =
1.8 ml/min/100g) como en la primera semana de gestacion (22.8 £ 1.0 vs. 26.7 £ 1.0
ml/min/100g), pero experimentd un ascenso significativo el dia 14 (259 + 14
ml/min/100g) (tabla 1, figura 10B). Sin embargo, este valor no fue diferente del
observado en el grupo control durante la misma etapa gestacional. En la tltima semana
de gestacion este parametro descendid a niveles similares a los observados en el grupo
control. Los cambios en el VS del grupo de ratas DAG mostraron un patrdn similar al
observado para el GC, aunque Unicamente se observaron diferencias significativas con
respecto al grupo control en el dia 7 de gestacion (54 £ 2 pl/100g vs. 67 = 2 pl/100g)
(tabla 2). En contraste, la FC aument6 paulatinamente a lo largo de toda la gestacion
(»<0.05), no mostrando ninguna diferencia con el grupo control (fabla 3, figura 10A).
Los animales sometidos a una alta ingesta de grasa desde edad temprana mostraron un
peso previo a la gestacion mayor (p<0.05) que los animales del grupo control (264 + 8 g
vs. 234 £ 4 g, ratas obesas vs ratas control) (tabla 5). Al igual que ocurria en los animales
control, su peso aumentd progresivamente hasta el final, pero alcanzando valores
significativamente mayores en todas las etapas gestacionales (286 £7 g, 302 +7 gy 350
+9gvs. 244 +£3 g, 268 +3 gy 295+ 3 g, ratas DAG vs. ratas control en los dias 7, 14 y
19 de gestacion). A pesar de esta diferencia de peso, el porcentaje de cambio de este
parametro a lo largo de la gestacion, inicamente fue diferente del observado en el grupo
control (p<0.05) al final de la misma. Asi, en el dia 19 el incremento de peso en las ratas

DAG fue de un 33% frente a un 26% en el grupo de ratas control.
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Figura 10: cambios de la frecuencia cardiaca (lat./min) (A) y del gasto cardiaco (ml/min/100g)
(B) en el grupo de ratas control y grupo con alta ingesta de grasa (DAG) a lo largo de la gestacion
* P<0.05 vs. pregestacion; T P<0.05 control vs. DAG.

En relacion a los niveles de PAS, las ratas DAG mostraron una PAS mas elevada
(»<0.05) que la del grupo control en el periodo pregestacional (122 +2 vs. 110+ 2 mmHg)
y durante toda la gestacion (tabla 4, figura 11). A pesar de ello, los cambios en la PAS
durante la gestacion en este grupo de animales siguieron un patrén similar al del grupo

control, mostrando descensos significativos al final de la misma.
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Figura 11: cambios de la presion arterial sistolica (mmHg) en el grupo de ratas control y grupo

con alta ingesta de grasa (DAG) a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion; T P<0.05
vs. grupo control.
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Hemodinamica renal: en la tabla 6 y figura 124 se puede observar que los
cambios en el FSR a lo largo de la gestacion en el grupo de ratas DAG fueron similares a
los observados en el grupo control, de manera que este parametro alcanzé su valor
maximo en el dia 14 (3.99 £+ 0.27 ml/min/100g vs. 3.41 £+ 0.18 ml/min/100g; dia 14 vs.
pregestacion), y descendio posteriormente (p<0.05) hasta niveles inferiores a los previos
a la gestacion (2.35 + 0.31 ml/min/100g). Por el contrario, la TFG (tabla 7, figura 12B)
en el grupo de ratas DAG unicamente aument6 (p<0.05) en la primera semana (1.34 +
0.07 vs. 1.14 = 0.06 ml/min/100g, dia 7 vs. pregestacion) y disminuyo posteriormente,
alcanzando incluso valores inferiores (p<0.05) a los del grupo control al final de la

gestacion (1.01 £ 0.05 vs. 1.28 + 0.05 ml/min/100g).
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Figura 12: cambios del flujo sanguineo renal (ml/min/100g) (A) y de la tasa de filtracion
glomerular (ml/min/100g) (B) en el grupo de ratas control y grupo con alta ingesta de grasa
(DAG) alo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion; T £<0.05 control vs. DAG.

Hemodinamica uterina: la PSV (tabla 8), 1a VM y la VTI (tablas 10-11, figura
13) de la arteria uterina permanecieron invariables a lo largo de toda la gestacion en el
grupo de ratas DAG, y no mostraron diferencias significativas con los observadas en el
grupo control. Unicamente la EDV (tabla 9) sufri6 un incremento significativo el dia 19,
pero sin llegar a alcanzar los niveles observados en el grupo control (245 + 20 vs. 306 +

22 mm/s, ratas DAG vs. ratas control) (p<0.05).
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Figura 13: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo
(mm) (B) de la arteria uterina en el grupo de ratas control y grupo con alta ingesta de grasa (DAG)
a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. 7 dias.

Arterias radiales: en el grupo de ratas DAG, la PSV (tabla 12) y la VTI (tabla
15, figura 14B) de las arterias radiales aumentaron significativamente desde valores de
96 £ 10 mm/s y 11 = 1 mm, respectivamente, en el dia 7, a valores de 141 £ 16 mm/s y
16 +2 mm en el dia 19 de gestacion. Estos valores no fueron significativamente diferentes
de los observados en el grupo control. Del mismo modo, la VM (tabla 14, figura 14A)
mostrd incrementos significativos a término, alcanzando niveles de 101 + 12 mm/s frente
a los 73 = 8 mm/s observados en la primera semana de gestacion. Sin embargo, en este
caso su valor fue menor (p<0.05) que el obtenido en el grupo control (128 + 15 mm/s).
En cuanto a la EDV (tabla 13) en la arteria radial fue similar a lo largo de la gestacion,
pero al igual que ocurria con la VM, en el dia 19 de gestacion, su valor fue también menor

(»<0.05) que el observado en el grupo control.
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Figura 14: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo
(mm) (B) de las arterias radiales en el grupo de ratas control y grupo con alta ingesta de grasa
(DAG) alo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion; T P<0.05 control vs. DAG.
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4.2.4 Objetivo especifico 4

“Evaluar la respuesta hemodindamica a la gestacion y la evolucion de la presion

arterial en ratas con déficit de nefronas desde la etapa perinatal’.

Hemodindamica sistémica: como se puede observar en la tabla 1 y en la figura
15B, el grupo de ratas ARA mostré un GC inferior (»p<0.05) al del grupo control en la
etapa pregestacional (19.8 = 1.9 ml/min/100g vs. 26.7 = 1.8 ml/min/100g). Ademas, al
igual que ocurria en el grupo control, este parametro permanecio invariable a lo largo de
la gestacion. El VS se comporté de forma similar, mostrando valores previos a la
gestacion mas bajos (p<0.05) que los observados en el grupo control (53 = 5 pl/100g vs.
69 + 4 nl/100g) (tabla 2). Por el contrario, la FC (tabla 3, figura 15A), aunque fue menor
(»<0.05) en el grupo de ratas ARA en los dias 7 y 14 de gestacion, sufrié un incremento
significativo al final de esta (396 + 10 lat./min vs. 365 £ 10 lat./min, dia 19 vs. periodo
pregestacional), alcanzando valores similares a los observados en el grupo control. Las
ratas ARA presentaron un peso previo a la gestacion similar al de las ratas control (244 +
8 gvs. 234+ 5 g, ratas ARA vs. ratas control). El peso de estos animales (tabla 5) aumentd
progresivamente, alcanzando valores significativamente mayores que los del grupo
control en el dia 7 (272 + 3 g vs. 244 £ 3, ratas ARA vs. ratas control), dia 14 (299 +4 ¢
vs. 268 + 3 g, ratas ARA vs. ratas control) y dia 19 de gestacion (343 £8 gvs. 295+ 3 g,
ratas ARA vs. ratas control). Cuando se compararon los incrementos de peso de ambos
grupos a lo largo de la gestacion, calculados como porcentaje de aumento con respecto al
peso previo a la gestacion, se observo que el grupo de ratas ARA mostraba mayores
incrementos (p<0.05) de peso que el grupo control en todos los periodos gestacionales.
Asi, mientras que en el grupo control, el peso aumentd un 4%, 15% y 26% en los dias 7,
14 y 19, respectivamente, en el grupo de ratas ARA estos aumentos fueron del 12%, 23%

y 40% con respecto al periodo previo a la gestacion.
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Figura 15: cambios en la frecuencia cardiaca (lat./min) (A) y en el gasto cardiaco (ml/min/100g)
(B) en el grupo de ratas control y grupo con reducido nimero de nefronas (ARA) a lo largo de la
gestacion * P<0.05 vs. pregestacion; T P<0.05 vs. grupo control.

Con respecto a la PAS, el grupo de ratas ARA mostrd una PAS (tabla 4, figura
16) mas alta que la del grupo control tanto antes de la concepcion (127 =2 vs. 110 + 2
mmHg, ratas ARA vs. ratas control) como a lo largo de la gestacion (p<0.05), a pesar de
que este parametro descendi6 de forma significativa en este grupo de animales al final de

la misma (116 =4 mmHg vs. 127 £ 2 mmHg, dia 19 vs. dia 7).
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Figura 16: cambios en la presion arterial sistolica (mmHg) en el grupo de ratas control y grupo

con reducido nimero de nefronas (ARA) a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion; T

P<0.05 vs. grupo control.
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Hemodinamica renal: en la figura 174 y tabla 6 se puede observar que el grupo
de ratas ARA mostr6 valores de FSR similares a los del grupo control en la etapa previa
a la concepcion. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria en este grupo, este parametro
no sufrid incrementos significativos en los animales ARA a mitad de la gestacion. A pesar
de ello, los valores de FSR no fueron diferentes entre ambos grupos. Finalmente, en el
dia 19, el FSR descendid (p<0.05) en el grupo de ratas ARA hasta alcanzar valores
similares a los observados en el grupo control. En contraste con las ratas gestantes control,
la TFG (tabla 7, figura 17B) en este grupo no mostré cambios significativos en ninguna
de las etapas gestacionales. Ademas, este parametro fue significativamente menor que en
el grupo control en los dias 14 (0.93 £ 0.03 ml/min/100g vs. 1.15 + 0.05 ml/min/100g) y
19 (0.93 £ 0.06 ml/min/100g vs. 1.28 + 0.05 ml/min/100g) de gestacion.
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Figura 17: cambios del flujo sanguineo renal (ml/min/100g) (A) y de la tasa de filtracion
glomerular (ml/min/100g) (B) en el grupo de ratas control y grupo con reducido numero de
nefronas (ARA) a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. pregestacion; T P<0.05 vs. grupo control.

Hemodinamica uterina: la PSV, EDV, VM y la VTI de la arteria uterina (tablas
8-11) aumentaron gradualmente desde el dia 7 al 19 de gestacion en las ratas ARA,
mostrando un patrén similar al observado en el grupo de ratas control. Como se muestra
en la figura 18, 1a VM y la VTI aumentaron (p<0.05) desde valores de 312 =43 mm/s y
45 + 5 mm, respectivamente, en el dia 7 hasta valores de 476 + 42 mm/s y 65 = 6 mm en
el dia 19 de gestacion. A diferencia de lo que ocurria en el grupo control, los incrementos
de estos pardmetros en el grupo de ratas ARA, unicamente fueron estadisticamente
significativos al final de la gestacion. A pesar de ello, nila VM ni la VTI fueron diferentes
entre los dos grupos en ninguna de las etapas gestacionales.
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Figura 18: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo
(mm) (B) de la arteria uterina en el grupo de ratas control y grupo con reducido numero de
nefronas (ARA) a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. 7 dias.

Arterias radiales: en el grupo de ratas ARA, la PSV, la EDV y la VM de las
arterias radiales (tablas 12-14, figura 19A4) aumentaron gradualmente desde el dia 7 hasta
el final de la gestacion. Estos incrementos solo fueron estadisticamente significativos en
el dia 19 y, ademads, fueron menores (p<0.05) que los observados en el grupo control. Por
el contrario, la VTI (tabla 15, figura 19B) de las arterias radiales en el grupo de ratas
ARA permaneci6 invariable a lo largo de todas las etapas gestacionales. Al igual que
ocurria con los parametros anteriores, su valor fue inferior a la del grupo control en el dia

19 de gestacion (14 £1 vs. 19 £ 2 mm/s, grupo ARA vs. grupo control) (p<0.05).
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Figura 19: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo
(mm) (B) de las arterias radiales en el grupo de ratas control y grupo con reducido numero de
nefronas (ARA) a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. 7 dias; T P<0.05 control vs. ARA.
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4.2.5 Objetivo especifico 5

“Determinar si la ingesta elevada de grasa desde edad temprana supone un factor de
riesgo aiiadido para el desarrollo de alteraciones en la respuesta hemodinamica a la

gestacion y en la presion arterial en ratas con déficit de nefronas”.

Hemodinamica sistémica: la alta ingesta de grasa en el grupo de animales con
reducido nimero de nefronas desde la etapa perinatal provocd disminuciones
significativas del GC en la etapa pregestacional (23.3 + 0.7 ml/min/100g vs. 26.7 + 1.8
ml/min/100g, grupo ARA-DAG vs. grupo control), que fueron similares a las observadas
en el grupo de ratas ARA (19.8 £ 1.9 ml/min/100g) y en el grupo de ratas DAG (21.2 £
1.5 ml/min/100g) (tabla 1, figura 20B). Sin embargo, mientras que el GC no suftrio
modificaciones importantes a lo largo de la gestacion en el resto de grupos
experimentales, en este grupo se observé una disminucion significativa en este parametro
en el dia 14 de gestacion (19.5 = 1.6 ml/min/100g vs. 23.3 £ 0.7 ml/min/100g, dia 14 vs.
dia 7), que pudo estar causada por un descenso (p<0.05) paralelo en el VS (54 £ 5 pl/min
vs. 68 = 4 yl/min, dia 14 vs. dia 7) (tabla 2), ya que la FC aumenté en esta etapa hasta
niveles similares a los observados en el grupo control y en el resto de grupos
experimentales (fabla 3, figura 20A). Por el contrario, la FC en el dia 19 mostro6 valores
inferiores (p<0.05) a los de todos los demds grupos. El peso previo a la gestacion en este
grupo de animales fue mayor (p<0.05) que el observado en el grupo control (270 £ 6 g
vs. 234 £ 5 g, ratas ARA-DAG vs. ratas control) y en el grupo de ratas ARA (244 £ 8 g).
Este parametro sufrio incrementos a lo largo de la gestacion y sus valores fueron
significativamente mayores que los del grupo control y el grupo de ratas ARA a lo largo
de la gestacion. Ademas, del mismo modo que ocurria en el grupo de ratas ARA el
porcentaje de cambio de este parametro fue mayor (p<0.05) que en el grupo control en

los tres periodos gestacionales.
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Figura 20: cambios de la frecuencia cardiaca (lat./min) (A) y del gasto cardiaco (ml/min/100g)
(B) en los diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion;
T P<0.05 vs. grupo control; o P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P<0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA
(reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de

nefronas con alta ingesta de grasa).

PAS: la alta ingesta de grasa en el grupo de ratas con reducido numero de nefronas
indujo aumentos de la PAS antes de la concepcion con respecto al grupo control, que
fueron similares a los observados en el resto de los grupos experimentales. Sin embargo,
y al contrario de lo que se observé en los demas grupos de animales, este parametro no

disminuy6 en respuesta a la gestacion (tabla 4, figura 21).
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Figura 21: cambios de la presion arterial (mmHg) en los diferentes grupos experimentales a lo
largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion; T P<0.05 vs. grupo control; o P<0.05 ARA-
DAG vs. ARA; x P<0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta
ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido niimero de nefronas con alta ingesta de grasa).
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Hemodinamica renal: los valores de FSR en el grupo de animales ARA (tabla 6,
figura 224) y DAG fueron similares a los del resto de grupos experimentales en el
periodo pregestacional. Posteriormente, este parametro disminuyd significativamente a
mitad de la gestacion en este grupo de animales, alcanzando niveles inferiores (p<0.05) a
los del grupo control (2.76 = 0.27 ml/min/100g vs. 3.70 + 0.14 ml/min/100g, grupo ARA-
DAG vs. grupo control) y a los observados en los demds grupos experimentales (3.84 +
0.27 ml/min/100g en el grupo ARA y 3.99 +. 0.27 ml/min/100g en el grupo DAG). Este
descenso se mantuvo hasta la altima semana de gestacion. En cuanto a los cambios en la
TFG (tabla 7, figura 22B), la alta ingesta de grasa en los animales con reducido nimero
de nefronas indujo aumentos significativos de la TFG en el dia 7 de gestacion, que fueron
similares a los observados en el grupo control. Posteriormente, este parametro descendid
progresivamente hasta el dia 19, mostrando valores inferiores (p<0.05) a los del grupo
control (0.98 + 0.05 ml/min/100g vs. 1.28 £+ 0.05 ml/min/100g, grupo ARA-DAG vs.
grupo control) pero similares a los observados en el grupo de ratas ARA (0.93 + 0.06

ml/min/100g) y en el grupo de ratas DAG (1.01 + 0.05 ml/min/100g).
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Figura 22: cambios del flujo sanguineo renal (ml/min/100g) (A) y la tasa de filtracion glomerular
(ml/min/100g) (B) en los diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs.
pregestacion; T P<0.05 vs. grupo control; o P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P<0.05 ARA-DAG
vs. DAG. ARA (reducido mumero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG
(reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).
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Hemodinamica uterina: la alta ingesta de grasa en los animales con disminucion
del nimero de nefronas provoco alteraciones importantes en la respuesta hemodinamica
uterina a la gestacion. En este grupo de animales, y a diferencia de lo que ocurria en el
grupo control, la PSV (tabla 8), 1a EDV (tabla 9), la VM (tabla 10) y la VTI (tabla 11)
permanecieron invariables a lo largo de las diferentes etapas gestacionales. Ademas, los
valores de todos estos parametros fueron inferiores (p<0.05) a los del grupo control en
los dias 14 y 19 de gestacion. Como se puede observar en la figura 234, la VM de la
arteria uterina de este grupo de animales también fue menor (p<0.05) que la observada
en el grupo de ratas DAG, tanto en el dia 14 (313 £ 20 mm/s vs. 451 + 28 mm/s, grupo
ARA-DAG vs. grupo DAG) como en el dia 19 de gestacion (333 £ 36 mm/s vs. 459 £43
mm/s, grupo ARA-DAG vs. grupo DAG) asi como en el grupo de ratas ARA al final de
la gestacion (333 + 36 mm/s vs. 476 = 42 mm/s, ratas ARA-DAG vs. ratas DAG). Del
mismo modo, la VTI (figura 23B) fue menor (p<0.05) que en el grupo de ratas DAG en
los dias 14 (44 = 3 mm vs. 62 +4 mm, ratas ARA-DAG vs. ratas DAG) y 19 (47 =4 mm
vs. 64 £ 6 mm, ratas ARA-DAG vs. ratas DAG) y que en el grupo de ratas ARA al final
de la gestacion (47 £ 4 mm vs. 65 = 6 mm, ratas ARA-DAG vs. ratas ARA).

A B
-s-Control -+«DAG ARA --ARA-DAG -s-Control -«=DAG ARA ARA-DAG
= 5501 75 1
E 5004 x £ 707 *
< 40 7 o] = )
z 7 £ 60 1
= 4001 [ 3 551
5 i D 50 T
) 350 [ xo
s T L ] !
> 250 l > gg
7 ' 14 ‘ 19 ‘ 7 ' 14 ‘ 19
Dias de gestacion Dias de gestacion

Figura 23: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo
(mm/s) (B) de la arteria uterina en los diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion.
* P<0.05 vs. 7 dias; T P<0.05 vs. grupo control; 0 P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P<0.05 ARA-
DAG vs. DAG. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG
(reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).
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Arterias radiales: la PSV (tabla 12) y la VM (tabla 14) de las arterias radiales
en el grupo de ratas ARA-DAG aumentaron gradualmente (p<0.05) desde el dia 7 hasta
el dia 19 de gestacion. Sin embargo, los valores de estos pardmetros, junto con los de
EDV (tabla 13) fueron significativamente menores que los observados en el grupo control
al final de la gestacion. Asi, como se puede observar en la figura 244, la VM en las
arterias radiales en el dia 19 de gestacion alcanzé un valor de 99 £ 8 mm/s, mientras que
fue de 128 £ 15 mm/s en el grupo control. En cuanto a la VTI (tabla 15, figura 24B), a
pesar de que no sufrido cambios significativos en este grupo de animales a lo largo de la

gestacion, mostrd valores similares a los del grupo control.
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Figura 24: cambios de la velocidad media (mm/s) (A) y de la velocidad integral en el tiempo
(mm/s) (B) de las arterias radiales en los diferentes grupos experimentales a lo largo de la
gestacion. * P<0.05 vs. 7 dias; T P<0.05 vs. grupo control. ARA (reducido numero de nefronas);
DAG (altaingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).
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Figura 25: espectro de velocidades de flujo Doppler obtenido de las arterias radiales de una rata
gestante control (A) y otra alimentada con una alta ingesta de grasa desde la etapa perinatal (DAG)
(B) en los dias 7, 14 y 19 de gestacion. Se muestran los cambios en la VTI a lo largo de la
gestacion.
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4.3 TABLAS

GC (ml/min/100g)
Grupos Dias de gestacion
Pregestacion 7 14 19
Control 26.7+1.8 26.7+ 1.0 255+1.5 241+1.2
DAG 21.2+1.5% 22.8 £ 1.0t 259+ 1.4* 21.2+1.5
ARA 19.8 + 1.91 19.0 + 1.31 19.0 + 1.31 19.0 £ 1.31
ARA-DAG 23.3+0.7F 22.0+£2.01 19.5+ 1.6%tx 20.5 +£1.0F

Tabla 1: cambios del gasto cardiaco (ml/min/100g) en los diferentes grupos experimentales a
lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion; T P <0.05 vs. grupo control; x P <0.05
ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-
DAG (reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).

VS (ul/100g)
Grupos Dias de gestacion
Pregestacion 7 14 19
Control 69 +4 67=+2 65+3 64+3
DAG 60 £3 54 +£2¢% 69 £3 58+5
ARA 53+ 5% 5143+ 55+ 4+ 51+3%
ARA-DAG 68 £40 60+ 6 54 + 5*%Fx 60+ 4

Tabla 2: cambios del volumen sistolico (p1/100g) en los diferentes grupos experimentales a lo
largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion; T P <0.05 vs. grupo control; o P<0.05 ARA-
DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido niimero de nefronas); DAG
(alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).
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FC (lat./min)

Dias de gestacion

Grupos
Pregestacion 7 14 19
Control 3657 390 + 7* 390 + 7* 385 + 8*
DAG 353+ 11 393 £ 11%* 385+ 9% 385+ 9%
ARA 365+ 10 359 £ 9t 366 + 61 396 £ 10*
ARA-DAG 347+ 13 357+ 121x 382 + 8* 355+ 10fxo

Tabla 3: cambios de la frecuencia cardiaca (lat./min) en los diferentes grupos experimentales
a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion; T P <0.05 vs. grupo control; o P<0.05
ARA-DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido numero de nefronas),
DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de nefronas con alta ingesta de

grasa).
PAS (mmHg)
Dias de gestacion
Grupos ! & !
Pregestacion 7 14 19
Control 110£2 107 £3 98 + 3% 96 + 3*
DAG 122 + 2¢ 121 £ 5t 119 + 4t 110 + 3%+
ARA 127 + 2% 116 + 2%+ 126 + 4+ 116 + 4*+
ARA-DAG 129 £ 2¢ 129 + 1310 131 £ 61x 126 £ 5tx

Tabla 4: cambios de la presion arterial sistolica (mmHg) en los diferentes grupos
experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion; T P <0.05 vs. grupo
control; 0 P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. 4RA (reducido
numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de nefronas
con alta ingesta de grasa).
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Peso (g)

Dias de gestacion

Grupos
Pregestacion 7 14 19
Control 234+5 244 + 3* 268 +3* 295 +£3*
DAG 264 + 8t 286 + 7*t 302 + 7%t 350 £ 9%t
ARA 244 + 8 272 + 3*% 299 + 4*% 343 + 8*F
ARA-DAG 270 + 61O 298 + 11*fo 320 £ 9*fxo 361 £ 121xo

Tabla 5: cambios de peso (g) en los diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion.
* P<0.05 vs. pregestacion; T P <0.05 vs. grupo control; o P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P
<0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa),
ARA-DAG (reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).

FSR (ml/min/100g)
Grupos Dias de gestacion
Pregestacion 7 14 19
Control 323+0.16 3.51+0.12 3.70 £0.14* 2.60 £0.27*
DAG 3.41+0.18 3.77+£0.20 3.99 +£0.27* 2.35+0.31*
ARA 3.53+£0.13 3.00+0.23 3.84+£0.27 2.65+£0.22%
ARA-DAG 2.93+0.14 326+0.18 2.76 £ 0.271x0o 2.33+0.31*

Tabla 6: cambios del flujo sanguineo renal (ml/min/100g) en los diferentes grupos
experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion; T P <0.05 vs. grupo
control; 0 P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido
numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido niimero de nefronas
con alta ingesta de grasa).
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TFG (ml/min/100g)

Dias de gestacion

Grupos
Pregestacion 7 14 19
Control 1.00 +0.03 1.15+£0.05* 1.15+0.05* 1.28 £0.05%*
DAG 1.14 £ 0.06 1.34 £ 0.07*% 1.07 £ 0.05 1.01 £0.05F
ARA 0.93 +0.04 1.03 £0.05 0.93 +0.03t 0,93 £0.06F
ARA-DAG 1.11 £0.07o 1.27 £ 0.09*c 1.08 £0.08 0.98 £0.05F

Tabla 7: cambios de la tasa de filtracion glomerular (ml/min/100g) en los diferentes grupos
experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. pregestacion; T P <0.05 vs. grupo
control; o P<0.05 ARA-DAG vs. ARA. ARA (reducido numero de nefronas);, DAG (alta
ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido niimero de nefronas con alta ingesta de grasa).

PSV arteria uterina (mm/s)

Grupos Dias de gestacion
7 14 19
Control 506+ 37 645 £41* 701 + 59*
DAG 575+ 62 645 + 39 677+71
ARA 464 + 60 546 + 68 702 + 65*
ARA-DAG 458 £ 54 479 £29tx 495 + 521x0O

Tabla 8: cambios de la velocidad sistolica maxima (mm/s) de la arteria uterina en los diferentes
grupos experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs. grupo
control; o P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. 4ARA (reducido
numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de nefronas
con alta ingesta de grasa).
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EDYV arteria uterina (mm/s)

Dias de gestacion

Grupos
7 14 19
Control 186 £ 15 268 + 18* 306 + 22%
DAG 197 +£22 242 £ 18 245 +20*t
ARA 174 +29 210 +22 251 +22%
ARA-DAG 167 £23 164 + 111x 175 + 20tx0

Tabla 9: cambios de la velocidad diastélica final (mm/s) de la arteria uterina en los diferentes
grupos experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs. grupo
control; 0 P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido
numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de nefronas

con alta ingesta de grasa).

VM arteria uterina (mm/s)

Dias de gestacion

Grupos
7 14 19
Control 350 + 26 464 + 32% 502 + 39*
DAG 416 + 32 451 +28 459 + 43
ARA 312+43 374 + 44 476 + 42%
ARA-DAG 305 + 39x 313 £20tx 333 + 36tx0

Tabla 10: cambios de la velocidad media (mm/s) de la arteria uterina en los diferentes grupos
experimentales a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs. grupo control; O
P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido numero de
nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (veducido numero de nefronas con alta

ingesta de grasa).
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VTI arteria uterina (mm)

Grupos Dias de gestacion
7 14 19
Control 46+3 63 + 4% 69 + 5*
DAG 57+4 62+4 64+6
ARA 45+5 56+7 65 + 6*
ARA-DAG 43 + 5x 44 + 3tx 47 + 4txo

Tabla 11: cambios de la velocidad integral en el tiempo (mm) de la arteria uterina en los
diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs.
grupo control; 0 P<0.05 ARA-DAG vs. ARA; x P <0.05 ARA-DAG vs. DAG. ARA (reducido
numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG (reducido numero de nefronas
con alta ingesta de grasa).

PSYV arterias radiales (mm/s)

Grupos Dias de gestacion
7 14 19
Control 75+2 121 £ 8% 178 £ 19*
DAG 96 £ 10 110 £12 141 £ 16*
ARA 85+ 8 108 &+ 22 134 + 6*F
ARA-DAG 90+ 6 130+ 11* 140 £ 12*%F

Tabla 12: cambios de la velocidad sistolica maxima (mm/s) de las arterias radiales en los
diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs.
grupo control. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG
(reducido nmimero de nefronas con alta ingesta de grasa).
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EDYV arterias radiales (mm/s)
Grupos Dias de gestacion
7 14 19
Control 43+2 64 + 4* 85+ 13*
DAG 52+5 59+6 65 + 8¢
ARA 45+5 49 +7 58+ 5+
ARA-DAG 49 £4 62+6 66 + 61

Tabla 13: cambios de la velocidad diastolica final (mm/s) de las arterias radiales en los
diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs.
grupo control. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG
(reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).

VM arterias radiales (mm/s)

Grupos Dias de gestacion
7 14 19
Control 58+2 91 £ 6% 128 £ 15%*
DAG 73+8 82+8 101 £ 12*t
ARA 63+6 77 + 14 93 + 5%t
ARA-DAG 66+5 95 + 9% 99 + 8*t

Tabla 14: cambios de la velocidad media (mm/s) de las arterias radiales en los diferentes
grupos experimentales a lo largo de la gestacion * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs. grupo
control. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG
(reducido numero de nefironas con alta ingesta de grasa).
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VTI arterias radiales (mm)

Grupos Dias de gestacion
7 14 19
Control 9+1 15 +2% 19 + 2%
DAG 11+1 13+1 16 + 2%
ARA 101 132 14+ 11
ARA-DAG 12+2 15+1 16 £1

Tabla 15: cambios de la velocidad integral en el tiempo (mm) de las arterias radiales en los
diferentes grupos experimentales a lo largo de la gestacion. * P<0.05 vs. 7 dias; T P <0.05 vs.
grupo control. ARA (reducido numero de nefronas); DAG (alta ingesta de grasa); ARA-DAG
(reducido numero de nefronas con alta ingesta de grasa).

Triangulo mesometrial arterias espirales

Grupos %TE %F %MLV
Control 59+5 2+7 165
SnMP 21 + 3% 22 + 3* 33 + 5%

Tabla 16: trofoblasto endovascular (TE), fibrinoide (F) y musculo liso vascular (MLV) en las
arterias espirales de todo el triangulo mesometrial de ratas gestantes control y ratas gestantes
tratadas con SnMP, expresado como % de la longitud total del contorno de la arteria espiral.
P <0.05 vs. grupo control.
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VM y VTI arterias uterina y radiales

Arteria uterina Arterias radiales
Grupos
VM (mm/s) VTI (mm) VM (mm/s) VTI (mm)
Dia 14 Dia 19 Dia 14 Dia 19 Dia 14 Dia 19 Dia 14 Dia 19
Control 414+ 19 573 £ 49*% 64+5 86 + 8* 100+9 164 £ 12* 17+2 26 £ 2%
SnMP 479+ 21 487 £20 73+4 70+ 1 108 =10 112 £ 8¢ 17+1 17+ 1%

Tabla 17: velocidad media (mm/s) y velocidad integral en el tiempo (mm) obtenidas de la arteria uterina y de las arterias radiales de ratas gestantes control y
tratadas con SnMP los dias 14 y 19 de gestacion. P <0.05 vs. dia 14; T P <0.05 vs. ratas gestantes control.
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5 DISCUSION

La gestacion es un estado fisioldgico dindmico y complejo caracterizado por
notables cambios hemodindmicos en la circulacion materna, que facilitan un adecuado
aporte de oxigeno y nutrientes al feto en desarrollo sin provocar alteraciones en el
funcionamiento del organismo materno. Estos cambios adaptativos incluyen aumentos
importantes del GC y volumen sanguineo, asi como descensos en las resistencias
vasculares y la PA. La circulacion uterina y la circulacion renal contribuyen
significativamente a estas adaptaciones, de modo que estos lechos vasculares sufren
dilatacién y un marcado incremento en su flujo sanguineo desde etapas muy tempranas
de la gestacion. El estudio del patron que siguen estos cambios a lo largo del embarazo,
asi como, un mejor conocimiento de los mecanismos que subyacen a estas marcadas
adaptaciones del organismo materno son esenciales para identificar la aparicion de
posibles alteraciones, que detectdndose en etapas tempranas permitirian llevar a cabo un

adecuado manejo de la gestacion y una intervencion efectiva sobre la madre gestante.

Numerosos estudios han analizado la respuesta hemodinamica a la gestacion en
mujeres, pero la mayoria de ellos han utilizado técnicas invasivas, que no son adecuadas
para llevar a cabo estudios a largo plazo, ademas de ser muy cuestionadas por condicionar
los resultados. En los tltimos afios la aparicion de la ecografia Doppler ha supuesto un
gran avance en la metodologia utilizada para los estudios en mujeres gestantes, ya que es

una técnica no invasiva, sin riesgo de radiacion, y que permite evaluar los cambios

hemodinamicos en diferentes 6rganos a lo largo del embarazo (Armstrong et al., 2011).

A pesar de ello, la escasez de estudios longitudinales, el pequefio tamafo de la muestra
en la mayoria de ellos, y la dificultad afiadida que suponen los disefios experimentales en
las mujeres embarazadas, limitan la interpretacion de los datos que aparecen en la
literatura, y ponen en evidencia la necesidad de incluir modelos animales en este tipo de

investigaciones.

La rata gravida es un modelo muy usado para estudiar muchos de los aspectos de
la gestacion, pero del mismo modo que los estudios llevados a cabo en mujeres, la
mayoria de los trabajos de investigacion que han analizado los cambios hemodindmicos
a lo largo de la gestacion en estos animales, han utilizado técnicas invasivas y/o se han

centrado en una etapa gestacional aislada o en un lecho vascular concreto. Por ello, el
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primero de los objetivos planteado en la presente tesis doctoral fue evaluar la
hemodindmica cardiaca, renal y uterina, y determinar los cambios de PAS a lo largo de
la gestacion en ratas, empleando técnicas no invasivas. Esta metodologia ha permitido
llevar a cabo un seguimiento simultaneo de todos estos parametros en cada una de las

etapas gestacionales y, ademas, en el mismo sujeto de estudio.

Los resultados obtenidos a partir de los protocolos experimentales disefiados para
cumplir el primer objetivo indican que la rata gravida responde a la gestacion de manera
similar a la mujer gestante, mostrando una vasodilatacion significativa en las
circulaciones renal y uteroplacentaria que estd asociada a cambios paralelos en el GC

junto con marcados descensos de la PA en la ultima etapa gestacional.

Los resultados obtenidos en el grupo de ratas control muestran que los valores de
GC, corregidos con respecto al peso de los animales, se mantuvieron constantes en las
diferentes etapas gestacionales, lo que indica que los cambios de este pardmetro fueron

suficientes para compensar el incremento progresivo de peso a lo largo de la gestacion.

Resultados similares han sido descritos por|Wong et al. (2002)[en ratones. Estos autores

demostraron que a pesar de que las hembras gestantes presentaban aumentos
significativos en los valores absolutos de GC al final de la gestacion, estos no se

apreciaban cuando este pardmetro se expresaba por unidad de peso corporal. En el mismo

sentido,|Gilson et al. (1992)|mostraron que los incrementos de GC observados al final de

la gestacion en ratas gestantes, fueron menores cuando se consideraba el peso de los
animales. Por tanto, estos resultados indican que los mayores niveles de GC en la rata
gravida se producen al final de la gestacion y parecen estar estrechamente relacionados
con los marcados aumentos de peso que se producen en esta etapa, y que estan asociados
entre otros factores al desarrollo de la unidad uteroplacentaria, al crecimiento fetal y al

aumento creciente del volumen sanguineo. Una relacion similar del GC con el peso

materno ha sido también demostrada en mujeres gestantes (Mone et al., 1996} Vinayagam

et al., 2017). En el embarazo, los cambios en el GC se observan desde las primeras

semanas y alcanzan un pico a mitad de la gestacion, coincidiendo con el remodelado de
las arteriolas espirales endometriales. En la rata gestante este proceso se produce durante
la ultima etapa gestacional, lo que sugiere que las mayores adaptaciones cardiovasculares
a la gestacion en este modelo animal se producen relativamente mas tarde que en las

mujeres embarazadas.
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Los aumentos en los valores absolutos del GC que también observamos en el
presente estudio estuvieron asociados tanto a cambios del VS como a incrementos de la

FC a lo largo de la gestacion, coincidiendo con los resultados de diversos trabajos de

investigacion previos realizados en ratas y ratones gestantes {(Kulandavelu et al., 2006

Slangen et al., 1996). Del mismo modo que ocurria con el GC, los aumentos significativos

del VS al final de la gestacion no se observaron cuando los valores de este parametro se
corrigieron por el peso corporal de los animales, lo que sugiere una cierta influencia del
mismo sobre los cambios gestacionales del VS. Esta idea esta apoyada por los resultados
obtenidos en varios estudios realizados en mujeres, en diferentes etapas gestacionales,

que demuestran que el peso es un factor determinante en las variaciones del VS durante

el embarazo (Mone et al., 1996]|Vinayagam et al., 2017). A pesar de que los mecanismos

que subyacen a los cambios en el VS, y por tanto en el GC, no han sido analizados en este

estudio, la expansion del volumen plasmatico, una disminuciéon de las resistencias

periféricas, el aumento de la contractilidad y el remodelado cardiaco {Chung y Leinwand,

2014{|Kulandavelu et al., 2006{|Melchiorre et al., 2012) son factores que podrian estar

contribuyendo a las adaptaciones cardiovasculares descritas. Una expansion del volumen

plasmatico secundaria a la marcada vasodilatacion sistémica caracteristica de la gestacion

se ha descrito tanto en mujeres como en ratas gestantes (Baylis, 1994]|Gyselaers et al.,

2018}|Verkeste et al., 1998). Sin embargo, la disminucién de las resistencias periféricas

se produce a distintos tiempos en la mujer embarazada y en la rata gravida (Gilson et al.,

1992}|Hill y Pickinpaugh, 2008). Asi, mientras que las mayores disminuciones de la PA

ocurren al final del segundo trimestre en las mujeres embarazadas (Hill y Pickinpaugh,

2008), la disminucion significativa de este parametro en nuestro estudio tuvo lugar al final

de la gestacion a pesar de los incrementos del GC que se produjeron en esta etapa.

Paralelamente a los cambios en el GC, en nuestro estudio, se observo una marcada
vasodilatacion renal al final de la segunda semana de gestacion. El FSR y la TFG
aumentaron significativamente en el dia 14 de gestacion con respecto al periodo previo a
la concepcion. Sin embargo, mientras que el FSR disminuyd posteriormente, la TFG
continu6 aumentando hasta el final de la gestacion. El efecto del proceso gestacional

sobre la RVS y la TFG es bastante consistente en los diferentes modelos animales que se

han estudiado, mientras que los cambios en el FSR presentan una mayor variabilidad {(van

Drongelen et al., 2014). Entre las causas de esta heterogeneidad se encuentran el limitado

nimero de estudios longitudinales que han determinado este parametro a lo largo de la
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gestacion, la variabilidad de la metodologia, asi como, las diferentes especies estudiadas.
En este sentido, el uso de la ultrasonografia Doppler en el presente trabajo de
investigacion ha permitido analizar de manera no invasiva la hemodindmica renal en la
rata, al final de cada una de las semanas de gestacion, utilizando la etapa previa a la
concepcion como periodo control en el mismo animal. Los resultados obtenidos son
similares a los que se observan en mujeres embarazadas, en las cuales el FSR y la TFG
se comportan también de forma diferente segiin avanza la gestacion. Asi, mientras que el
FSR aumenta de forma significativa durante la primera mitad del embarazo y desciende
posteriormente a niveles similares a los de antes de la concepcion, la TFG muestra un

patrén similar en la primera parte de la gestacion, pero continua elevada hasta el final de

la misma (Hussein y Lafayette, 2014). Aplicando la técnica de micropuncion renal en

ratas gestantes en mitad de la gestacion, etapa donde el FSR es maximo,|Baylis (1980)

demostr6 que el aumento gestacional de la TFG en una nefrona aislada se debe
principalmente al aumento en el flujo plasmatico glomerular. Esta autora concluyoé que el
aumento del flujo plasmatico glomerular provoca un aumento en la presion de
ultrafiltracion secundario a la disminucion de la presion oncotica a lo largo de los
capilares glomerulares y subsecuentemente un aumento de la TFG en la nefrona aislada.
En este estudio, la presion oncotica plasmatica no fue diferente entre las ratas gestantes y
las ratas control. Esta relacion entre los aumentos de FSR y TFG en la primera mitad de

la gestacion ha sido también demostrada en un estudio realizado en mujeres en etapas

tempranas del embarazo (Roberts et al., 1996). Sin embargo, como ya se ha senalado

anteriormente, la relacion entre ambos pardmetros cambia en nuestro estudio segun

avanza la gestacion, al igual que se ha observado en mujeres embarazadas (Hussein y

Lafayette, 2014). Los aumentos de la TFG, a pesar de la disminucion en el FSR que se

observa en la ultima etapa gestacional, se podrian explicar por la importante reduccion de
la presion oncotica provocada por la hemodilucién de las proteinas plasmaticas

secundaria al marcado aumento del volumen plasmatico que ocurre al final del embarazo

Hussein y Lafayette, 2014). Una mayor contribucion del coeficiente de ultrafiltracion

glomerular (Kf) a la regulacion de la TFG durante la tltima etapa de la gestacion podria
también explicar estos resultados. Debido a que ni la presion oncotica glomerular ni la Kf
pueden medirse directamente en humanos, varios autores han hecho una estimaciéon de

estos parametros utilizando un modelo matematico basado en los coeficientes de filtrado

de dextrano neutro en mujeres, al final de la gestacion {(Milne et al., 2002|Roberts et al.,

1996). Estos autores concluyeron que la elevada TFG en mujeres en el tercer trimestre de
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gestacion, se debe a una combinacion de los niveles de FSR, una disminucién de la
presion oncotica y un aumento de la Kf. La contribucion de la Kf a los cambios de la TFG
en la ultima etapa del embarazo también se ha sugerido en un estudio en mujeres en el
que se observd, que mientras que a las dos semanas después del parto el flujo plasmatico
renal fue similar al periodo previo a la concepcion y la presion oncotica aumentd por
encima de los valores basales, estas mujeres mostraron una elevada TFG asociada a
aumentos significativos de la Kf'y de la presion hidrostatica capilar renal. Por tanto, todos
estos resultados apuntan hacia la idea de que la hiperfiltracion gestacional en la rata y en
la mujer gestante en la ultima etapa gestacional no depende exclusivamente del FSR

Odutayo y Hladunewich, 2012).

Todos estos resultados en conjunto ponen de manifiesto que la vasodilatacion del
lecho vascular renal es uno de los primeros cambios adaptativos que se producen en
respuesta a la gestacion y tanto en la mujer embarazada como en la rata gestante, precede
a los méaximos cambios en la funcion cardiovascular a pesar de que estos tienen lugar en

momentos del embarazo relativamente diferentes en ambas especies.

Del mismo modo que el lecho vascular renal, la circulacion uteroplacentaria ejerce
un papel critico en las adaptaciones hemodinamicas a la gestacion, pues contribuye
también de manera primordial a la disminucion de las resistencias periféricas y a los
descensos de la PA caracteristicos de este proceso. Los resultados obtenidos en nuestro
estudio muestran que los pardmetros hemodinamicos medidos por ultrasonografia
Doppler en la arteria uterina y en las arterias radiales de las ratas gestantes mostraron
incrementos graduales desde el dia 7 hasta el final del embarazo, sugiriendo que la
vasculatura uteroplacentaria sufre una importante vasodilatacion y un aumento de flujo
sanguineo, que es evidente desde el final de la segunda semana de gestacion y que se
produce en paralelo a los cambios observados en el GC. Existen estudios previos en los

cuales se ha encontrado un aumento progresivo de la PSV y de la EDV durante la

gestacion en las arterias uterinas de ratas y ratones gestantes (Bibeau et al., 2016), lo que

indica una relacion directa entre estos parametros y el gradual incremento del flujo
sanguineo en la unidad uteroplacentaria caracteristico del embarazo. Estos hallazgos son
consistentes con un estudio reciente que muestra que la ligadura de los vasos uterinos en

ratones causa una disminucion significativa de la PSV de la arteria uterina medida por

ecografia Doppler (Bibeau et al., 2016). En la mujer gestante se ha demostrado que la

PSV y la EDV muestran un marcado ascenso desde el inicio del embarazo, que esta
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fuertemente correlacionado con la duracion de la gestacion, lo que indica un cambio de

elasticidad y resistencia en la circulacion uterina desde las primeras semanas de gestacion

Abd El Aal y Kiinzel, 1994). Estos autores demostraron que el calculo de los indices de

resistencia en este estudio no aportaba informacidn sobre los cambios en la resistencia
del lecho vascular uterino, puesto que tanto la PSV como la EDV aumentaron
simultaneamente. Por otro lado, la VM en la arteria uterina también se ha correlacionado

con la edad gestacional en la mujer embarazada, lo que demuestra que este parametro

puede ser un buen indicador de la perfusion vascular uterina (Bower et al., 1992).

En la rata, los trofoblastos penetran en la decidua uterina entre el dia 14 y 15 de
gestacion, y ocupan el miometrio a medida que avanza la gestacion. El remodelado

vascular del tridngulo mesometrial es maximo en el dia 18 de gestacion y esta asociado

con la destruccion de la capa de células musculares lisas de las arterias espirales (Ain et

al., 2003). La cronologia de este proceso en la rata sugiere que los incrementos maximos

observados en los parametros hemodinamicos medidos en la arteria uterina y en las
arterias radiales al final de la gestaciéon en nuestro estudio, se podrian explicar
parcialmente por la mayor disminucioén de las resistencias uteroplacentarias provocada
por el fin del proceso de remodelado de las arteriolas espirales. En las mujeres gestantes
el incremento del FSU es detectable desde el primer trimestre de gestacion. Este
pardmetro muestra aumentos graduales y moderados hasta la semana 10-12 y rapidos

incrementos durante el segundo trimestre que se mantienen hasta el final del embarazo

Osol y Moore, 2014). Por tanto, al igual que ocurre en la rata gestante los mayores

incrementos en el FSU en el embarazo humano se observan después de que se haya
completado el proceso de remodelado de las arterias espirales maternas, que en el
embarazo humano comienza en las primeras semanas de gestacion y finaliza alrededor de
la semana 20. A pesar de ello, los incrementos en el FSU en el embarazo humano son
evidentes desde antes de la invasion trofoblastica de las arterias espirales, de manera que
otros mecanismos parecen estar influyendo en la disminucidon temprana de las
resistencias vasculares uteroplacentarias. En este sentido, el aumento en el didmetro de la
arteria uterina y la formacion de anastomosis arteriovenosas en la circulacion uterina se

han propuesto como los principales factores que podrian explicar la vasodilatacion en de

este lecho vascular en el primer trimestre de embarazo (Osol y Moore, 2014). Estas

anastomosis, que se han descrito en mujeres gestantes (Gyselaers y Peeters, 2013

conectan las arterias radiales miometriales con el lado venoso de la vasculatura y pueden
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contribuir a la regulacion de la resistencia vascular uterina desde las primeras etapas de

la gestacion.

En resumen, los resultados obtenidos con los experimentos realizados para
cumplir el primer objetivo de la presente tesis doctoral, indican que la rata gestante
muestra cambios graduales en el GC a lo largo de la gestacidon, que estan asociados a
aumentos significativos en el flujo de sangre en los lechos vasculares renal y
uteroplacentario, y que estan relacionados directamente con el incremento gradual de
peso caracteristico del embarazo. La mdaxima vasodilatacion en la circulacion
uteroplacentaria se observa al final de la gestacion, coincidiendo con los mayores
incrementos en el GC y los menores niveles de PA. Sin embargo, los aumentos en el FSR
son mas evidentes al final de la segunda semana y preceden a los méximos cambios en la
funcion cardiovascular que se observan al final del embarazo. Estos resultados sugieren
que una proporcion importante del GC en la ultima etapa gestacional se dirige hacia la
circulacion uteroplacentaria, priorizando las exigentes demandas del feto en desarrollo, a
expensas de una disminucion en el aporte de sangre a otros o6rganos, que, como el rifidn,

vuelven en esta etapa a un estado similar a la etapa previa a la concepcion.

En los ultimos afios se ha demostrado que el sistema hemooxigenasa-moné6xido
de carbono (HO-CO) estd implicado en los procesos de adaptacion hemodindmica del
organismo materno al embarazo. En este sentido, diferentes trabajos de investigacion en
animales han demostrado un papel importante de este sistema en la regulacion de la
funcion uteroplacentaria y de la PA durante la gestacion. Sin embargo, hasta el momento
no se habia determinado si la contribucion del sistema HO-CO a la regulacion de la PA
durante la gestacion podria estar mediada por sus posibles acciones sobre el remodelado
de las arterias espirales, influyendo asi en la respuesta hemodindmica uteroplacentaria.
Por tanto, el segundo de los objetivos de la presente tesis doctoral fue determinar los
cambios en los parametros hemodinamicos en las arterias uterina y radial a lo largo de la
gestacion en ratas con posibles alteraciones en el remodelado de las arterias espirales y
aumentos de la presion arterial inducidos por una disminucion de la actividad del sistema

HO-CO.

Los resultados obtenidos a partir de los grupos experimentales disefiados para
cumplir este objetivo muestran en primer lugar, que ambas isoformas de la HO se

expresan en los sitios de implantacion en la rata gestante. Concretamente, los niveles mas
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altos de expresion de HO-1 y HO-2 se observaron a mitad de la gestacion, coincidiendo

con el inicio de la invasion trofoblastica de la decidua uterina de la rata (Ain et al., 2003),

y sugiriendo asi, que la HO puede estar involucrada en este proceso y, por lo tanto, en la
remodelacion vascular materna inducida por estas células. En un estudio previo se ha

observado un patron gestacional similar de expresion de ambas isoformas de la HO

Kreiser et al., 2003). Aunque los dias de gestacion analizados fueron diferentes, estos

autores encontraron que los niveles de proteina HO-1 y HO-2 uterina y placentaria, y su

ARNmMm alcanzaron un pico alrededor del dia 16 del embarazo, coincidiendo también con

las primeras etapas de la invasion trofoblastica uterina (Kreiser et al., 2003).

En el lecho placentario humano, los citotrofoblastos endovasculares e
intersticiales expresan HO-1 y HO-2, lo que sugiere que la actividad de ambas isoformas
de HO podria contribuir también al control de la invasion trofoblastica y, por tanto, de la
funcién placentaria. Con respecto a esta idea, se ha demostrado que la inhibicion de la
actividad de la HO en la placenta humana provoca una importante constriccion en la

vasculatura placentaria, demostrando asi, la implicacion del sistema HO-CO en la

regulacion del flujo sanguineo en este 6rgano (Lyall et al., 2000). Sin embargo, no se

conoce la contribucion de este sistema al proceso de remodelado de las arterias espirales
en mujeres gestantes. La presente tesis doctoral ha evaluado el remodelado vascular
dependiente de los trofoblastos en el triangulo mesometrial de ratas gestantes tratadas con
un inhibidor de la actividad de la HO, SnMP. Al igual que en los seres humanos, las ratas
gestantes presentan una placenta hemocorial, que se caracteriza por una invasion

trofoblastica intrauterina profunda y una remodelacion de las arterias espirales secundaria

a esta invasion {(Ain et al., 2003||Carter et al., 2006).

En la rata, los trofoblastos penetran en la decidua uterina entre los dias 14y 15 de

gestacion y se extienden hacia el miometrio a medida que avanza la gestacion (Ain et al.,

2003). La invasion vascular del triangulo mesometrial es maxima a los 18 dias de

gestacion y se asocia con una pérdida de la capa de musculo liso en los vasos invadidos

Ain et al., 2003). En el presente estudio, el inhibidor de la HO se administro el dia 14,

coincidiendo con el inicio de esta invasion y, posteriormente (dia 19 de gestacion) se
evalud el remodelado de las arterias espirales en el tridngulo mesometrial. Los estudios
inmunohistoquimicos mostraron que la administracién del inhibidor de la HO provoco
alteraciones en la transformacion vascular de las arterias uterinas en las ratas gravidas.

En el dia 19 de gestacion, estas arterias mostraron una menor proporcion de trofoblastos
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recubriendo su contorno interno, y una mayor cantidad de musculo liso que las arterias
de ratas prefiadas control, lo que sugiere que la enzima HO est4 implicada en los cambios
estructurales que se producen en la vasculatura mesometrial uterina durante la ultima
etapa de la gestacion. La presencia de una mayor proporcion de musculo liso vascular en
las arterias espirales de ratas con actividad reducida de la HO, puede provocar una mayor
resistencia al flujo sanguineo en estos vasos y, subsecuentemente una disminucion en el
aporte de sangre a la placenta y a la circulacion fetal. Este es el primer estudio que muestra
que el sistema HO-CO estd involucrado en el remodelado de las arterias espirales
inducido por los trofoblastos al final de la gestacion. A pesar de que en un estudio previo
en ratones hembra con deficiencia en HO-1, se habia observado que la relacion entre el
diametro de la pared y el lumen de las arterias espirales aumenta con la gestacion en

comparacion con los controles, este estudio fue realizado durante las primeras etapas

gestacionales y no incluye datos que cuantifiquen la invasion trofobléstica {Linzke et al.,

2014). En el raton hembra este proceso también se inicia a mitad de la gestacion, pero a

diferencia de la rata, la invasion se limita a la decidua mesometrial uterina y su
contribucion al remodelado endovascular es menor. Por esa razon, a pesar de que la
invasion trofoblastica profunda en el embarazo humano ocurre relativamente antes que
en la rata, este modelo animal se considera mas adecuado que el ratdn para los estudios
de remodelacion de los vasos uterinos durante la gestacion. En nuestro estudio, el
inadecuado remodelado de las arterias espirales maternas estuvo asociado a importantes
alteraciones en la hemodindmica uterina, una mayor reabsorcion fetal y niveles mas altos
de PA al final de la gestacion. Estos resultados sugieren que el incremento de la PA,
inducido por la reduccion de la actividad de la HO en ratas prefiadas, puede ser una
consecuencia de un aumento en la resistencia de la vasculatura uterina y una reduccion
en el flujo de sangre en la circulacion uteroplacentaria. En este sentido, se ha demostrado

que la reduccion mecanica de la presion de perfusion uterina provoca HTA en ratas

prefiadas (Llinas et al., 2004) y en ratones (Fushima et al., 2016), que no se observa en

animales no gestantes. Aunque en nuestro estudio el aumento de la PA observado al final
de la gestacion en respuesta a la inhibicion de la HO no es excesivo, los resultados
sugieren un deterioro considerable de la adaptacion vascular a la gestacion, puesto que
las ratas prefiadas control muestran niveles de PAM alrededor de 14 mm Hg inferiores
que los observados en las ratas prenadas tratadas con el inhibidor. Finalmente, estos

resultados también son consistentes con estudios que muestran que las alteraciones del
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flujo sanguineo de la arteria uterina estan presentes en mujeres con HTA gestacional y

PE (Pijnenborg et al., 2011).

En nuestro estudio los pardmetros hemodindmicos medidos mediante
ultrasonografia Doppler en la arteria uterina y en las arterias radiales, PSV, EDV, VM y
VTI, aumentaron al final del embarazo en las ratas prefiadas control. Sin embargo, estos
parametros no cambiaron en los vasos uterinos de ratas con actividad de HO disminuida.
Por tanto, en estos animales la alteracion del remodelado de las arterias espirales
dependiente de los trofoblastos estuvo asociado a disminuciones importantes en los
parametros Doppler tanto en la arteria uterina como en las arterias radiales. Tomados en
conjunto, estos datos indicarian que una actividad disminuida de la HO puede conducir a
una reduccion del flujo sanguineo uteroplacentario y a un deficiente aporte de sangre a la
circulacion fetal. Aunque la contribucion del sistema HO a la adaptacion de la circulacion
uteroplacentaria al embarazo es clara en nuestro estudio, se desconoce el mecanismo
subyacente a este efecto. De acuerdo con nuestros resultados, varios estudios han

demostrado que una invasion trofoblastica defectuosa estd asociada con alteraciones en

los parametros Doppler de la arteria uterina (Craven et al., 1998]|Geusens et al., 2008

Lyall et al., 2013{|Prefumo et al., 2004). Sin embargo, las formas de la onda Doppler de

las arterias uterinas de los embarazos abdominales muestran cambios similares durante la

gestacion a los observados en los embarazos intrauterinos, a pesar de que en esta situacion

no existe invasion de las arterias espirales por los trofoblastos {Acécio, 2002}|Collins et

al., 2011). Ademas, el remodelado de las arterias uterinas y radiales no depende de estas

células. Por tanto, parece que los cambios en la resistencia de las arterias espirales no son

el tnico determinante en la forma de la onda Doppler de la arteria uterina (Burton et al.,

2009). Nuestra hipdtesis es que el sistema HO puede estar también involucrado en los

cambios estructurales y funcionales observados en las arterias uterinas y radiales durante
el embarazo. Durante la gestacion, estos vasos experimentan un aumento de tamafio y
crecimiento axial, que son independientes de los trofoblastos, y probablemente estan

mediados por la hipertrofia e hiperplasia de las células endoteliales y de las células

musculares lisas {Osol y Mandala, 2009). El sistema HO podria contribuir a estos cambios

estructurales a través de sus acciones reguladoras de los niveles de VEGF, dado que este

factor induce vasodilatacion, estimula la mitosis endotelial y se ha asociado con

hipervascularizacion y agrandamiento vascular {(Osol y Mandala, 2009). Esta hipdtesis

esta respaldada por el estudio de|George et al. (2013)} que ha demostrado que el aumento
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de la PA inducido por la administracion de SnMP durante la ultima etapa de la gestacion
estd asociado a una reduccion significativa del VEGF, lo que sugiere que niveles mas
bajos de este factor proangiogénico podrian estar contribuyendo a las alteraciones en la
remodelacion de las arterias uterinas y radiales, y la vasoconstriccion uterina inducida por
inhibicion de la actividad de la HO. De acuerdo con estos resultados, también se ha
demostrado que la induccion de HO-1 atenuia la HTA y la disminucion de los niveles de
VEGF inducida por la isquemia placentaria, lo que sugiere que la disfuncion del endotelio

vascular secundaria a la disminucion de la presion de perfusion uterina podria mejorar en

respuesta a un inductor de esta isoforma (George et al., 2011). Finalmente, los niveles

disminuidos de CO en respuesta a la actividad reducida de la HO también pueden
contribuir directamente a la reduccion del FSU observado en nuestro estudio. Por otro
lado, la disminucion del FSU inducida por la inhibicion de la actividad de la HO, podria
estar a su vez mediando parcialmente las alteraciones en el remodelado de las arterias

espirales. Con respecto a esta idea, se ha sugerido que el acondicionamiento previo de las

arterias espirales precede a la invasion trofobléastica endovascular (Zenclussen et al.,

2003}, ya que incluso se ha observado que algunos vasos maternos experimentan cambios

morfoldgicos sin interaccion con estas células {Whitley y Cartwright, 2010).|Lyall et al.

(2000) demostraron que la expresion de HO-2 est4 reducida en las células endoteliales
placentarias de mujeres que presentan trastornos del embarazo como la PE o la CIR, lo
que sugiere que una reduccion en los niveles de CO en estas células podria alterar la
dilatacion de la arteria espiral antes de la invasion por los trofoblastos. Una posible
explicacion seria que un FSU reducido y el “shear stress” podrian influir negativamente

en las interacciones entre las células del musculo liso vascular y endotelial necesarias para

el proceso de remodelacion de las arterias espirales (Whitley y Cartwright, 2010). De

acuerdo con esta hipotesis se ha demostrado que los embarazos humanos con un patréon
de flujo de la arteria uterina de baja resistencia obtenido por ecografia Doppler se asocian

con una invasion trofoblastica de los vasos deciduales mas extensa que los embarazos con

un patron de flujo de alta resistencia (Prefumo et al., 2004).

En resumen, los datos obtenidos a partir de los experimentos disefiados para
cumplir el segundo de los objetivos de la presente tesis doctoral indican que la
disminucion de la actividad de la HO durante la gestacion provoca aumentos de PA y
alteraciones en el remodelado de las arterias espirales, que estan asociadas a alteraciones

significativas en las velocidades de flujo obtenidas a partir de la onda Doppler en la arteria
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uterina y las arterias radiales. A pesar ello, no se puede descartar que otros procesos
independientes de la invasion trofobldstica de las arterias espirales puedan estar
contribuyendo a estas alteraciones de los pardmetros hemodindmicos que se observan en
las arterias uteroplacentarias. En ese sentido, la inhibicion de la actividad de HO durante
la ultima etapa de la gestacion podria inducir una reduccion en el flujo sanguineo en las
arterias uterinas y radiales, que podria estar contribuyendo en parte a las alteraciones del
remodelado de las arterias espirales dependiente de la invasion trofoblastica. Los
resultados también sugieren que una mayor resistencia en la circulacion uterina durante
las ultimas etapas de la gestacion, puede ser una posible causa de los elevados niveles de

PA secundarios a la inhibicion de la actividad de la HO.

A pesar de que la mayoria de mujeres se adaptan normalmente al embarazo, gran
parte de las complicaciones que aparecen en las etapas finales del mismo estan a menudo
precedidas por una alteracion temprana en los procesos de adaptacion gestacionales. Ast,
entender los mecanismos que subyacen a estas alteraciones es esencial para detectar en
etapas tempranas de la gestacion, la posible aparicion de complicaciones tardias que
deriven en condiciones de alto riesgo para la madre y el feto. En este sentido, la obesidad
materna e incluso el sobrepeso son importantes factores de riesgo para el desarrollo de
diversas complicaciones que aparecen durante el embarazo, entre las que se incluyen la

diabetes gestacional, altas tasas de cesarea, la CIR y desordenes hipertensivos como la

HTA gestacional y la PE (Buddeberg et al., 2019). En cambio, la relacion entre estas

complicaciones y las posibles alteraciones en los procesos de adaptacion de la
hemodindmica materna a la gestacion en mujeres con obesidad o sobrepeso permanecen

sin determinar.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado en un estudio previo (Moreno et

al., 2019) que la ingesta de una dieta alta en grasa desde una edad temprana induce

sobrepeso en ratas hembras en edad adulta, que esta asociado a un aumento del volumen
de grasa abdominal (37%), glomeruloesclerosis y a incrementos significativos de la PA.
Sin embargo, la respuesta hemodinamica a la gestacion no se ha estudiado en este modelo
animal. Por tanto, el tercer objetivo de este trabajo de tesis doctoral fue analizar la
respuesta hemodinamica a la gestacion en ratas con sobrepeso inducido por una ingesta
cronica de grasa desde una edad temprana. Los resultados obtenidos demuestran que a
pesar de que los niveles pregestacionales del GC estaban disminuidos en estos animales,

este parametro respondidé normalmente al embarazo, alcanzando niveles similares a los
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observados en el grupo control en la segunda mitad de la gestacion. Esta respuesta del
GC estuvo acompanada de aumentos en el VS, la FC y el FSR, que no fueron diferentes
a los que mostraron las ratas gestantes control. Sin embargo, y a diferencia de lo que
ocurria en el grupo control, la TFG no sufrié cambios significativos en la segunda mitad
del embarazo, e incluso disminuy6 en la ultima etapa gestacional. Los valores de GC y
VS se corrigieron por el peso corporal, al igual que en todos los otros grupos

experimentales, puesto que se ha demostrado que el tamafio y el peso corporal pueden

influir en la hemodinamica sistémica (Sarno et al., 2020). De acuerdo con esta idea,

Golinska-Grzybala et al. (2021)[demostraron que mientras que el GC no fue diferente

entre mujeres gestantes de peso normal y obesas en el primer trimestre de gestacion, el
indice cardiaco fue significativamente menor en estas ultimas, sugiriendo que este indice
es mas adecuado para comparar los parametros hemodindmicos cuando hay diferencias

en el peso corporal.

Los menores valores de GC observados en el periodo previo a la concepcion en
las ratas con sobrepeso pueden ser debidos a un aumento de las resistencias vasculares
periféricas secundario a la presencia de cierto grado de disfuncion endotelial en estos
animales. Esta hipotesis se apoya en trabajos previos de nuestro grupo, que han
demostrado que la alta ingesta de grasa desde edad temprana induce incrementos

significativos de la PA en la edad adulta, que son dependientes de la Ang II y que estan

asociados a elevados niveles plasmaticos de IL-6 (Moreno et al., 2019). Los niveles

elevados de esta interleucina son un indice de la presencia de un estado de inflamacion,

que podria estar contribuyendo al anormal funcionamiento del endotelio en estos

animales (Ashraf y Baweja, 2013). En concordancia con estos resultados, varios estudios

en sujetos obesos hipertensos han demostrado que la obesidad abdominal est4 asociada a

disminuciones del indice cardiaco, aumentos en la resistencia vascular y alterada funcién

del ventriculo izquierdo (Farag et al., 2004}{Jern et al., 1992}|Neeland et al., 2013).

El aumento del GC en la segunda mitad de la gestacion y la maxima vasodilatacion
en la circulacion renal observada al final de la segunda semana, indican que las ratas con
sobrepeso son capaces de responder a este proceso mediante una marcada disminucion
de las resistencias periféricas. Sin embargo, a pesar de que la PAS disminuy6 en la
segunda mitad de la gestacion, los valores de este parametro permanecieron
significativamente elevados con respecto a los de las ratas gestantes control, sugiriendo

que los animales sometidos a una ingesta cronica de grasa muestran una mayor resistencia
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vascular en la segunda mitad de la gestacion que el grupo de ratas gestantes control. En
este sentido, se ha demostrado que las mujeres con HTA esencial normalmente muestran
la esperada disminucion de la PA caracteristica de la gestacion, aunque presentan una
aumentada resistencia vascular periférica cuando se comparan con mujeres normotensas

August et al., 2015).

Finalmente, la disminucion de la TFG observada al final de la gestacion en las
ratas con sobrepeso con respecto a las ratas gestantes control, podria ser debida a la
disminucion de FSR que se observa en esta etapa, ademds de una reduccién en el Kf

secundaria a la glomeruloesclerosis e infiltracion de linfocitos en el parénquima renal que

se han descrito en este modelo experimental (Moreno et al., 2019). Tanto los aumentos

en los niveles de leptina como de IL6 observados en estos animales podrian estar
contribuyendo a la glomeruloesclerosis y subsecuente pérdida de funcionalidad de los
glomérulos provocando, por tanto, la disminucidn del area de filtracion. En este sentido,

se ha demostrado que la leptina puede unirse a receptores especificos en las células

mesangiales aumentando la sintesis de factores profibroticos en el mesangio (Redon y

Lurbe, 2015). Con respecto a la infiltraciéon de linfocitos en el parénquima renal,

Bresnahan et al. (1992)|demostraron que estas células pueden inducir la contraccion de

las células mesangiales y asi, reducir la superficie de filtracion mediante la liberacion de
tromboxano y metabolitos vasoconstrictores derivados de la 5-lipooxigenasa. De acuerdo
con este estudio, existen numerosas evidencias que apuntan a una contribucion importante

de las células mesangiales en la regulacion de la filtracion, tanto en condiciones basales

como en varias enfermedades renales (Stockand y Sansom, 1998). Estos resultados

sugieren que una disminucion del Kf podria estar contribuyendo a la disminucién de la
TFG y a la retencion de volumen observada al final de la gestacion en las ratas con
sobrepeso. En este sentido, los resultados muestran que a pesar de la diferencia de peso
entre el grupo control y el de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa a lo largo de la
gestacion, el porcentaje de cambio de este pardmetro Unicamente fue diferente del
observado en el grupo control en la ultima etapa gestacional, sugiriendo que esta
diferencia podria deberse, al menos parcialmente a la mayor retencion de volumen
secundaria a los descensos de la TFG descritos. En consonancia con esta hipotesis, una

sobrecarga de volumen en el tercer trimestre de gestacion se ha descrito también en

mujeres obesas (Vonck et al., 2019).
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Los mayores niveles de PAS que se observan en las ratas con sobrepeso con
respecto a los que muestran las ratas gestantes control en la segunda mitad de la gestacion
sugieren también una adaptacion insuficiente de la circulacion uteroplacentaria al proceso
gestacional, puesto que aunque la hemodinamica en la arteria uterina se comportd de
manera similar a la del grupo control, los parametros hemodindmicos medidos en las
arterias radiales en las ratas gestantes con sobrepeso reflejaban una disminucion del flujo
en estas arterias al final de la gestacion. Esta alteracion en las arterias radiales podria ser
consecuencia de un inadecuado remodelado de estos vasos, o estar mediada por una
anormal transformacion de las arterias espirales distales dependiente de los trofoblastos.
A pesar de que la invasion trofoblastica de estas arterias no se ha examinado en el presente
trabajo de tesis doctoral, varios estudios en animales han demostrado que la ingesta de
grasa desde edad temprana y durante un periodo prolongado esta asociada a alteraciones
importantes en este proceso, provocando asi a una aumentada resistencia en estos vasos
y una subsecuente disminucion del aporte de sangre a la placenta. Con respecto a esta
hipdtesis es importante sefalar que, en nuestro estudio, la hiperleptinemia que se observa

en el grupo de ratas con sobrepeso, podria estar contribuyendo a esta posible alteracion

en el remodelado endovascular de las arterias espirales (Spradley et al., 2015).

Finalmente, no se puede descartar en el presente trabajo una disminucion del didmetro de
estas arterias en respuesta a los aumentos de presion que se observan en las ratas con
sobrepeso, ya que se ha demostrado que las arterias radiales mas proximales se constrifien
en presencia de una elevada presion intraluminal. Este mecanismo miogénico se ha

observado también en arterial radiales de mujeres gestantes y pone de manifiesto la

importancia de este mecanismo en la regulacion de la resistencia uterina {Gokina et al.,

2003). Por otra parte, la disminucion de las velocidades de flujo en las arterias radiales

sin cambios en los parametros hemodinamicos de la arteria uterina podria explicarse por

la presencia de las numerosas anastomosis arteriovenosas que conectan las arterias

radiales miometriales con la parte venosa de la circulacion uterina (Clark et al., 2017

Lloyd-Davies et al., 2021). De este modo, no toda la sangre que procede de las arterias

uterinas alcanzaria la placenta, sino que una fraccion mas o menos variable podria pasar

a la circulacidn venosa a través de estas derivaciones arteriovenosas.

Junto con la obesidad y el sobrepeso, la enfermedad renal es otro de los principales
factores de riesgo para el desarrollo de complicaciones gestacionales, entre las que se

incluyen la PE y la CIR. En este sentido, se ha demostrado que mujeres que tuvieron BPN
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y/o reducido niimero de nefronas desde etapas tempranas del desarrollo tienen un mayor
riesgo de desarrollar HTA y otros eventos adversos durante la gestacion. Sin embargo,
hasta el momento no existen estudios en mujeres ni en modelos animales experimentales
que hayan analizado las adaptaciones cardiovasculares y renales a lo largo de la gestacion
en madres con reducido numero de nefronas desde la etapa perinatal. Por tanto, el cuarto
objetivo del presente trabajo de tesis doctoral, estuvo dirigido a determinar si el reducido
numero de nefronas desde la epata perinatal va a influir en la respuesta hemodindmica a
la gestacion, y puede contribuir a alteraciones gestacionales de la PA. Para cumplir dicho
objetivo, se utiliz6 un modelo experimental con reducido niumero de nefronas inducido
por la administracion oral de un antagonista de los receptores AT durante los primeros
14 dias de vida. Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que las hembras
adultas que fueron tratadas con el antagonista de los receptores AT en la etapa perinatal

presentan una disminucién del 37% en el numero de nefronas, que estd asociada a

glomeruloesclerosis, PA elevada y una reserva funcional renal reducida {Loria et al.,

2007a{|2007b}|Saez et al., 2007).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que las hembras con
reducido numero de nefronas presentaron un GC y un VS inferiores a las ratas control
antes de la concepcion y durante todo el embarazo. Una probable disfuncion del endotelio
secundaria a la reduccion del nimero de nefronas podria estar contribuyendo a los
menores niveles de GC y VS observados en este grupo de animales antes y después de la
gestacion. En este sentido, resultados previos de nuestro grupo de investigacion han

demostrado que el reducido nlimero de nefronas en estos animales estd asociado a niveles

elevados estrés oxidativo {(Moreno et al., 2021}(Reverte et al., 2013), que como ha sido

ampliamente demostrado, es un proceso patoldgico en el que convergen multiples

factores que pueden causar disfuncion de las células endoteliales. Ademas, se ha

demostrado que sujetos con BPN presentan disfuncion endotelial {(Goodfellow et al.,

1998} [Leeson et al., 2001) que se manifiesta principalmente como deterioro en la

vasodilatacion y remodelacion vascular dependientes del endotelio. En el presente
estudio, las hembras con reducido niimero de nefronas mostraron una aumentada PAS
antes del embarazo, sugiriendo que un aumento de las resistencias vasculares sistémicas
podria estar contribuyendo a estos niveles de PA y a los menores valores de GC descritos.
Aunque la estructura y el remodelado cardiacos no se han analizado en este estudio, los

descensos en el GC y el VS secundarios al reducido nimero de nefronas se podrian
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explicar también por la presencia de alteraciones en las dimensiones de las cavidades
cardiacas y/o en el grosor de la pared, puesto que existe una estrecha relacion entre este

tipo de alteraciones en la estructura cardiaca y un menor nimero de nefronas o el BPN

Kwon y Kim, 2017}[Poladia et al., 2006). A pesar de que el GC y el VS fueron inferiores

antes y durante toda la gestacion en los animales con reducido numero de nefronas, los
valores de ambos pardmetros, corregidos por el peso corporal de los animales,
permanecieron invariables a lo largo del embarazo. En conjunto, estos resultados sugieren
una alteracion en la respuesta vasodilatadora a la gestacion, pues a pesar de que el GC se
mantuvo sin cambios, y la PAS disminuy6 en la ultima etapa gestacional, los valores de
este parametro permanecieron significativamente elevados con respecto a los de las ratas

gestantes control.

En relacion a la hemodinamica renal, las ratas gestantes con menor nimero de
nefronas presentaron valores de FSR y de TFG similares a las ratas control antes de la
concepcidn. Sin embargo, ninguno de estos parametros sufrid incrementos significativos
en respuesta a la gestacion. Ademas, la TFG fue significativamente menor que en el grupo
control durante la segunda mitad del embarazo. Estos resultados indican que la respuesta
adaptativa renal a la gestacion estd alterada en los animales con reducido nimero de
nefronas, ya que la vasodilatacion renal no fue tan evidente como la que se observa en las
ratas gestantes del grupo control. A pesar de que los mecanismos implicados en estas
alteraciones no se han determinado en este estudio, esta menor respuesta de la circulacion
renal podria ser el resultado de un desequilibrio en los niveles de los diferentes factores

vasoactivos, que tendria lugar como consecuencia de la posible disfuncion endotelial

secundaria al reducido numero de nefronas desde la etapa perinatal {Goodfellow et al.,

1998} |Leeson et al., 2001). En este sentido, resultados previos de nuestro grupo han

demostrado que las hembras con una menor dotacion de nefronas presentan una

aumentada sensibilidad renal a Ang II (Reverte et al., 2013), sugiriendo que en estos

animales existe una disminucién de la actividad de los mecanismos vasodilatadores.
Ademas, la inadecuada respuesta de la TFG a la gestacion en el presente estudio, esta en

consonancia con los resultados de trabajos previos en los que nuestro grupo ha

demostrado una reserva funcional renal reducida en estos animales (Loria et al., 2007a).

Cuando ocurre una pérdida de nefronas, los glomérulos restantes sufren hipertrofia
compensatoria (glomerulomegalia) e hiperfiltracion (aumento de la TFG de una sola

nefrona) para mantener una funcion renal adecuada. Sin embargo, esta adaptacion se
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produce a expensas del aumento de la presion intraglomerular, que acelera la lesion de

los glomérulos funcionales y perpetia el circulo vicioso de la pérdida continua de

nefronas (Hostetter et al., 1981). Aunque las ratas con reducido nimero de nefronas

presentan una TFG igual a la de las ratas control en la etapa previa a la concepcion, este
parametro no se adapta de forma adecuada a la gestacion en estos animales, lo que sugiere
que el embarazo supone un test de estrés fisioldgico para la funcion renal materna y pone
de manifiesto la dificultad de respuesta que pueden sufrir las mujeres con alteraciones en
el desarrollo renal ante situaciones que exigen el reclutamiento maximo de las nefronas
funcionales existentes. Finalmente, la ausencia de cambios en la TFG en la primera mitad
de la gestacion y la disminucion de este pardmetro en la Giltima etapa gestacional, podrian
estar contribuyendo a una mayor retencion de volumen en estos animales, que explicaria
en parte, los mayores niveles de PAS al final de la gestacion en las ratas con reducido
numero de nefronas. Ademas, este posible aumento del volumen de fluido con respecto
al grupo de ratas gestantes control podria ser la causa de la diferencia de peso observada

a lo largo de la gestacion entre los dos grupos experimentales.

La reduccion en el nimero de nefronas desde la etapa perinatal indujo también
alteraciones en la adaptacion de la circulacion uteroplacentaria a la gestacion. Aunque los
cambios en los pardmetros hemodinamicos de la arteria uterina a lo largo del embarazo
no fueron diferentes de los observados en el grupo control, la PSV, EDV, VM y VTI en
las arterias radiales fueron significativamente menores en las ratas con menor nimero de
nefronas que en las ratas control al final de la gestacion. Estos resultados sugieren que
estos animales presentan una reducida velocidad de flujo en las arterias radiales, que no
se observa en la arteria uterina y que es similar a la observada en las ratas gestantes
alimentadas con una dieta alta en grasa. La disminucion de la velocidad de flujo en estas
arterias podria deberse a un mayor efecto de los agentes vasoconstrictores o a la alteracion
de los procesos de remodelado tanto en las arterias espirales como en las propias arterias
radiales, y podria contribuir a los mayores niveles de PA observados en estos animales al
final de la gestacion. Es posible que el menor GC en estos animales condicione el aporte
de sangre a las arterias espirales interfiriendo asi, en su proceso de remodelado, puesto

que como se ha citado anteriormente estos vasos requieren unas condiciones 6ptimas de

perfusion previas al inicio de la invasion trofoblastica endovascular {(Zenclussen et al.,

2003). Ademas, se ha demostrado que el diametro de las arterias radiales estd disminuido

en mujeres con PE (Ong et al., 2005). Del mismo modo que se ha argumentado en la
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discusion de los resultados obtenidos en el grupo de ratas con sobrepeso, no podemos
descartar en este grupo la accion del mecanismo miogénico sobre el didmetro de las

arterias radiales, puesto que juega un papel muy importante en la regulacion de la

resistencia de la circulacion uterina durante la gestacion (Gokina et al., 2003). A pesar de

que el mecanismo o mecanismos que median la menor velocidad de flujo en las arterias
radiales observada en el grupo de animales con reducido numero de nefronas no se puede
determinar a partir del presente estudio, los resultados obtenidos sugieren que en estos
animales existe una alteracion en los mecanismos de adaptacion de la circulacion

uteroplacentaria en la ultima etapa gestacional, que van a contribuir probablemente al

menor descenso de la PA y a la disminucion del aporte de sangre a la placenta (Lloyd-

Davies et al., 2021).

Estos resultados indican que un reducido nimero de nefronas desde la etapa
perinatal condiciona de forma moderada la respuesta hemodinamica a la gestacion.
Aunque estos animales responden al embarazo mediante aumentos en el GC asociados a
una vasodilatacion significativa de la circulacion renal y uteroplacentaria, estos cambios
no se producen de la forma correcta, de manera que no son suficientes para mantener los
niveles de PA dentro de los rangos normales, y posiblemente tampoco para atender

adecuadamente las demandas maternas, y del feto en desarrollo.

Excepto en los casos mas severos de programacion durante el desarrollo del
numero de nefronas, el reducido niimero de estas no es la unica causa de disfuncion renal.
Como se puede concluir de los resultados anteriores, un riién con menos nefronas desde
la etapa perinatal tiene una menor capacidad para responder a situaciones que exigen el
reclutamiento de la reserva funcional renal, de manera que un segundo o tercer “hit”

puede acelerar el dafio renal y por tanto, provocar una clara manifestacion de la

enfermedad (Luyckx y Brenner, 2020). Se ha demostrado que entre los nifios que

presentan proteinuria, la progresion de la enfermedad renal es mas rapida en aquellos

nacidos a pretérmino y que posteriormente desarrollan obesidad {Abitbol et al., 2009),

sugiriendo que esta es un factor de riesgo importante para la aparicion de grados mas
severos de la enfermedad. Ademas, hay considerables evidencias que apuntan a que un

rapido aumento en la ingesta calorica después del nacimiento en niflos prematuros o con

BPN puede acelerar la evolucion de la enfermedad renal programada (Koleganova et al.,

2012). Nuestro grupo de investigacion ha demostrado en un trabajo previo, que una alta

ingesta de grasa desde una edad temprana en ratas hembra con reducido numero de
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nefronas induce niveles elevados de PA en la edad adulta, los cuales estan asociados a
sobrepeso, aumento del volumen de grasa abdominal y altos niveles de leptina plasmatica.
Ademds, la ingesta créonica de grasa en estos animales provoca una mayor
glomeruloesclerosis, mayores niveles de estrés oxidativo y un incremento significativo

en el grado de infiltracion renal por linfocitos T y macréfagos, con respecto a las hembras

con reducido numero de nefronas que ingirieron una dieta normal (Moreno et al., 2021).

Sin embargo, hasta el momento no se ha determinado si la ingesta cronica de grasa desde
una edad temprana potencia los efectos del reducido nimero de nefronas sobre la
adaptacion hemodindmica a la gestacion. Con todos estos antecedentes se planted el
ultimo objetivo del presente trabajo de tesis doctoral, el cual consistidé en determinar si
una alta ingesta de grasa desde edad temprana potencia los efectos negativos de la
disminuciéon del namero de nefronas desde la epata perinatal en la respuesta
hemodindmica a la gestacion, aumentando la predisposicion al desarrollo de

complicaciones gestacionales.

La ingesta de grasa en los animales con reducido numero de nefronas provocé un
descenso significativo del GC al final de la segunda semana de gestacion que no se
observd en ninguno de los otros grupos experimentales, y que estuvo causado
principalmente por un descenso paralelo en el VS, puesto que la FC aumento en esta etapa
hasta niveles similares a los observados en el grupo control y en el resto de grupos
experimentales. A pesar de que los valores de GC no fueron estadisticamente diferentes
entre los dos grupos con reducido nimero de nefronas, la alta ingesta de grasa indujo un
patron de cambio de GC, VS y FC durante el embarazo diferente al observado en las
hembras con menor dotacion de nefronas y alimentadas con una dieta de contenido
normal en grasa, sugiriendo una menor dilatacion de la vasculatura en respuesta a la
gestacion. En este sentido, y a diferencia de lo que ocurria en el resto de grupos
experimentales, la PAS no sufrid los descensos gestacionales caracteristicos en la ultima
etapa del embarazo. También se observo en este grupo de animales una disminucioén en
la FC al final de la gestacion, que no ocurria en ninguno de los otros grupos
experimentales. Aunque en la presente tesis doctoral no se han analizado los mecanismos
relacionados con los cambios en este pardmetro a lo largo de la gestacion, este descenso
podria ser debido a una alteracion de la respuesta del sistema nervioso autonomo. Esta
hipotesis se apoya en los resultados de una revision sistematica en la que se incluyeron

23 estudios clinicos en mujeres embarazadas, y a partir de la cual se concluyd que las
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mujeres obesas y aquellas con alto riesgo de desarrollar complicaciones gestacionales,
presentaban una inadecuada respuesta auténoma a la gestacion mostrando una reducida

FC al final del embarazo (Helmreich et al., 2008).

Por otra parte, el descenso del GC en estos animales estuvo asociado a una
marcada vasoconstriccion renal, por lo que probablemente esta inadecuada respuesta de
la circulacion renal podria ser una de las causas del menor GC observado al final de la
segunda semana de gestacion. Como ya se discutidé previamente, la circulacion renal
contribuye de forma significativa a los marcados descensos en las resistencias vasculares
sistémicas, que se producen durante las primeras etapas de la gestacion, y que son el punto
de partida para los aumentos posteriores en el VS y GC. Un mayor grado de disfuncion
endotelial provocado por la alta ingesta de grasa en los animales con reducido nimero de
nefronas podria estar contribuyendo a esta menor vasodilatacion sistémica, ya que estos
individuos presentan niveles de estrés oxidativo y de leptina plasméatica superiores a los

observados en el grupo de animales con reducido nimero de nefronas alimentados con

una dieta normalizada, ademas de una mayor sensibilidad a la Ang II {Moreno et al.,

2019). Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos en un estudio realizado en

adolescentes con sobrepeso que fueron prematuros al nacer. Los autores del estudio
concluyeron que el mayor peso en los individuos nacidos pretérmino, estd relacionado
con unos mayores niveles de Ang Il y menores de Ang (1-7) en la circulacion, que podrian
explicar el elevado riesgo de estos sujetos para desarrollar enfermedad cardiovascular e
HTA en la edad adulta. Un desequilibrio en los niveles de Ang II/Ang (1-7) se ha asociado
con incrementos significativos de la PA, vasoconstriccion, asi como, con inflamacion,

aumentos en el estrés oxidativo y fibrosis en varios o6rganos, entre los que se incluyen el

rifion y el corazon (South et al., 2019).

A pesar de que la alta ingesta de grasa potencio la vasoconstriccion renal inducida
por el reducido nimero de nefronas durante la gestacion, la TFG no sufridé mayores
diminuciones con respecto al grupo control que las observadas en el grupo de animales
con menos nefronas, pero alimentados con una dieta normal. Sin embargo, la inadecuada
respuesta de este parametro al final de la gestacion y la aumentada PAS que muestra este
grupo de animales en esta etapa con respecto al resto de grupos experimentales, sugiere
que las nefronas funcionales en los rifiones de estos individuos podrian estar sometidas a
una mayor presion de filtracién, pudiendo asi, acelerar la lesion de los glomérulos

funcionales y consecuentemente la pérdida de nefronas.
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Del mismo modo que ocurria con la hemodinadmica renal, la ingesta cronica de
grasa potencid las alteraciones en la respuesta de la circulacion uteroplacentaria a la
gestacion secundarias al reducido nimero de nefronas, de manera que en los animales de
este grupo experimental no se observaron los cambios en las velocidades de flujo de la
arteria uterina caracteristicos del embarazo. Ademas, los valores de estos pardmetros
fueron inferiores a los del grupo control y a los del resto de grupos experimentales en la
ultima etapa de la gestacion, lo cual sugiere que la disminucion en el GC que se produjo
en estos animales en la ultima etapa gestacional podria estar condicionando la
hemodinamica de la arteria uterina en esta etapa. Ademas, una reducida vasodilatacion
en la arteria uterina secundaria, tanto una mayor sensibilidad a los agentes
vasoconstrictores como a una alteracion en el proceso de remodelado, que se ha descrito

en estas arterias, podria estar contribuyendo adicionalmente a las citadas alteraciones de

los parametros hemodindmicos (Osol y Moore, 2014). Este proceso de remodelado altera

la estructura arterial y también la respuesta a estimulos fisicos y quimicos a lo largo de la

gestacion (Hammer y Cipolla, 2005). Los factores implicados en el remodelado vascular

incluyen factores hormonales o vasoactivos, el “shear stress” y la presion intraluminal y
factores moleculares a nivel local (remodelado placentario). Los tres mecanismos se han
descrito en el embarazo, pero su grado de importancia es dependiente de la etapa
gestacional. Dado que en la primera etapa de la gestacion predominan los factores
hormonales y vasodilatadores, los descensos en las velocidades de flujo de la arteria
uterina que se observan al final de la segunda etapa gestacional en nuestro estudio,
podrian explicarse por un desequilibrio entre la accion de los factores vasodilatadores y
vasoconstrictores secundario al inadecuado funcionamiento del endotelio. Como ya se ha
sefialado anteriormente, la alta ingesta de grasa amplifica los niveles de estrés oxidativo
y potencia la sensibilidad a la Ang II en los animales con reducido niimero de nefronas,
lo que sugiere que una mayor severidad en la disfuncion endotelial podria contribuir a la
alterada respuesta hemodindmica de la arteria uterina. Por otro lado, los mayores niveles
de PAS en estos animales con respecto al resto de grupos experimentales durante toda la
gestacion y el aumento de la resistencia vascular podrian llevar a un proceso de
remodelado andémalo mediado por el “shear stress”, y consecuentemente a una
disminucién de la luz de la arteria. Finalmente, un remodelado defectuoso de las arterias
espirales placentarias podria contribuir adicionalmente a los mayores descensos de las
velocidades de flujo de la arteria uterina que se observan al final del embarazo, ya que en

la rata estos procesos se completan en la Gltima etapa gestacional. Los descensos en las
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velocidades de flujo que se observan en las arterias radiales al final de la gestacion apoyan
esta hipotesis, puesto que sugieren una elevada resistencia en la circulacion placentaria.
Es importante destacar que los descensos del GC inducidos por la ingesta de grasa en los
animales con reducido numero de nefronas que se observan al final de la segunda semana
de gestacion, podrian estar contribuyendo a las posibles alteraciones del remodelado
vascular en las arterias espirales placentarias, debido a que se ha sugerido que el

acondicionamiento previo de las arterias espirales precede a la invasion trofobléstica

endovascular (Zenclussen et al., 2003). De manera que un FSU reducido y el “shear

stress” podrian influir negativamente en las interacciones entre las células del musculo

liso vascular y endotelial necesarias para el proceso de remodelacion de las arterias

espirales (Whitley y Cartwright, 2010). De acuerdo con esta hipotesis, y como ya se

discutio previamente, se ha demostrado que los embarazos humanos con un patron de
flujo de la arteria uterina de baja resistencia obtenido por ecografia Doppler, se asocian

con una invasion trofoblastica de los vasos deciduales més extensa que los embarazos con

un patrén de flujo de alta resistencia (Prefumo et al., 2004).

En resumen, todos estos resultados indican que el sobrepeso inducido por la
ingesta cronica de grasa desde edad temprana agrava las alteraciones en la respuesta
hemodinamica renal y uteroplacentaria a la gestacion, provocadas por un déficit de
nefronas desde la etapa perinatal. Los lechos vasculares, renal y uteroplacentario sufren
una importante vasoconstriccion, que esta asociada a una marcada disminucion en el GC
y elevados niveles de PA alo largo de la gestacion, alteraciones todas ellas similares a las
que se observan en mujeres con PE. Estas alteraciones son también mucho mas evidentes
que las que se observan en los animales con sobrepeso con una dotacion normal de
nefronas. Todo ello sugiere que mientras que el sobrepeso o el déficit de nefronas desde
la etapa perinatal, de forma independiente, desencadenan alteraciones moderadas en la
respuesta hemodindmica a la gestacion, la coexistencia de ambos puede potenciar estas
alteraciones y suponer un factor de riesgo importante para la aparicion de severas
complicaciones gestacionales y eventos hipertensivos como la PE, que van a afectar la
adecuada evolucién del embarazo y el Optimo desarrollo fetal. Ademas, el embarazo en
estas condiciones puede suponer un estrés afadido sobre el organismo materno,
agravando y acelerando enfermedades subyacentes, y sobre el feto, influyendo en los

mecanismos de programacion fetal de la enfermedad.

133



134



CONCLUSIONES






6 CONCLUSIONES

v’ La rata gravida responde a la gestacion de manera similar a la mujer gestante,
mostrando una vasodilatacion significativa de los lechos vasculares renal y
uteroplacentario, que estd asociada a cambios paralelos en el GC y a marcados

descensos de la PA.

v’ Lavasodilatacion renal es una de las primeras adaptaciones que se producen en la
rata gestante, y al igual que en la mujer, precede a los méximos incrementos del
GC que se observan durante la gestacion, a pesar de que estos incrementos tienen

lugar en etapas gestacionales relativamente diferentes en ambas especies.

v" En la rata gestante, la relacion entre el FSR y la TFG cambia a lo largo de la
gestacion. Mientras que ambos pardmetros sufren cambios paralelos durante las
dos primeras semanas de gestacion, Unicamente la TFG muestra aumentos

significativos al final de la misma.

v La maxima vasodilatacion en la circulacion uteroplacentaria se observa al final de
la gestacion, coincidiendo con los mayores incrementos en el GC y los menores

niveles de PAS y FSR.

v' Las alteraciones en el proceso de remodelado de las arterias espirales y los
incrementos de PA inducidos por la inhibicion de la actividad de la hemo-
oxigenasa en la Ultima etapa gestacional, estan asociados a alteraciones
simultaneas en los pardmetros hemodinamicos determinados en las arterias

radiales y uterina al final de la gestacion.

v" Laingesta elevada de grasa desde edad temprana no modifica la respuesta del GC
y del FSR a la gestacion, pero provoca alteraciones significativas en los niveles
de PAS en la ultima etapa gestacional, que estdn asociadas a una insuficiente
adaptacion hemodindmica de la circulacion uteroplacentaria distal, puesto que
unicamente las arterias radiales mostraron disminuciones significativas en las

velocidades de flujo.
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La ingesta elevada de grasa desde edad temprana alter6 también la respuesta de la
TFG a la gestaciéon, de manera que este pardmetro no mostr6 cambios
significativos en la segunda mitad del embarazo, e incluso disminuy6 en la tltima

etapa gestacional.

Las ratas gestantes con déficit de nefronas desde la etapa perinatal mostraron una
disminucion del GC y un aumento de la PAS con respecto a las ratas control en
todas las etapas gestacionales. Estas alteraciones estuvieron asociadas a una
disminuida respuesta adaptativa de la circulacion renal y de la vasculatura
uteroplacentaria, con marcados descensos de la TFG y reducciones moderadas en

las velocidades de flujo en las arterias radiales en la segunda mitad de la gestacion.

El sobrepeso inducido por la ingesta cronica de grasa desde edad temprana agrava
las alteraciones en la respuesta hemodindmica renal y uteroplacentaria a la
gestacion, provocadas por un déficit de nefronas desde la etapa perinatal. En estas
condiciones, los lechos vasculares renal y uteroplacentario, muestran una
importante vasoconstriccion, que esta asociada a una marcada disminucion en el

GC y elevados niveles de PAS a lo largo de la gestacion.

Las disminuciones del GC previas a la concepcidn o la respuesta andmala de este
parametro a la gestacion, parecen condicionar una parte importante de las
alteraciones hemodindmicas de la circulacion renal y uteroplacentaria que se
observan durante la segunda mitad de la gestacion, lo cual implica que la
determinacion del GC en etapas gestacionales tempranas podria ser un indice util
para la deteccion y prevencion de posibles complicaciones que aparecen en la

ultima etapa de la gestacion.

Finalmente, mientras que el sobrepeso o el déficit de nefronas desde la etapa
perinatal desencadenan alteraciones moderadas en la respuesta hemodindmica a
la gestacion, la coexistencia de ambos agrava estas alteraciones y supone un factor
de riesgo importante para la aparicion de severas complicaciones gestacionales y
eventos hipertensivos, que tienen bastante similitud con los que se observan en
mujeres con PE. Estas complicaciones pueden afectar a la evolucion adecuada del

embarazo y al optimo desarrollo fetal, suponiendo ademés un “estrés” afiadido



sobre el organismo materno, agravando y acelerando enfermedades subyacentes,

y favoreciendo los procesos de programacion fetal de la enfermedad.
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