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"Todos somos muy ignorantes, lo que ocurre es que no todos ignoramos
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Introduccion _

1. Preeclampsia

La preeclampsia es una patologia especifica del embarazo que se caracteriza por la
aparicion de novo de hipertension y proteinuria a partir de la semana 20 de gestacion (Rana
y cols. 2013). Es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad tanto materna

como fetal y perinatal en los paises desarrollados.

Introduccion

Criterios basicos para el diagndstico

Sintoma Valores

o 2140 mm Hg de sistdlica o 2 90mm Hg de diastdlica,
en dos medidas tomadas con al menos 4 horas de
diferencia, en mujeres previamente normotensasy

Presién arterial después de la 202 semana de gestacion.

o 2160 mm Hg de sistélica o0 2 110 mm Hg de
diastélica, en medidas tomadas en periodos cortos
de tiempo.

Mayor de 300 mg/24 horas.
Proteinuria ° ¥ 4

o Ratio proteina/creatinina mayor de 0,3

En ausencia de proteinuria, pero con hipertensién y alguno de los siguientes

sintomas de novo.

Sintoma Valores

Trombocitopenia o Contaje de plaquetas inferior a 100.000/pL

L o Concentracion de creatinina sérica superior a 1.1
Insuficiencia renal

mg/dL.
Disminucién de la o Niveles de transaminasas en plasma superiores al
funcion hepatica doble de lo normal.

Edema pulmonar

Sintomas cerebrales o
visuales.

Tabla 1. Criterios bésicos para el diagndstico de la Preeclampsia: Se recogen los criterios basicos para
el diagnéstico de la preeclampsia propuesto por la The American College of Obstetricians and

Gynaecologists, Task, Force on Hypertension in Pregnancy, 2013.

Se estima que entre el 2 y el 8% de las mujeres embarazadas desarrollaran preeclampsia
(Duley 2009; Eiland y cols. 2012). Cada afio, y a nivel mundial, diez millones de mujeres

padecen esta enfermedad, de la cuales entre 76.000 y 300.000 mueren debido a esta
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patologia o a los trastornos cardiovasculares que de ella se derivan, mientras que el nimero
de bebés que mueren se cifra en unos 500.000 al afio (Kuklina y cols. 2009; Konieczny y
cols. 2013; Ahmed y cols. 2017).

Segun el momento de aparicién

Tipo Caracteristicas

Temprana | Aparicion antes de la 342 semana de gestacion. Mayor riesgo

Intermedia | Aparicidn entre la semana 342 y 372 de gestacion

Tardia Aparicién después de la 372 semana de gestacion. Mejor prondstico
Segun la gravedad
Tipo Manifestaciones clinicas
Leve o PA>140/90 mmHg, proteinuria > 0,3 g/24h

Grave o PA2160/110 mmHg, proteinuria = 5 g/24h

o PA>140/90 mmHg, proteinuria > 0,3 g/24h
o Eritrocitos fragmentados, LDH> 600 Ul/L, haptoglobina< 1 g/L

o Trombopenia: Clasificacion Mississippi: Severa (<50x103/dL),

HELLP : ,
moderada (50-100-107°/dL) o leve (100-150x10°/dL)

o Elevacion de la AST y ALT. Pueden presentar elevacién de fosfatasa
alcalinay GGT

o PA2>185/115 mmHg, proteinuria > 10 g/24h
o Convulsiones y/o estado de coma
Eclampsia | o Hiperreflexia generalizada

o Pérdida parcial o total de la vision

o Dolor en el epigastrio

Tabla 2. Clasificacion de la preeclampsia. Tabla generada a partir de las clasificaciones expuestas en
Subclassification of preeclampsia (von Dadelszen y cols. 2003) y Revisiting HELLP syndrome (Dusse y
cols. 2015)

Segun las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
preeclampsia se diagnostica cuando se presenta una presion arterial (PA) elevada (>140/90
mmHg) acompafiada por una proteinuria considerable (=300 mg/24 h) a partir de la
segunda mitad del embarazo. Ademas de estos sintomas, la preeclampsia suele ir
acompafada de disfuncion endotelial, crecimiento fetal retardado, apariciéon de edemas, etc.

Por todo ello, la preeclampsia es considerada un trastorno complejo y multisistémico
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(Pennington y cols. 2012). Por todo esto, y ante el incremento de evidencias que ponen en

duda la idoneidad de la proteinuria y el crecimiento fetal retardado para el diagnéstico

correcto de la preeclampsia, el American College of Obstetricians and Gynecologists ha
propuesto una serie criterios para un mejor diagndéstico, los cuales son recogidos en la Tabla

1 (The American College of Obstetricians and Gynecologists y cols. 2013).

Introduccion

Generalmente, la preeclampsia se clasifica en funciéon del grado de hipertension,

proteinuria o disfuncion organica materna, en estadio leve o grave, aunque tambien existe

una clasificacion en funcion del momento de la gestacion en el que aparecen las
manifestaciones clinicas (von Dadelszen y cols. 2003) (Tabla 2). La progresion de la patologia
desde los estadios mas leves a otros mas graves puede ser rapida, inesperada vy, a veces,
fulminante. Las formas mas lesivas de la enfermedad, como pueden ser HELLP (del inglés,
hemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count) y eclampsia, se asocian con una mayor
tasa de mortalidad materna y fetal, tanto en la gestacion como en el periodo neonatal
(Pennington y cols. 2012; Sibai y Coppage 2004; Sibai y cols. 2005; Barnhart 2015; Dusse y
cols. 2015)(Tabla 2).

Se han descrito diferentes factores de riesgo relacionados con la aparicion de la
preeclampsia. La obesidad, la hipertension crénica y la diabetes son algunos de estos
factores. También se incluyen las primigravidas, el embarazo adolescente o a edad
avanzada, la exposicion limitada a esperma, los estados de hiperplacentacion (como en el
caso de embarazo gemelar), asi como alteraciones inmunoldgicas (lupus eritematoso).
Ademas, debido a la variabilidad en la incidencia entre los diversos grupos (es mayor en
mujeres afro-americanas y asiaticas que en mujeres caucasicas), y a que la preeclampsia
materna se asocia, en un 70%, a preeclampsia en las hijas; se ha sugerido la implicacion de
factores genéticos en el desarrollo de esta patologia (Nilsson y cols. 2004; Sibai y cols. 2005;
Rao y cols. 2006; Eiland y cols. 2012; Emanuel y Butt 2015; Ali y Khalil 2015).

A pesar de los numerosos estudios realizados sobre los diferentes factores de riesgo vy
sobre el desarrollo de la enfermedad, su patogenia no ha sido aun dilucidada. Lo que esta
comunmente aceptado es que la placenta es el érgano imprescindible en la preeclampsia,
ya que juega un papel esencial tanto en el establecimiento como en el desarrollo de la
patologia (De Maria y See 1966; Piering y cols. 1993). Esto queda patente ante la rapida
mejoria de los sintomas maternos que tienen lugar tras un aborto o el alumbramiento, pero

los sintomas persisten mientras no sea extraida la placenta (Piering y cols. 1993). Por otro
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lado, el papel del feto ha sido descartado, ya que se ha observado preeclampsia en
embarazos extrauterinos y en embarazos molares, en los cuales no hay un embrion viable

implantado, pero si se desarrolla la placenta (Chun y cols. 1964; Roberts y Escudero 2012).

Hasta la fecha, el Unico tratamiento efectivo para el tratamiento de la preeclampsia ha
sido la finalizacion del embarazo, ya sea por una interrupcion voluntaria o a través de la
induccion del parto y expulsion de la placenta. Aunque el parto pre-término reduce los
efectos lesivos de la preeclampsia sobre el bebé, el nacimiento prematuro puede producir
otra serie de complicaciones secundarias, tales como problemas respiratorios, visuales, etc.,
derivadas de una gestacion interrumpida. Estos problemas pueden llegar a poner en un
grave riesgo la vida del bebé o, incluso, derivar en patologias que lo acompafiaran toda su
vida (Lopez-Rodriguez y cols. 2017; Leung y cols. 2018; Guyton y Hall 2008b). Todo esto
pone de relieve la necesidad de tratamientos efectivos que permitan tratar la enfermedad

sin poner fin al embarazo.

Por otro lado, la prevencion primaria de la preeclampsia en aquellas mujeres
consideradas “de riesgo” es un tema de debate y objeto de investigacion activa. Entre los
tratamientos utilizados se incluyen suplementos de calcio y vitamina D, administracion de
magnesio O zinc, aspirina a bajas dosis o la administracion de suplementos de vitaminas C y
E, y otros antioxidantes (Poston y cols. 2006; Sasan y cols. 2009; Bujold y cols. 2010; Hofmeyr
y cols. 2014). Sin embargo, ninguno de estos tratamientos ha demostrados ser lo
suficientemente efectivo en la prevencion del desarrollo de la preeclampsia (Eiland y cols.
2012). En los ultimos afios, se estan llevando a cabo diversas lineas de investigacion para
intentar elucidar los mecanismos implicados en el establecimiento y el desarrollo de la
enfermedad, con el fin de poder desarrollar nuevos tratamientos efectivos, asi como un
mejor y precoz diagnostico. Recientemente, se ha propuesto el empleo de moléculas
solubles presentes en el plasma de las mujeres con preeclampsia como potentes
biomarcadores de diagndstico y prondstico de la enfermedad. En esta linea, se han descrito
incrementos de factores pro-angiogénicos, disminucion de factores anti-angiogénicos, o
una desregulacion de los estrogenos como posibles biomarcadores. Entre los factores pro-
angiogénicos destacan la forma soluble del receptor de membrana endoglina (sEng), asi
como la forma soluble del receptor de membrana Flt-1 (sFlt-1), que estan presentes en altas
concentraciones en el plasma de estas pacientes, y cuya elevacion de sus niveles se asocia
estrechamente con el desarrollo de la enfermedad. La elevacion de la concentracion en

plasma de sFlt-1 se observa a partir de la semana 5-6 de gestacion, mientras que skng
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aumenta entre el mes 2y 3 de gestacion. Es decir, que estos marcadores aparecen elevados

semanas antes de la aparicion de las manifestaciones clinicas, lo que los convierte en

marcadores tempranos. Ademas, niveles elevados skng y sFlt-1 se han correlacionado con
una mayor gravedad y peor pronostico de la patologia (Levine y cols. 2006; Lopez-Novoa
2007; Dechend y Luft 2008; Farina y cols. 2008; Grill y cols. 2009; Hod y cols. 2015; Troisi y
cols. 2008; Schrey-Petersen y Stepan 2017; Berkane y cols. 2017; Sahai y cols. 2017). A pesar
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de la manifiesta relacion de estos factores solubles con la preeclampsia, sus origenes y sus

mecanismos de liberacién no han sido completamente dilucidados.

Tal como se ha mencionado anteriormente, en la actualidad se considera que la placenta
puede ser el 6rgano central de la preeclampsia (De Maria y See 1966; J. Roberts y Escudero
2012). En concreto, se sefiala la posible alteracion en la remodelacion de las arterias
espirales (Browne y Veall 1953; | Brosens 1964). Generalmente, la causa de los defectos en la
remodelacion arterial se asocia con una alteracion de la invasion de los trofoblastos
endovasculares (Kaufmann y cols. 2003; Pijnenborg y cols. 2006). Esto hace que no se
produzca el reemplazo de células del endotelio por los trofoblastos, y como consecuencia,
los vasos se mantienen en un estado de baja capacitancia (Cnossen y cols. 2008; Meler y
cols. 2010). Ademas, se ha observado que el calibre de las arterias uterinas de las mujeres
con preeclampsia son mucho menores que en mujeres con embarazo normal, siendo mas
similares a los valores de las mujeres no gestantes (Brosens y cols. 1972). Todo esto genera
hipoperfusion placentaria, y por lo tanto una restriccion en el aporte de nutrientes vy
oxigeno. Esta hipoperfusion puede originar otros cambios patolégicos en el resto de la
placenta, tales como depdsitos de fibrina entre la capa de sincitiotrofoblastos, dafios en la
vasculatura intrinseca de la placenta, reduccion de la superficie de contacto de las
vellosidades coridnicas y liberacion de restos celulares a la circulacion sistémica, procedentes
de la necrosis trofoblastica (Fisher 2015). Todas estas alteraciones contribuirian a la

generacion del dafio placentario, que culminaria el desarrollo de la patologia.

Esta relacion entre la isquemia placentaria y la preeclampsia ya fue demostrada en
diversos modelos animales, donde se observd que tras la reduccion de flujo placentario
mediante la obstruccion de la arteria uterina (modelo RUPP, del inglés Reduction Uterine
Perfusion Pressure) aparecian los sintomas caracteristicos de la preeclampsia (hipertension y
proteinuria), ademas de observarse un incremento en la liberacion de sEng y sFlt-1 al plasma
materno (Abitbol y cols. 1976a; Abitbol y cols. 1976b; Combs y cols. 1993; Lang vy cols. 2000;
Gilbert y cols. 2007; Gilbert y cols. 2009; Li y cols. 2012).La hipoperfusion placentaria es
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también responsable de un incremento de los niveles de radicales libres de oxigeno (ROS) y
un incremento del estrés oxidativo, lo cual es caracteristico de la preeclampsia y acentua los

dafios anteriormente descritos (Redman y Sargent 2009; Burton y Jauniaux 2011).

Para entender el impacto que tiene la preeclampsia sobre la fisiologia materna, a
continuacion, se describen las adaptaciones fisioldgicas normales que sufre el organismo
materno durante la gestacion para poder comprender y abordar las alteraciones que tienen

lugar en caso de preeclampsia.

2. Adaptaciones fisiolégicas del embarazo

Durante el desarrollo normal del embarazo, el organismo materno sufre una serie de
modificaciones en las condiciones fisiologicas respecto a los valores previos a la gestacion.
Estos cambios en la homeostasis preparan al cuerpo materno para hacer frente a las
necesidades basicas para el correcto desarrollo del feto, asi como el preservar la integridad
de la propia madre. Estos cambios homeostaticos afectan a la mayorfa de érganos vy

sistemas maternos.

2.1. Sistema cardiovascular
El sistema cardiovascular es un sistema clave en la gestacion, y es el sistema materno el

que sufre las alteraciones mas importantes respecto a las condiciones previas a la gestacion.
Estos cambios tienen como objetivo hacer frente a la apariciéon de un nuevo lecho vascular,
la placenta, y adaptar el flujo sanguineo a las necesidades propias de cada etapa de la
gestacion. Dicho flujo debe garantizar el aporte de nutrientes y oxigeno necesario para el
oOptimo desarrollo, tanto del feto como de la placenta. Asi, el flujo sanguineo
uteroplacentario necesita verse incrementado a medida que la placenta y el feto se van
desarrollando, alcanzandose valores constantes de flujo de 500-1.000 mL/min en el

momento del parto (Tresguerres y cols. 2010).

2.1.a. Sangre
La sangre es otro de los tejidos que se ve alterado durante el embarazo. El volumen

sanguineo comienza a aumentar sobre la semana 6 y continla aumentado hasta el final de
la gestacion, donde el incremento ronda los 1.000-1.600 mL de sangre extra (Ouzounian y
Elkayam 2012; de Haas y cols. 2017). Este incremento del volumen sanguineo tiene unas

fuertes implicaciones clinicas, ya que tanto el crecimiento fetal como el peso del bebé en el
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momento del nacimiento estan directamente correlacionados con el grado de incremento

del volumen sanguineo materno (Hytten y Paintin 1963; Pirani y cols. 1973).

Los cambios en el volumen sanguineo son debidos a un incremento del volumen
plasmatico. Este incremento se debe, principalmente, al efecto de la aldosterona y de los

estrdgenos, cuyos niveles aumentan durante el embarazo, elevando la reabsorcion de
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sodio, cloro y agua a nivel renal (Guyton y Hall 2008a).

Ademas del volumen plasmatico, durante el embarazo se produce un incremento en el
numero de eritrocitos, entre 17-40% respecto a las condiciones de no embarazo. Este
aumento de la masa de glébulos rojos se debe a un aumento de la funcion eritropoyética
de la médula ¢sea, producida como respuesta a la progesterona, a la somatotropina
coridnica y a la eritropoyetina, todas ellas aumentadas durante el embarazo (Pritchard 1965;

Jepson 1968; Tresguerres y cols. 2010; Ouzounian y Elkayam 2012).

El aumento en el nimero de hematies es porcentualmente inferior al aumento del
volumen de plasma, lo que se traduce en una reduccion de hasta el 30% en el hematocrito
y de la concentracion de hemoglobina plasmatica, lo que conlleva a una anemia fisiologica
gestacional (Pritchard 1965; Rigol 2004a). Ademas, la diminucion del hematocrito reduce la
viscosidad de la sangre, lo que reduce las resistencias al paso del fluido, y disminuye las

resistencias vasculares periféricas (Duvekot y cols. 1993).

Estas variaciones en el volumen sanguineo son de gran importancia, ya que el
incremento de sangre permite rellenar los nuevos lechos vasculares que se generan durante
el embarazo y asegura el retorno venoso en posicion supina y erguida. Ademas, durante el
parto se pierde entre un tercio y la mitad del volumen sanguineo extra, lo que protege a la

madre frente a las hemorragias postparto (Guyton y Hall 2008a).

2.1.b. Gasto cardiaco
El gasto cardiaco es la cantidad de sangre que bombea el corazén por minuto a través

de la aorta, y puede ser considerado como una medida de la capacidad funcional del
propio corazon. Se calcula como el producto del volumen de eyeccion y la frecuencia
cardiaca, y su valor es igual a la suma de todos los flujos del organismo (Guyton y Hall
2008a; Ouzounian y Elkayam 2012).
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Durante el embarazo, se hace indispensable un aumento del gasto cardiaco materno,
que permita mantener las condiciones hemodinamicas optimas para el desarrollo y
evolucion de la gestacion. Este aumento se produce ya desde las primeras semanas de la
gestacion, y se va incrementando a medida que la gestacion se desarrolla, hasta alcanzar un
incremento del 50% aproximadamente, aunque al final de la gestacion decae ligeramente

(Lees y cols. 1967; Hennessy y cols. 1996).

Para producir el incremento necesario del gasto cardiaco, el organismo materno
incrementa la frecuencia cardiaca (de 70 a 85 lat/min) y el volumen sistolico (de 64 a 71 mL),
aumentando el gasto cardiaco total en 15 L/minuto (Tresguerres y cols. 2010). Este
incremento en el flujo responde a las necesidades uteroplacentarias, pero también se ve
incrementado el flujo en diferentes drganos, como los rifiones, las mamas, las extremidades
superiores o la piel, mientras que otros érganos, como higado y cerebro, se mantienen

estables (Ouzounian y Elkayam 2012).

Por otro lado, el gasto cardiaco es muy sensible a la posicion corporal materna. Este
hecho se debe a que el volumen sistdlico eyectado depende de la precarga, y ésta, a su vez,
del retorno venoso. Esto supone un problema durante la gestacion, ya que la posicion y
tamafio del Utero y del feto pueden presionar las venas iliacas y la vena cava ascendente,
dependiendo de la posicion materna, comprometiendo el retorno venoso, y con ello al
gasto cardiaco (Kerr 1965; Bieniarz y cols. 1966; Rigol 2004c). El incremento del volumen
plasmatico, que se ha descrito anteriormente, ayuda a mitigar estas alteraciones en el gasto

cardiaco.

2.1.c. Resistencias vasculares y presion arterial
La resistencia vascular es la oposicion que ejercen los diferentes vasos al paso de la

sangre a través de ellos. Se ha descrito que durante un embarazo normal se produce una
reduccion de estas resistencias vasculares periféricas. Estos cambios comienzan ya a
producirse en torno a la quinta semana de gestacion, asociandose al efecto de diferentes
factores presentes en la sangre, tales como los estrogenos, la progesterona vy las
prostaglandinas, asi como la contribucion de la baja resistencia al flujo uteroplacental
(Ouzounian y Elkayam 2012). La reduccion de las resistencias vasculares periféricas llega a
ser del 35% hacia la semana 20, manteniéndose estable hasta la semana 32, a partir de la
cual se incrementa ligeramente hasta el momento del parto (Clark y cols. 1989). Los cambios

en las resistencias vasculares vienen definidos por varios factores. Uno de los principales
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factores es el diametro de la luz de los vasos, de tal manera que, a un menor diametro de

paso, la resistencia al flujo se ve incrementada. La variacion de la luz del vaso depende del

grado de contraccion o relajacion que presentan las células musculares lisas que forman
parte de la pared de los vasos. Aunque estas células son las que realizan el trabajo
mecanico que modifica la luz vascular, el endotelio vascular también tiene un papel

fundamental en el control y coordinacion de la vasomotricidad.
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El endotelio es una monocapa de células que tapizan la luz del vaso, estando en
contacto directo con la sangre. Esta localizacion estratégica permite que el endotelio actle
como un receptor y transmisor de sefiales. Asi, las células endoteliales son capaces de
registrar cambios hemodinamicos, como la presion o las fuerzas de rozamiento vy
cizallamiento, establecer y modificar la interaccion con plaquetas y glébulos blancos,
ademas de responder ante mediadores quimicos circulantes o de células vecinas

(Tresguerres y cols. 2010).

Las células del endotelio son capaces de producir diferentes moléculas o factores con
actividad bioldgica, como respuesta a los diferentes tipos de sefiales que reciben. Entre
estas moléculas destacan el dxido nitrico (NO), prostaciclina, endotelina, prostaglandinas,
tromboxanos, factor de crecimiento transformante B (TGF-B; Transforming growth factor ),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, Vascular endothelial growth factor),
moléculas de adhesion, etc., todas ellas moduladoras del tono vascular o del crecimiento del

musculo liso vascular, asi como de la hemostasia (Tresguerres y cols. 2010).

Aparte de los factores sanguineos mencionados con anterioridad, se ha descrito que
durante el embarazo se produce una resistencia al efecto contractil de la angiotensina |l
(Ang 1) y de la noradrenalina, lo que contribuye también a disminuir las resistencias

periféricas (Paller 1984; Schrier y Briner 1991, Ahokas y Sibai 1992).

Parte de la insensibilizacion del endotelio a la Ang Il es debido al efecto de la
prostaciclina, que es otro de los factores muy importantes en la vasorrelajacion que se
observa durante el embarazo, debido a que es un potente vasodilatador (Ahokas y Sibai
1992; Ouzounian y Elkayam 2012).

2.1.c.i. Oxido nftrico
El factor clave para el mantenimiento del tono vascular en el embarazo es el NO

(Podjarny y cols. 1994). La produccion de NO esta significativamente elevada durante el
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embarazo normal, lo que sugiere que el NO juega un importante papel en la adaptacion
fisiologica al embarazo, principalmente promoviendo la relajacién vascular necesaria para el
descenso de las resistencias vasculares (LaMarca 2012). El NO es una pequefia molécula de
vida media corta, capaz de difundirse desde las células endoteliales hacia las células
musculares, donde activa la guanilato ciclasa, lo que produce un aumento de GMPc, y con
ello la vasorrelajacion (Vedernikov y cols. 1999). Estas funciones demuestran que el NO es un

potente vasodilatador.

La enzima clave en la produccion del NO por el endotelio es la eNOS (del inglés,
Endothelial Nitric Oxide Synthase). Esta enzima cataliza la produccion de NO y L-citrulina a
partir de L-arginina y O,, para lo que necesita diversos cofactores, como NADPH y BH4
(tetrahidrobiopterina), que es esencial para el proceso (Rafikov y cols. 2011). Ademas, para
que la eNOS pueda catalizar la reaccion de produccion de NO, necesita la dimerizacion de
la enzima (Zhao y cols. 2015). Es en esta dimerizacion de la eNOS donde BH4 juega un
papel esencial, ya que cuando los niveles de BH4 son inadecuados, la eNOS es inestable y
se desacopla, conduciendo a una menor produccion de NO e incrementando la produccion
de peroxinitritos, que a su vez oxida BH4 y, por lo tanto, reduce los niveles disponibles de
BH4 (Kietadisorn y cols. 2012)

La actividad de la eNOS esta regulada por diferentes estimulos extracelulares, como el
estrés por cizalladura (mediado por integrinas), hipoxia, estrégenos, factores de crecimiento
y VEGF (Forstermann y Sessa 2012). Entre estos estimulos se encuentra TGF-B3, que es capaz
de promover la expresion de eNOS (Santibanez y cols. 2007). TGF-B es una citoquina que
pertenece a una familia de factores de crecimiento, la cual recibe su propio nombre, que
incluye 3 isoformas del propio TGF-B, ademas de otros factores, como proteinas
morfogenéticas dseas (BMP, por sus siglas en inglés) y otras moléculas (Santibafiez y cols.
20M). Estas citoquinas de la familia TGF-f estan involucradas en multitud de procesos
celulares relacionados con angiogénesis, proliferacion y diferenciacion celular, migracion,
apoptosis y hematopoyesis, por lo que juegan un papel fundamental durante el desarrollo y

el embarazo (Liuy cols. 2012; Gonzalo-Gil y Galindo-lzquierdo 2014).

Los miembros de la familia de TGF-3 se unen a un complejo de receptores especificos en
la membrana celular que incluye endogling, la cual es capaz de modular la sefializacion del
ligando (Lastres y cols. 1996; Letamendia y cols. 1998; Barbara y cols. 1999). En el contexto

de preeclampsia, la interaccion de los ligandos TGF-B con su complejo receptor y con
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endoglina activa una serie de cascadas, como las vias de las Smads y MAPK, entre otras (Liu

y cols. 2012). Es a través de la activacion de estas rutas de sefializacion, principalmente la

ruta de la Smad2, como TGF-$ es capaz de activar y promover la expresion de eNOS,
produciendo un incremento de NO vy el consiguiente aumento de la vasodilatacion
(Santibanez y cols. 2007; Liu y cols. 2012).
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2.1.c.ii. Reologia
El otro factor muy importante que determina la resistencia vascular es la reologia

sanguinea. Asi, las resistencias vasculares dependen directamente de la viscosidad de la
sangre, de tal manera que cuanto mayor es el hematocrito, mayor es la viscosidad de la
sangre y, por lo tanto, mayor es la resistencia a través de los vasos. Como ya se ha
mencionado anteriormente, durante el embarazo se produce una reduccion del
hematocrito materno, situdndose en valores de 30-38% (Heilmann 1987). Esta reduccion de
los valores de hematocrito respecto a las condiciones de no embarazo, se deben a un
efecto de hemodilucion. Esta reduccion del hematocrito, y por lo tanto de la viscosidad
sanguinea, lleva aparejada una reduccion de las resistencias vasculares periféricas (Duvekot
y cols. 1993; Pries y cols. 1998). Esta regulacion suele ser a largo plazo, ya que depende de la
hematopoyesis, producida por la médula dsea roja, y del control del volumen plasmatico,

llevado a cabo por el rifidn (Tresguerres y cols. 2010).

La reduccion de las resistencias vasculares periféricas tiene importantes connotaciones
fisiologicas. Asi, este descenso de las resistencias lleva aparejado una reduccion de la
presion arterial durante el embarazo, principalmente la diastdlica y la presion de pulso, y
también la sistolica (Ouzounian y Elkayam 2012). Por otra parte, se ha observado que el
descenso en las resistencias vasculares precede, y parece inducir, el incremento del volumen

sanguineo y del gasto cardiaco (Duvekot y cols. 1993; Carbillon y cols. 2000).

2.1.d. Presion arterial
Los cambios en presidn sanguinea ocurren como consecuencia de los cambios en el

gasto cardiaco, el volumen intravascular y las resistencias periféricas. Este parametro tiene la
ventaja de ser de facil medida, lo que lo convierte en una herramienta muy valiosa para
valorar el estado hemodinamico. Sin embargo, este parametro no permite valorar de forma
pormenorizada los cambios hemodinamicos que inducen su variacion (C. Lees y Ferrazzi
2017).
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En el embarazo, como ya se ha descrito anteriormente, se produce un incremento del
gasto cardiaco, un aumento en el volumen circulante y los niveles de hormonas como la
renina y la angiotensina Il estan también elevados. Aun asi, y sobre todo a partir del
segundo trimestre de gestacion, se produce una disminucion de la presion arterial sistolica
(1,72-3 mmHg) y diastdlica (3,98-4,95 mmHg). Esto es debido a una disminucion significativa
de las resistencias periféricas que se producen por el gran desarrollo del lecho vascular
Utero-placentario, a la menor efectividad contractil de la angiotensina Il 'y a la accion
relajante que ejercen la progesterona y el NO sobre el musculo liso vascular (Podjarny y

cols. 1994; Tresguerres y cols. 2010).

2.2. Hemostasia

El confinamiento de la sangre circulante dentro del lecho vascular y el mantenimiento del
flujo sanguineo son esenciales para la vida y dependen de un sistema hemostatico muy
complejo, que engloba la interaccion entre la vasculatura, las plaquetas, los factores de
coagulacion y el sistema fibrinolitico. La actuacion conjunta y coordinada de todos estos
factores permite que la coagulacion solo se active bajo estimulos concretos, con un area de
repercusion reducida y que, una vez reparado el dafio, se resuelva el trombo de una forma

segura y adecuada (Millar y Laffan 2015).

Hay que entender la hemostasia como un delicado balance entre factores
procoagulantes y factores anticoagulantes. Pequefias alteraciones en este balance producen
grandes alteraciones en la hemostasia, llegando a poner en riesgo la vida de los pacientes
(O'Riordan y Higgins 2003; Thornton y Douglas 2010).

Durante la gestacion normal, el sistema hemostatico materno sufre una serie de
alteraciones, tanto a nivel de factores procoagulantes como factores anticoagulantes, dando
lugar a un estado mantenido de hipercoagulacion e hipofibrinolisis. Estos efectos se deben
principalmente al ambiente hormonal que caracteriza a la gestacion (Hellgren 2003; Brenner
2004; Millar y Laffan 2015).

Los cambios en los factores procoagulantes comienzan muy pronto en la gestacion,
debido a la invasion trofoblastica dentro del endometrio vy al flujo fetoplacental, y se van
incrementando a lo largo de la gestacion (Ataullakhanov y cols. 2016). Estos cambios
predisponen a la madre a sufrir tromboembolismo y otras alteraciones hemostaticas. Por el

contrario, este fenotipo procoagulante, junto con la derivacion del flujo sanguineo placental
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por la contraccion miometral, protegen a la madre frente a complicaciones por sangrado

durante el parto (Millar y Laffan 2015; Ataullakhanov y cols. 2016).

Por otro lado, también se ha descrito un descenso en los valores de algunos
anticoagulantes naturales, tales como la trombomodulina y el receptor endotelial de la

proteina C, que son receptores expresados en la superficie endotelial de vasos y trofoblastos
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placentarios. Estos receptores juegan un papel fisiolégico clave en la ruta anticoagulante de

la proteina C (Bremme 2003; O'Riordan y Higgins 2003; Brennan y cols. 2014).

2.2.a Plaguetas
Las plaquetas o trombocitos son pequefios fragmentos celulares, que son producidos en

la médula 6sea roja, a partir de megacariocitos, y tienen una vida aproximada de 10 dias. En
su interior no hay nucleo, pero presentan restos de reticulo endoplasmico y de aparato de
Golgi, lo que les permite sintetizar diferentes enzimas y, especialmente, almacenar grandes
cantidades de iones calcio, esenciales para la hemostasia. También presentan gran cantidad
proteinas contractiles (actina, miosina y trombostenina), y sistemas enzimaticos que les

permiten formar ATP, ADP y prostaglandinas (Guyton y Hall 2008d).

La membrana de las plaguetas también juega un papel importante. En ella se encuentran
glicoproteinas que evitan la union de las plaquetas al endotelio normal, pero que se
adhieren al subendotelio, incluso directamente al colageno o a la via del factor de Von
Willebrand (FVW), activando la actividad plaquetaria (Guyton y Hall 2008d; Millar y Laffan
2015).

La adhesion plagquetaria se inicia con la activacion de la plaqueta por contacto a la zona
daflada, la liberacion del contenido granular, especialmente ADP, y la sintesis de
tromboxano A2. Estos factores tiene un efecto de retroalimentacion positiva, activando aun
mas plaquetas, que a su vez son capturadas por el VWF, y también liberan su contenido
granular (Millar y Laffan 2015). Las plaquetas activadas sufren un cambio conformacional,
hinchandose, emitiendo numerosos seuddpodos, y volviéendose muy pegajosas. Esto hace
que se genere un agregado plaquetario, mas o menos laxo, en la zona dafiada, que

generalmente es suficiente para taponar pequefias lesiones (Guyton y Hall 2008d).

Esta cascada de activacion tiene que ser contrarrestada por el organismo para que no se
produzca de forma incontrolada. Generalmente, esto se lleva a cabo mediante el flujo activo

de sangre y la produccion endotelial de prostaciclina, NO y ADPasa, las cuales suprimen la
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activacion plaquetaria y previenen la agregacion inapropiada o desmesurada (Millar y Laffan
2015).

Por normal general, se considera como trombocitopenia cuando hay recuentos
plaquetarios inferiores a 150.000 plaquetas/uL. Estos valores son los mismos para cualquier
paciente, sin tener en cuenta el sexo o el estado de salud. Debido a que durante el
embarazo ocurre, en muchos casos, un descenso en el recuento plaquetario por debajo de
esos valores, sin comprometer ni la salud materna ni la fetal, algunos autores has sugerido
cifrar el limite para el diagndstico de trombocitopenia en el embarazo en 116.000

plaguetas/uL (Boehlen y cols. 2000; Cines y Levine 2017).

Como ya se ha mencionado, durante la gestacion el recuento plaquetario materno
tiende a reducirse en torno a un 10-15% de forma fisioldgica, dandose esta alteracion entre
el quinto mes de gestacion y hasta el momento del alumbramiento (Kaplan y cols. 1995;
Boehlen y cols. 2000; Prisco y cols. 2009). Cuando los valores de plaquetas se sitian por
debajo de 150.000 plaguetas/pL, se habla de trombocitopenia gestacional. Las causas mas

comunes de trombocitopenia se describen en la Tabla 3.

La trombocitopenia gestacional se da en aproximadamente el 10% de los embarazos,
representando el 70-75% de las trombocitopenias totales registradas (Tabla 3), y siendo mas
prevalente en embarazos gemelares o de trillizos (Millar y Laffan 2015; Cines y Levine 2017).
Normalmente, el recuento se situa entre 150.000 y 75.000 plaquetas/uL, sin comprometer ni
la salud materna ni la fetal, por lo que es considerada como una trombocitopenia leve
(Sainio y cols. 2000; Cines y Levine 2017). En cambio, las trombocitopenias graves,
marcadas por un recuento plaquetario inferior a 50.000 plaquetas/ulL y que ponen en riesgo
la vida, solo se dan en el 0,1% de los embarazos, y generalmente es asociado a alguna
patologia, como HELLP o CID (Coagulacion Intravascular Diseminada) (Sainio y cols. 2000;
Cines y Levine 2017).

Actualmente, el origen o la causa concreta que produce la trombocitopenia gestacional
no se conoce con exactitud y se requiere un mayor nimero de estudios para poder
dilucidarlo (Reese y cols. 2017). Entre los factores que se han sefialado como posible causa
de la trombocitopenia gestacional se encuentra la hemodilucion que ocurre durante la
gestacion (Palta y Dhirman 2016; Ciobanum y cols. 2016; Cines y Levine 2017). Como se

ha descrito anteriormente para el hematocrito, el incremento del volumen plasmatico que
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tiene lugar durante la gestacion es mayor que la velocidad de la médula dsea para producir
plaguetas, por lo que se produce una disminucion de la concentracion de plaquetas (Cines y
Levine 2017).

c
NS
. . U
Trombocitopenia: Causas s
©
o
=]
Relacionadas con embarazo No relacionadas con embarazo <
(% casos) (% casos)
o Trombocitopenia gestacional o Pseudotrombocitopenia.
(74%).

o Purpura trombocitica inmune.
o Preeclampsia/ eclampsia (21%).

o Sindrome de HELLP.

o Lupus eritrematoso sistémico. (4%)
o Desdrdenes inmunolégicos.

o Higado graso agudo. o Sindrome hemolitico urémico.

o Sindrome antifosfolipidico.

o VIH, virus hepatitis By C.

o Coag. Intravascul. diseminada. (<1%)
o Drogas.

o Enfermedad de V. Willebrand tipo Ilb.
o Disfuncién médula dsea.

o Esplenomegalia.

o Deficiencias nutricionales: Vit. B12,
folato...

Tabla 3. Causas principales de trombocitopenia durante la gestacién. Se muestras las principales
causas que producen reduccion del nimero de plaquetas durante la gestacion. . Las causas
relacionadas directamente con la gestacion se indican en la columna de la izquierda (Relacionadas
con embarazo). Aquellos factores que no estan relacionados directamente con la gestacion, pero que
si contribuyen a que se produzca la trombocitopenia durante el embarazo (no relacionados con
embarazo), se indican en la columna de la derecha. Tabla adaptada de Thrombocytopenia in
pregnancy (Ciobanum y cols. 2016). Porcentajes obtenidos de Maternal thrombocytopenia at term: a

population-based study (Sainio y cols. 2000).

Otros factores que se han sugerido para explicar la caida del recuento plaquetario son el
incremento del consumo de plaquetas en los tejidos periféricos, la reduccion de la
produccion de plaquetas por la médula 6sea o el aumento de la tasa de reposicion de
plaquetas (Palta y Dhirman 2016). En este sentido, estudios tempranos no han mostrado de
forma consistente una reduccion de la vida media de las plaquetas durante el embarazo

(Wallenburg 'y van Kessel 1978; Rakozci y cols. 1979). Es posible que el incremento del
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volumen plaquetario reportado por algunos estudios, en conjuncion con la calda del
recuento plaquetario, sean signos de un aumento de la destruccion de plaquetas (Fay y cols.
1983; Sill y cols. 1985).

La activacion plaquetaria es otro factor clave propuesto en la trombocitopenia
gestacional. El incremento de la activacion plaquetaria ha sido demostrado en diferentes
complicaciones del embarazo, como la hipertension o preeclampsia, pero el papel que
juega sobre la caida del recuento plaquetario en embarazos normales es menos claro (Millar
y Laffan 2015). Aun asi, la agregacion plaquetaria espontanea, el incremento de la
reactividad de las plaquetas al acido araquidénico y el incremento de la activacion y
adhesion plaquetaria se han demostrado en mujeres embarazas normotensas (Burgess-
Wilson y cols. 1986; Karalis y cols. 2005). Por un lado, se ha descrito un incremento en la
circulacion de agregados plaquetarios, y un aumento de [(-tromboglobulina, factor
plaquetario 4 y tromboxano B2 (el producto estable del tromboxano A2), lo que sugiere un
aumento de la reactividad plaquetaria (O'Brien y cols. 1986; Fitzgerald y cols. 1987). Por otro
lado, se ha descrito que la reactividad plaquetaria se ve incrementada en las mujeres
embarazadas respecto a las mujeres no gestantes (Umazume y cols. 2015), y sobre todo en
mujeres embarazas de gemelos (Umazume y cols. 2016) lo cual concuerda con el descenso
de plaquetas observado en los embarazos multiples, anteriormente descritos. Por
consiguiente, hay algunas evidencias del incremento de la activacion plaquetaria en
embarazos sin complicaciones, pero no esta claro como pueden contribuir en la caida del

numero de plaquetas (Millar y Laffan 2015).

2.2.b. Sistema de coagulacion
La ruta central de la coagulacion sanguinea incluye la generacion de trombina a partir de

la protrombina (Mann 2003). Esta proteina se origina mediante el corte proteolitico de la
protrombina, zimégeno producido por el higado, por medio del factor de coagulacion X
activado (Figura 1) (Guyton y Hall 2008d).

Una vez activada la trombina, esta enzima cataliza el corte proteolitico del fibrindgeno en
mondmeros de fibrina, con capacidad de polimerizarse con otros mondmeros, formando la
red proteica necesaria para la estabilizacion de los agregados de plaquetas, en el sitio

donde esta localizado el dafio vascular (Guyton y Hall 20084d).
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Para activar la trombina y desencadenar el depdsito de fibrina, existen dos rutas de

activacion, denominadas via extrinseca y via intrinseca. Como se puede ver en la Figura 1,

ambas rutas estan formadas por diferentes factores de coagulacion, cuyas cascadas tienen

como efecto Ultimo la activacion del factor X de la coagulacion, que cataliza el paso de

protrombina a trombina, como ya se ha indicado anteriormente.
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Figura 1. Vias de coagulacion y fibrinolisis. Se representan las vias de coagulacion intrinseca vy

extrinseca, la via comun de ambas vias y la fibrindlisis. En ndmeros romanos se indican los distintos

factores de la coagulacion, mientras que la letra “a” indica el correspondiente factor activado.

Como se ha mencionado con anterioridad, durante la gestacion se produce un

incremento de diversos factores procoagulantes. Se ha descrito que los niveles de FVW se

incrementan desde el inicio de la gestacion, y contindan aumentando a medida que ésta se

desarrolla (Cadroy y cols. 1993). El FVW se encuentra en el plasma, en el tejido conectivo

subendotelial y en las plaquetas. No presenta capacidad catalitica, sino que interviene en la

union plaqueta-plaqueta y la union de la plaqueta al subendotelio. Ademas, este factor se
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une al factor VI de la coagulacion, protegiendolo de la degradacion prematura y

permitiendo que los niveles plasmaticos de este factor aumenten (Sadler 1998).

Los niveles del factor VIII (asociado al aumento del FVW), del X y Xl se encuentran
incrementados durante toda la gestacion, mientras que el factor VII incrementa lentamente
sus niveles a lo largo de toda la gestacion (Hellgren 2003; Thornton y Douglas 2010). Por su
parte, se ha descrito que el fibrindgeno, precursor de la fibrina, incrementa sus niveles hasta
200 veces durante el embarazo (Thornton y Douglas 2010). El Unico factor de la coagulacion
que se ha descrito que disminuye sus niveles durante el embarazo es el factor XI (Hellgren y
Blomback 1987), cuya ausencia total, en modelos murinos, no se asocia con alteraciones de

la hemostasia (Wheeler y Gailani 2016).

El incremento de estos factores produce un incremento de la coagulacion, lo que se
observa clinicamente por una reducciéon de los valores de TP e INR (para la via extrinseca) y

los valores de TPT (via intrinseca) (Hellgren 2003; Thornton y Douglas 2010).

2.2.c. Sistema fibrinolitico
La fibrindlisis es una parte muy importante de la hemostasia, ya que una vez reparado el

dafio que origind la activacion de la hemostasia, es necesario que el trombo sea resuelto de

una forma adecuada.

La enzima clave de la fibrindlisis es la plasmina, la cual se produce por la activacion
proteolitica del plasmindgeno (Figura 1). La plasmina es una enzima proteolitica capaz de
digerir tanto las fibras de fibrina como proteinas coagulantes (por ejemplo, fibrinégeno), los
factores V, VIl 'y Xl y la protrombina. Esta capacidad permite no solo resolver el coagulo,
sino también destruir muchos factores procoagulantes, haciendo que la sangre sea menos

coagulable (Guyton y Hall 20084d).

La actividad fibrinolitica plasmatica también se encuentra reducida durante la gestacion,
sobre todo en el tercer trimestre, permaneciendo baja durante el parto, y retornando a los
valores previos de una forma rapida tras el alumbramiento (Stirling y cols. 1984; O'Riordan y

Higgins 2003).

Entre los factores que se encuentran disminuidos durante la gestacion se encuentra el

activador del plasmindgeno tisular, cuyos niveles se mantienen bajos durante toda la
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gestacion y empiezan a recuperarse tras la primera hora post-parto (Hellgren 2003;

Thornton y Douglas 2010).

Por el contrario, durante la gestacion se encuentran incrementados los niveles del
inhibidor de la activacion del plasmindgeno-1 (PAI-1) y -2 (PAI-2). Los niveles de PAI-1 se

encuentran elevados durante toda la gestacion, llegando a alcanzar el triple del valor basal,
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disminuyendo rapidamente después del parto. Por el contrario, PAI-2, que también se

encuentra en niveles elevados, no disminuye hasta varios dias después del alumbramiento

(Hellgren 2003; Thornton y Douglas 2010).

Al estar disminuida la capacidad fibrinolitica durante la gestacion, pueden aparecer
marcadores de coagulacion, como los dimeros D de fibrina, pero estos valores no tienen
por qué reflegjar un aumento de la coagulacion intravascular local, sino que muestran el
descenso de la capacidad fibrinolitica normal (Bremme 2003; O'Riordan y Higgins 2003;
Brenner 2004; Thornton y Douglas 2010).

2.3. Funcién renal

Como ya se ha descrito, el embarazo comprende una considerable bateria de cambios
fisiologicos, con el fin de adaptarse a las necesidades de un proceso bioldgico tan complejo.
Entre estos cambios adaptativos, la funcion renal es uno de los sistemas que se ven mas
afectados. De hecho, el embarazo afecta a todos los sistemas esenciales de la fisiologia
renal. El aumento de las funciones renales se debe al incremento del débito cardiaco, al
incremento de la volemia y a la necesidad de eliminar catabolitos y productos de excrecion
fetal. Ademas, los rifiones juegan un papel importante en el desarrollo del ambiente
hormonal del embarazo, respondiendo y contribuyendo a los cambios en el organismo

materno y fetal.

2.3.a. Cambios anatdmicos
Durante el embarazo, los rifiones sufren un aumento de tamafio y de peso de hasta el

30% (Christensen y cols. 1989; Roy y cols. 1995), recuperando el tamafio normal en torno a
los 6 meses postparto (Bailey y Rolleston 1971). Durante mucho tiempo se ha atribuido este
incremento del tamafio renal a la hidronefrosis (Christensen y cols. 1989). La hidronefrosis es
una alteracion renal muy comun durante el embarazo. Segun el autor que se consulte, la
hidronefrosis se fija entre el 43% y 100% de los embarazos, siendo mas prevalente a medida

que avanza la edad de la gestacion (Faundes y cols. 1998). La maxima aparicion de la
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hidronefrosis se da en torno a la semana 28 de gestacion, con cerca de un 63% de
incidencia (Cheung y Lafayette 2013). Los sistemas colectores dilatados pueden albergar
entre 200 y 300 mL de orina, lo que provoca estasis urinaria e incrementa el riesgo de
infeccion (Rasmussen y Nielsen 1988). Estas alteraciones comienzan en torno a la semana de
10 de gestacion. Las causas de estas alteraciones pueden ser la compresion que sufren los
uréteres por efecto mecanico del Utero gravido, ademaés del efecto de ciertas hormonas,
como la progesterona, capaz de reducir el tono uretral, la peristalsis y la presion de
contraccion (Cheung y Lafayette 2013). Algunos autores han propuesto que en lugar de la
hidronefrosis, el incremento del tamafio renal se deba a un aumento de la vascularidad
renal, al incremento del volumen intersticial y al incremento del ndmero de nefronas

(Beydoun 1985; Cheung y Lafayette 2013).

2.3.b. Cambios funcionales
Como se ha descrito anteriormente, durante el embarazo se produce una expansion del

volumen sanguineo, a la vez que ocurre una disminucion de las resistencias vasculares

periféricas, lo que conlleva a una reduccion de la PA.

Entre los mecanismos que subyacen tras el descenso de las resistencias vasculares se
encuentra el efecto sobre la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAA). Se
ha descrito que durante el embarazo normal se produce un incremento de todas las
proteinas y enzimas relacionadas con el sistema RAA, salvo de la enzima convertidora de
angiotensina, que es la Unica que ve reducidos sus niveles respecto a las mujeres no

embarazadas (Irani y Xia 2011).

A pesar de este incremento del sistema RAA, el efecto producido sobre las resistencias
vasculares que se observa en mujeres embarazadas es el contrario. En este sentido, se ha
descrito que en condiciones de embarazo, las mujeres presentan una resistencia al efecto
de la Ang Il de entre 2 y 3 veces respecto a las condiciones basales (Ramsay y cols. 1992).
Esta reduccion de la respuesta a Ang Il se ha relacionado con la presencia en elevados

niveles de otras hormonas, como la progesterona y las prostaciclina (Gant y cols. 1980).

Por otro lado, la aldosterona es responsable, al menos en parte, del incremento del
volumen plasmatico. Asi, durante el embarazo se produce un incremento de los niveles de
aldosterona como consecuencia del aumento de actividad del sistema RAA. Esta elevacion

de los niveles de aldosterona se da en torno a la semana 8 de gestacion, y se mantiene
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durante todo el embarazo, observandose unos valores de entre 3y 6 veces los observados

en mujeres no gestantes. El aumento de los niveles de aldosterona son responsables de una

mayor reabsorcion de sodio, produciendo un aumento del volumen sanguineo entre 1y 1,6

litros (Cheung y Lafayette 2013).

2.3.b.i. Tasa de filtrado glomerular
Uno de los primeros cambios renales que ocurren durante la gestacion es el incremento
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del flujo sanguineo renal y de la tasa de filtrado glomerular (TFG). Este incremento del flujo

renal y de la TFG se ha cifrado en aproximadamente 50%, empezando los cambios a partir

de la semana 14 de gestacion (Davison 'y Dunlop 1980; Davison 1987; Krutzén y cols. 1992).

El principal mecanismo detras del incremento de la TFG parece ser la vasodilatacion
secundaria de las arteriolas aferente y eferente, relacionada con la vasodilatacion sistémica
que tiene lugar durante el embarazo, lo que conlleva un incremento en el flujo renal

(Cheung y Lafayette 2013; Costantine 2014).

La presion oncotica es otro factor que juega un papel importante en el aumento de la
TFG. Asi, la expansion del volumen plasmatico, descrito con anterioridad, produce una
dilucion de las proteinas plasmaticas, reduciendo la presion oncdtica, y por lo tanto
incrementando la TFG. Ademas, el coeficiente de ultrafiltracion también se ve ligeramente
incrementado, debido a cambios en la superficie de filtracion y la permeabilidad hidraulica
(Deng y Baylis 1995). Todos estos cambios producen un incremento de la TFG. Esto produce

un aumento del paso de moléculas desde la sangre a la orina.

2.3.b.ii. Manejo de moléculas por el rifidn
Se ha descrito que el aclaramiento de creatinina en 24 horas esta incrementado hasta en

un 45% en las mujeres gestantes (Davison y Noble 1981). Este incremento en el aclaramiento
de creatinina puede hacer subestimar la TFG calculada mediante las ecuaciones MDRD-4
(del inglés, Modlification of Diet in Renal Disease Study group (Levey y cols. 1999)) y CKD-epi
(del inglées, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration, (Levey y cols. 2009)) (Cheung y
Lafayette 2013) que son formulas muy utilizadas en la clinica para la estimacion de la TFG, y

que utilizan la creatinina plasmatica como parametro de calculo.

La deteccion de glucosuria es mas comun en el embarazo que en mujeres no
embarazadas, llegando a registrarse un aumento de 10 veces respecto a las condiciones

basales (Davison y Dunlop 1980). La glucosa es parcialmente filtrada en el glomérulo, y
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practicamente la totalidad de esta glucosa es reabsorbida en el tubulo proximal y, en menor
medida, en el tubulo colector. La presencia de glucosuria indica que la carga de glucosa
filtrada es mayor que la capacidad de reabsorcion del tubulo. Ademas, durante el embarazo
se produce una reduccion de la capacidad reabsorcion de glucosa en el tubulo proximal
(Cheung y Lafayette 2013).

En el embarazo normal, hay un incremento de las proteinas urinarias totales, siendo
especialmente notable a partir de la semana 20 de gestacion. Este aumento de la
proteinuria durante el embarazo es generalmente atribuido al incremento del TFG. Esto
hace que en un embarazo normal se encuentren niveles de proteina total en orina entre
200 y 300 mg/dia y 30 mg/dia de albuminuria sin ser considerados patolégicos (Higby y
cols. 1994). Hay que tener mucho cuidado con valores de proteinuria total superiores a 300

mg/dia, ya que estos valores se asocian a procesos patoldgicos.

El rifdn también juega un papel central en la osmorregulacion del sodio y del agua. El
rifdn sano presenta una ganancia infinita para el control del agua y de los electrolitos,
principalmente el sodio. Durante el embarazo, la respuesta excretora renal que controla el
volumen de liquido corporal debe ser modificada para dar cabida a todos los cambios
fisioldgicos necesarios, lo que precisa de un reajuste del propio rifion (Davison 1987). Esto se
consigue mediante la accion coordinada de diferentes hormonas. Asi, el efecto
vasodilatador de las prostaglandinas, el factor natriurético atrial y la progesterona favorecen
las natriuresis, mientras que la angiotensina Il, la aldosterona y los estrégenos favorecen la

retencion de sodio (Barron y Lindheimer 1984).

Aunque la elevada TFG conduce a una gran pérdida de sodio, los altos niveles de
aldosterona hacen que se incremente enormemente la reabsorcion de sodio en la nefrona,

reduciendo la pérdida de sodio en la orina (Barron y Lindheimer 1984).

El incremento de la reabsorcion de sodio produce un aumento en la retencion de agua y
aumento del volumen hidrico general en hasta 8 litros, que incluye el incremento en los
volumenes de plasma (ya descrito), del feto, de la placenta y del liquido amnidtico, ademas

de los edemas tipicos de la gestacion (Costantine 2014).
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3. Alteraciones fisiolégicas en la preeclampsia

3.1. Placenta
Como ya se ha descrito anteriormente, el origen de la preeclampsia parece radicar en la

placenta. En concreto, se ha observado que entre la semana 16 y 22 ocurre una segunda

etapa de migracion trofoblastica que invaden la capa muscular de las arterias espirales,
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produciendo el remodelado arterial y facilitando el paso de sangre hacia la placenta (Ahmed

y cols. 2017). Cuando este evento no se da de forma correcta, se produce preeclampsia
(Rigol 2004b). Esta implantacion incompleta produce hipoperfusion, lo cual hace que la
placenta vea reducida su produccion de prostaciclina (con efecto vasodilatador vy
anticoagulante), aumente la produccion de tromboxanos (vasoconstrictores y pro-
coagulantes), que juegan un papel importante, tanto en el desarrollo correcto del

embarazo, como de los sintomas de la preeclampsia (Rigol 2004b).

3.2. Sistema cardiovascular
El sistema cardiovascular es un sistema clave en el desarrollo correcto de la gestacion.

3.2.a. Sangre
La sangre es un tejido sometido a una serie de modificaciones tanto de composicion

como de reologia, lo cual ayuda a las adaptaciones fisioldgicas necesarias durante el

embarazo.

Las mujeres con preeclampsia, 0 que van a desarrollar esta patologia, presentan una
expansion del volumen sanguineo en torno a un 40% menor que el que se observa en los
embarazos normales, llegando a ser cerca de un litro menos de sangre (Carlsson 1984; Rigol
2004b).

Los estudios demuestran que la preeclampsia, sobre todo en los estadios mas graves, se
relaciona con una concentracion de las células sanguineas y, por lo tanto, un incremento del
hematocrito. De hecho, el grado de hemoconcentracion se ha apuntado como un indice de
la severidad de la preeclampsia, y que la prognosis de esta patologia es mas grave si el

aumento del hematocrito se mantiene o si aumenta (Dieckmann 1936; de Haas y cols. 2017).

En esta linea de pensamiento, cuando se ha analizado la sangre de las mujeres con
preeclampsia o incluso eclampsia, se ha observado que el nimero de células es mas o

menos constante, y muy similar a lo observado en mujeres con embarazo normal. Por lo
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tanto, la Unica posibilidad para que se produzca la hemoconcentracion es una disminucion

del volumen plasmatico (de Haas y cols. 2017).

Otros trabajos han demostrado que durante la primera mitad de la gestacion, el
incremento del volumen plasmatico es similar al que ocurre en mujeres con gestacion
normal, pero a partir del tercer trimestre no solo no sigue aumentando, sino que disminuye,

lo cual conlleva al incremento del hematocrito (Gallery y cols. 1979; Rigol 2004b).

Estos cambios pueden ser muy leves en mujeres con estadios de preeclampsia leve, pero
pueden ser muy elevados en mujeres con preeclampsia grave o eclampsia. Ademas, estas
fluctuaciones pueden darse de una forma muy rapida, comprometiendo la vida de la

paciente (de Haas y cols. 2017).

Esta hemoconcentracion, o disminucion de la expansion sanguinea durante la
preeclampsia, puede tener importantes connotaciones fisioldgicas. Por un lado, la
disminucion del volumen sanguineo puede explicar, al menos en parte, la susceptibilidad de
las mujeres con preeclampsia o eclampsia a sufrir shock hipovolémico (de Haas y cols. 2017).
Tambien hay que tener en cuenta que el incremento del volumen plasmatico es de gran
importancia para el correcto desarrollo del feto, para rellenar los nuevos lechos vasculares
que se generan por el desarrollo uteroplacental, ademas de garantizar el retorno venoso
para que se pueda dar el gasto cardiaco correcto. Todo esto se ve comprometido por la

falta de expansion del volumen sanguineo.

Por otro lado, el incremento del hematocrito se asocia con una mayor viscosidad, que
junto con el incremento de las resistencias periféricas tipico de la preeclampsia, demanda un
gran aumento de la fuerza cardfaca, lo cual podria estar relacionado con los signos de dafio
cardiaco asociados a 2/3 de las muertes por eclampsia y con un aumento del riesgo

cardiovascular (Scholten y cols. 2015; de Haas y cols. 2017).

Ademas de los cambios en el volumen plasmatico, también se han observado diferencias
en la composicion del plasma. Asi, se ha observado que las proteinas plasmaticas estan, en
general, reducidas frente al plasma de mujeres con gestacion normal, produciéndose un
descenso de la albumina sérica, e incrementando ligeramente las globulinas (Dieckmann

1936; Rigol y cols. 2004).
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3.2.b. Gasto cardiaco
El gasto cardiaco es otro de los factores afectados durante el embarazo lo que permite

adaptarse a las nuevas necesidades fisioldgicas que plantea la gestacion. El gasto cardiaco

depende directamente del numero de latidos por minuto y del volumen eyectado en cada

latido, que a su vez depende del retorno venoso, entre otros factores.

El gasto cardiaco se incrementa durante la gestacion con lo que se consigue el aporte
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sanguineo necesario para las nuevas condiciones fisiolégicas, incluyendo un nuevo érgano:

la placenta. Sin embargo, algunos autores han descrito que las mujeres que presentan
preeclampsia entre la semana 35 y 37 desarrollan la enfermedad con un incremento de las
resistencias periféricas y un aumento de la presion arterial media, pero que presentan un
descenso en el gasto cardiaco, debido principalmente a una reduccion en la frecuencia

cardiaca (Guy y cols. 2017).

Otros autores, por el contrario, describen que se puede clasificar la preeclampsia en dos

tipos, descritos en la Tabla 4.

Un estudio publicado en 2016 ha analizado diferentes parametros en mujeres no
embarazadas, pero que presentaron preeclampsia en un embarazo anterior, comparandolo
con mujeres no embarazadas que tuvieron embarazo normal (Valensise y cols. 2016). Las
variables cardiacas que se analizaron fueron el volumen de eyeccion, el gasto cardiaco, la
velocidad de flujo a través de la valvula mitral y la masa ventricular izquierda, ademas de las
resistencias vasculares periféricas. Lo que se observé es que las mujeres que habian tenido
preeclampsia en un primer embarazo, y que sufrieron cuadros de preeclampsia recurrentes
en los siguientes embarazos presentaban unos niveles de gasto cardiaco y volumen de
eyeccion menores, mientras que las resistencias vasculares periféricas, la masa ventricular
izquierda y el flujo a través de la valvula mitral eran mayores que en las mujeres que no
habfan presentado preeclampsia en un primer embarazo (Valensise y cols. 2016). Ademas,
las mujeres que habian sufrido preeclampsia en un primer embarazo, pero no lo volvieron a
sufrir, presentaban unos niveles de los parametros intermedios entre las mujeres con
preeclampsia recurrente y las mujeres sin preeclampsia (Valensise y cols. 2016). Estos
resultados sugieren que los efectos sobre el sistema cardiovascular en general, y el gasto
cardiaco en particular, que se producen en preeclampsia van mas alla del propio embarazo
y que, en caso de ser lo suficientemente importantes, estos cambios predisponen a nuevos

eventos de preeclampsia en embarazos sucesivos.
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Clasificacion de la preeclampsia:

segun gasto cardiaco y resistencias vasculares

Estadio Caracteristicas fisioldgicas

o Presenta un descenso del gasto cardiaco.
= Descenso de la frecuencia cardiaca.

Preeclampsia temprana . Descenso del volumen de eyeccion

(Antes de la semana 34) o Incrementan las resistencias vasculares.
o Asociado a bajo indice de masa corporal.
o Mediado por la placenta: invasion trofoblastica deficiente.

o Reducciéon del tamario fetal.

o Presenta un incremento del gasto cardiaco.
. Aumento de la frecuencia cardfaca.
Preeclampsia tardia = Aumento del volumen de eyeccion
(después de la semana 34) o Disminuyen las resistencias vasculares.
o Asociado a un alto indice de masa corporal.
o Mediado por otros factores: obesidad...

o Tamafio fetal aparentemente normal.

Tabla 4. Clasificaciéon de preeclampsia segin los cambios en el gasto cardiaco y resistencias
vasculares periféricas. Esta clasificacion complementa la descrita en la Tabla 2, aunque en este caso la
clasificacion no se basa en el momento de la aparicion, sino en los sintomas. Los datos cualitativos
(incrementos y descensos) se referencian frente a mujeres con embarazo normal. Esta tabla ha sido
generada a partir de los datos publicados (Easterling y cols. 19971; Valensise y cols. 2008; Tomsin y
cols. 2013).

3.2.c. Resistencias vasculares
Las resistencias vasculares juegan un papel muy importante en el mantenimiento de la

presion arterial. Durante el embarazo normal las resistencias vasculares periféricas
disminuyen, tanto como respuesta a cambios hormonales, como a la aparicion de nuevos
lechos vasculares, lo que permite adaptar la homeostasis del organismo a los nuevos

requerimientos.

En cambio, en mujeres con preeclampsia en la fase clinica no se observa este descenso
caracteristico de las resistencias vasculares, por lo que los valores de las resistencias
vasculares son mas elevados que en un embarazo normal (Carlsson 1984; Groenendijk y
cols. 1984; Zemel y cols. 1990; Valensise y cols. 2008).
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Como hemos visto en el apartado anterior, algunos autores han descrito la preeclampsia

tardia como un tipo de preeclampsia de aparicion posterior a la semana 34, donde los

niveles de resistencias vasculares son parecidos a los embarazos normales, y que se asocian
con un incremento del gasto cardiaco (Tabla 4) (von Dadelszen y cols. 2003; Valensise y
cols. 2008). Otros autores sugieren que estas diferencias son previas al establecimiento de la

clinica y que luego, tanto en la preeclampsia temprana como en la preeclampsia tardia, las
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resistencias vasculares aumentan respecto a los embarazos normales, siendo esto Ultimo

una caracteristica propia de la patologia (Bosio y cols. 1999; Gyselaers y cols. 2011; Guy y
cols. 2017; Lucovnik y cols. 2017).

El hecho de que las resistencias periféricas en el embarazo normal sean menores a los
valores de no gestacion, y que en preeclampsia los valores se aproximen mas a lo
observado en no gestantes, indican que en preeclampsia hay una inhibicion de las

respuestas vasodilatadoras. En este sentido, se han apuntado diferentes causas.

3.2.c.i. Disfuncion endotelial
El endotelio vascular materno parece ser la principal diana de los factores que

desencadenan la preeclampsia, o factores gatillo (Powe y cols. 2011).

La funcion fisiolégica esencial de las células endoteliales es el control de la funcion
vascular, a través de la deteccion y transduccion de sefiales sanguineas, asi como de
conformar una barrera fisica que impida el movimiento inadecuado de agua, iones,
proteinas y células, desde la sangre a los tejidos adyacentes. La funcion del endotelio como
barrera y receptor de sefiales se ve claramente afectado en la preeclampsia. Asi,
observamos que la respuesta angiogénica y la respuesta vasodilatadora a diferentes
estimulos estan disminuidas, asi como la respuesta a factores fisicos, como el estrés
mecanico por fuerzas de cizallamiento producidos por flujos de sangre inadecuados (Boeldt
y Bird 2017).

La funcion endotelial esta regulada por un delicado equilibrio entre factores que
promueven la contraccion y la relajacion, jugando un papel esencial en el control de la
elasticidad arterial, la resistencia vascular y la presion arterial (Roberts y cols. 2003; Thadhani
y cols. 2005). Cuando se produce una alteracion en la produccién o accion de alguno de
estos factores, la vasculatura se predispone a la vasoconstriccion, activacion endotelial,
union leucocitaria, estrés oxidativo y la inflamacion vascular (Roberts y cols. 2003; Thadhani

y cols. 2005; George y Granger 2010).
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Tanto el desequilibrio en la contraccion/relajacion, como la pérdida de estabilidad fisica

de la barrera endotelial, se conocen como disfuncién endotelial.

En preeclampsia hay evidencias de dafio endotelial, tanto desde el punto de vista
histologico como funcional (Yee Khong y cols. 1992; Cunningham y Lindheimer 1992). Esta
disfuncion endotelial contribuye en todos los principales sintomas de la preeclampsia:
hipertension, edema, proteinuria y desregulacion de la agregacion plaquetaria (Boeldt y Bird
2017). Ademas, estas manifestaciones vasculares de la disfuncion endotelial pueden también
afectar al higado y al cerebro, lo que se asocia con estadios mas graves de la enfermedad,

como puede ser el HELLP o la eclampsia (Powe y cols. 2011; Cipolla 2007).

Aunque, la disfuncion endotelial comprende un desbalance entre factores constrictores y
relajantes, en el ambito del embarazo, parece que son los factores relajantes los que juegan
un papel mas importante en el establecimiento de la nueva homeostasis. Entre los
principales factores se encuentran el NO vy la prostaciclina. Ambos incrementan sus niveles
durante el embarazo normal, siendo actores principales en la vasorrelajacion gestacional

(Hodzi¢ y cols. 2017; Boeldt y Bird 2017).

3.2.c.ii. Oxido nitrico
La produccion de NO esta significativamente elevada durante el embarazo normal,

jugando un importante papel en la reduccion de las resistencias vasculares durante la
gestacion (LaMarca 2012). El NO es capaz de difundir desde las células endoteliales, donde
es producido por la eNOS, hasta las células musculares, donde promueve la formacion de

GMPc, produciendo vasodilatacion (Vedernikov y cols. 1999).

Multitud de estudios han demostrado que durante la preeclampsia se produce un
descenso, tanto en la produccion como en la biodisponibilidad de NO a niveles similares a
los presentes en mujeres no gestantes (Taylor y cols. 1998; Vedernikov y cols. 1999;
Shaamash y cols. 2000; Roberts y Von Versen-Hoeynck 2007; Speer y cols. 2008; Hodzi¢ y
cols. 2017).

Asi, se ha demostrado que las células endoteliales provenientes de mujeres con
preeclampsia producen una cantidad de NO menor que las provenientes de embarazos
normales. Del mismo modo, al tratar células endoteliales de mujeres con gestacion normal

con plasma proveniente de mujeres con preeclampsia, también se produce una reduccion
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en la cantidad de NO (Hayman y cols. 2000; Krupp y cols. 2013). Esto hace pensar que

moléculas presentes en el plasma son capaces de inhibir la produccion de NO.

La enzima clave en la produccion de NO por las células endoteliales es la eNOS. Para
que esta reaccion tenga lugar, se debe producir la dimerizacion de eNOS (Rafikov y cols.

2011), ya que los mondmeros por si mismos son capaces de producir una reaccion parcial,
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en la que se generan iones superdxido, aumentando el estrés oxidativo (Kietadisorn y cols.

2012; Zhao y cols. 2015). Asi, los iones superdxido reaccionan con las moleculas de NO,

produciendo iones peroxinitrito, lo cual reduce la biodisponibilidad de NO, contribuyendo a
la disfuncion endotelial e incrementado el estrés oxidativo (Figura 2) (Kietadisorn y cols.
2012; Goulopoulou y Davidge 2015).

Por otro lado, el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés), como son el ion superdxido y el ion peroxinitrito, dificulta el correcto acoplamiento
de BH4 y la dimerizacion de la eNOS, lo cual incrementa aln mas la aparicion de ROS y
disminucion de NO (Kietadisorn y cols. 2012; Zhao y cols. 2015). La produccion de NO puede
verse comprometida por descensos del sustrato L-arginina (Figura 2). El estrés oxidativo
incrementa los niveles de arginasa, una enzima capaz de reducir los niveles de L-arginina
(Zhao y cols. 2015). Los niveles de L-arginina tambien pueden descender por metilacion,
produciéndose dimetilarginina asimétrica (ADMA, por sus siglas en inglés), que ademas de
reducir los niveles disponibles de L-arginina, compite con esta por la uniéon a la eNOS,
inhibiendo su actividad (Figura 2) (Bode-Boger y cols. 2006; Speer y cols. 2008; Lucovnik y
cols. 2017).

Se ha descrito que los niveles de ADMA en plasma de mujeres con preeclampsia estan
elevados, siendo capaces de inhibir la produccion de NO en células endoteliales de
pacientes con embarazo normal, cultivadas en presencia de este plasma (Speer y cols. 2008;
Goulopoulou 'y Davidge 2015; Lucovnik y cols. 2017), por lo que ADMA es una de las
moléculas candidatas como factor plasmatico que altera la produccion de NO. Sin embargo,
los niveles de ADMA sdlo se han visto elevados en la preeclampsia temprana, pero no asi en

la preeclampsia tardia (Alpoim y cols. 2013).
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Figura 2. Disfuncién endotelial en relacién con la preeclampsia. Se representa, de forma
esquematizada, el proceso de regulacion vascular afectado por la circulacion y factores
endoteliales en preeclampsia. Figura adaptada de Goulopoulou y Davidge 2015. ADMA:
Dimetilarginina asimétrica; ANGII: Angiotensina Il; ATIR: Receptor de angiotensina I; ATTIR-AA:
Anticuerpos anti-AT1IR; bET-T. Endotelina 1 grande; ¢fDNA: DNA de células de la placenta
libre; eNOS: oxido nitrico sintasa endotelial; ET-7. Endotelina-1; £T-A: Receptor A de
endotelina; ET-B: Receptor B de endotelina; GC. Guanilato ciclasa; GMPc:  Guanilil
monofosfato  ciclico; GTP: Guanilil trifosfato; Lox-7: Receptor 1 de LDL, MMPs:
Metaloproteasas; NO: Oxido nitrico; 0> Anién superoxido; ONOQO ' Peroxinitrito; OxLDL:
Lipoproteinas de baja densidad oxidadas; PDE: Fosfodiesterasa; PGHS: Prostaglandina-
endoperdxido sintasa (ciclooxigenasa); PGL: Prostaciclina; stng: Endoglina soluble; sFit-T:
forma soluble del receptor de VEGF; STBM: Microparticulas derivadas de sincitiotrofoblastos;
TGFB: Factor de crecimiento transformante [(; TP. Receptor de tromboxano; TxA:
Tromboxanos A,; VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular.

También se ha visto una reduccion en la respuesta vasodilatadora mediada por NO vy
producida mediante estrés por cizalladura en ensayos ex-vivo, lo que sugiere que la
activacion de la eNOS como respuesta a este tipo de sefiales estd inhibida (Cockell vy
Poston 1997; Kublickiene y cols. 2000). Aunque cabrfa la posibilidad de argumentar que los
niveles de ADMA y estrés oxidativo puedan comprometer la biodisponibilidad de NO y no
su sintesis, Cockell y Poston (1997) demuestran que el endotelio si es capaz de responder a

acetilcolina (Ach), incrementando el NO, algo que no ocurre con el estrés por cizallamiento.
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Esto significa que la activacion de la eNOS por este tipo de estrés esta comprometida
(Cockell y Poston 1997).

Por ultimo, se ha descrito que los niveles plasmaticos de TGF-f durante la preeclampsia
estan mas elevados que en pacientes con gestacion normal (Lygnos y cols. 2006;

Darmochwal-Kolarz y cols. 2017). El papel que juega TGF-B durante la preeclampsia no esta
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del todo claro, puesto que su elevacion se deberfa asociar con una mayor produccion de

NO y vasorrelajacion, mientras que el efecto observado es el contrario. La explicacion a la

aparente falta de efecto del TGF-[3 parece que se encuentra en la elevacion de los niveles de
skng observado en preeclampsia (Venkatesha y cols. 2006). Este argumento sera tratado
mas adelante en este trabajo, englobado dentro de los efectos de la propia sEng sobre la

preeclampsia.

3.2.clii. Prostaciclina
En la misma linea de lo observado con el NO, otro potente vasodilatador incrementado

durante la gestacion, la prostaciclina, también esta reducido en preeclampsia.

La prostaciclina es un mediador de origen lipidico, perteneciente a la familia de los
eicosanoides. Es producida a partir del acido araquidonico, mediante la accion de dos
enzimas, la ciclooxigenasa (COX, también denominadas prostaglandina-endoperoxido
sintasa) y la prostaciclina sintasa (Mitchell y cols. 2014). Se ha descrito que la prostaciclina
estad relacionada con el incremento del gasto cardiaco y con una disminucion de las

resistencias vasculares (Remuzzi y cols. 1980).

La prostaciclina tiene una vida media muy corta. Aun asf, la concentracion plasmatica y
en orina de los metabolitos de degradacidon de prostaciclina estan muy reducidos en
pacientes con preeclampsia. Este hecho se debe a la reduccion en la produccion de
prostaciclina en muchos lechos vasculares, como los uterinos, subcutaneos, en la placenta y

cordon umbilical (Downing y cols. 1980; Remuzzi y cols. 1980).

Una de las causas para el descenso de la produccion de prostaciclina es el descenso en
la actividad de la prostaciclina sintasa. Esta enzima es dependiente del incremento del calcio
intracelular de las células endoteliales, hecho que no se da en preeclampsia, afectando tanto
a la actividad de la prostaciclina sintasa como a la de eNOS (Steinert y cols. 2002; Krupp y

cols. 2013). Otro factor muy importante en la biodisponibilidad de prostaciclina es que el
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incremento del estrés oxidativo, asociado a la preeclampsia, inhibe la produccion de

prostaciclina (Lorentzen y cols. 1991).

Se ha descrito que en preeclampsia hay una desviacion de la produccién de prostaciclina
hacia la produccion de tromboxano A2, otro eicosanoide producido a partir del acido
araquidonico y con un gran poder de contraccion (Figura 2)(Chavarria y cols. 2003;
Possomato-Vieira y Khalil 2016). Ademas, la disminucion en la producciéon de prostaciclina
y el aumento de tromboxano A2 ocurre antes de la manifestacion de los sintomas, siendo
mas evidente en el tercer trimestre (Chavarria y cols. 2003; LaMarca 2012; Possomato-Vieira
y Khalil 2016).

3.2.d. Presion arterial
La hipertension arterial es el sintoma mas caracteristico de la preeclampsia. Durante

décadas, el incremento de la presion arterial ha sido el Unico signo capaz de ser medido.
Esto ha producido que el incremento de la presion arterial durante la gestacion haya sido
denominado con muchos nombres, los cuales han englobado diferentes patologias o
diferentes estadios. No es hasta la descripcion de otros sintomas, en concreto la proteinuria,
cuando se empieza a definir la preeclampsia como se hace actualmente (C. Lees y Ferrazzi

2017).

Como ya se ha descrito, la aparicion de novo de hipertension durante la segunda mitad
del embarazo es el principal criterio para el diagndstico de la preeclampsia, aunque se

precisa que se den de forma conjunta otra serie de signos (Tabla 1).

Como se ha venido desgranando a lo largo de esta seccién, el incremento de la presion
arterial durante la preeclampsia es la consecuencia clara de un aumento de las resistencias
vasculares respecto a lo que ocurre en un embarazo normal. Esto hace que, aunque el
gasto cardiaco y el volumen plasmatico no aumenten (cosa que si ocurre en embarazos

normales), la presion arterial si que aumenta (Hibbard y cols. 2009).

Por otro lado, diferentes parametros de la presion arterial pueden ser utilizados como
marcadores tempranos de la patologia. Asi, se ha descrito que las mujeres destinadas a
desarrollar preeclampsia tienen una elevacion de la presion arterial media, en comparacion
con las mujeres que desarrollaran una gestacion normal ya desde la semana 9 de gestacion

(Page y Christianson 1976; Moutquin y cols. 1985).
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Claramente, la elevacion de la presion arterial en fases tempranas de la gestacion es un

factor de riesgo para el desarrollo posterior de preeclampsia. Sin embargo, los valores de

presion arterial por si solos, y en etapas tan iniciales del embarazo, son un pobre predictor
de preeclampsia, por lo que se precisa comparar con otros tipos de estudios (Conde-
Agudelo y cols. 1993; Hermida y Ayala 2002).
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Diferentes estudios han demostrado que también se observa una variacion en el patron

circadiano de la presion arterial en mujeres que van a desarrollar o desarrollan

preeclampsia. En estas mujeres, el patron diurno es superior al de mujeres con gestacion
normal, mientras que el patrén nocturno de las mujeres con la patologia no muestra el
descenso tipico de la presion arterial durante la noche, lo que ademas supone un factor de

riesgo cardiovascular (Beilin y cols. 1982; Benedetto y cols. 1996).

3.3. Hemostasia
En cuanto a la hemostasia, actualmente se considera que los cambios observados en los

estadios mas leves de la enfermedad son debidos a un incremento en las respuestas
fisiolégicas normales en la madre. Esta afirmacion contrasta con lo que pasa en los estadios
mas graves de preeclampsia, en los cuales se produce un desequilibrio desmesurado y
patoldgico del sistema hemostatico. Esto es un claro reflejo de la inflamacion sistémica y la
disfuncion endotelial, caracteristicos de esta patologia (Gardiner y Vatish 2015; Gardiner y
Vatish 2017).

3.3.a. Plaquetas
La preeclampsia es la segunda patologia que mas trombocitopenia produce durante el

embarazo, siendo responsable del 21 % de los casos descritos durante la gestacion (Tabla 3)
(Bockenstedt 2011). La reduccion del nimero de plaquetas se ha descrito en el 50% de las
mujeres diagnosticadas de preeclampsia, principalmente durante el tercer trimestre de

gestacion (Bockenstedt 2011).

Esta reduccion en el recuento plaquetario se ha asociado con una excesiva activacion
plaquetaria durante la preeclampsia. Esta relacion se ha establecido desde hace tiempo, y es
un rasgo caracteristico de la propia patologia, siendo incluso un criterio para el diagnoéstico
(Tabla 1) (Redman vy cols. 1978; Gardiner y Vatish 2015). Este incremento en la reactividad y
la disminucion en el nimero de plaquetas puede ocurrir varias semanas antes de la

aparicion de los sintomas maternos (Redman y cols. 1978).
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Como ya se ha descrito, para considerar la trombocitopenia como signo diagnéstico de
preeclampsia, el nimero de plaquetas debe ser inferior a 100.000 plaquetas/ulL (Tabla 1).
Aunque diferentes autores consideran que valores entre 100.000 y 75.000 plaquetas indican
un grado leve de trombocitopenia (Sainio y cols. 2000; Cines y Levine 2017), otros autores
consideran que valores inferiores a 100.000 ya suponen un riesgo grave para la salud por

hipocoagulacion (Sharma'y cols. 1999).

El incremento de la activacion plaquetaria en preeclampsia esta bien descrito en la
bibliografia, y no solo se basa en la reduccion en el recuento plaquetario. Asi, se ha descrito
que durante la preeclampsia se produce un incremento en los marcadores de activacion
plaquetaria, tales como [B-tromboglobulina, tromboxanos y un incremento en los niveles
circulantes de P-selectina soluble, respecto a lo que ocurre en embarazo normal (Janes y
Goodall 1994; Karalis y cols. 2005). También se ha descrito la presencia de niveles elevados
de calcio dentro de las plaquetas de pacientes con preeclampsia (Kiloy y cols. 1990). Todos
estos signos demuestran que las plaquetas se encuentran mas activadas en preeclampsia

que en una gestacion normal.

Algunos autores describen que durante la preeclampsia se produce un incremento del
volumen plaquetario medio (Piazze y cols. 2006). Se ha sefialado que este incremento del
volumen plaquetario medio puede ser un reflejo de un incremento de la sintesis de
plaguetas en la médula, como respuesta al incremento del consumo de plaquetas (Piazze y
cols. 2006). En este sentido, algunos estudios han demostrado un aumento de la
trombopoyesis, evidenciado por un aumento del recuento de plaquetas reticuladas (Kazmi'y
cols. 2011). A su vez, se ha sefialado que el incremento de la activacion plaquetaria podria
ser debido a una alteracion en el flujo uteroplacentario (Kanat-Pektas y cols. 2014). Este
posible origen del incremento de la activacion plaquetaria, unido a la correlacion entre los
valores de volumen plaquetario con el crecimiento fetal retardado y la preeclampsia, hacen
de este pardametro un buen candidato a marcador de preeclampsia (Kanat-Pektas y cols.
2014; Vilchez y cols. 2017). Ademas, el incremento del volumen plaquetario se produce hacia
el final del primer trimestre de gestacion, por lo que ha sido sefialado como un predictor de
la restriccion del crecimiento intrauterino y de la preeclampsia (Kanat-Pektas y cols. 2014;
Gardiner 'y Vatish 2015), donde se le ha otorgado unos valores de hasta 90% de

sensibilidad y 86% de especificidad (Vilchez y cols. 2017).
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Por otro lado, no todos los autores ven diferencias en el volumen plaquetario medio en

mujeres con preeclampsia, lo cual se suele relacionar con las diferentes técnicas utilizadas

para su medicion (Karalis y cols. 2005; Ceyhan y cols. 2006).

Aunque hemos comentado que las plaquetas muestran un mayor grado de activacion y

de consumo durante la preeclampsia, muchos autores no obtienen diferencias respecto a
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los embarazos normales, aunque si frente a las mujeres no embarazadas. Una de las

posibles fuentes de controversia es la utilizacion de sangre completa a la hora de realizar los
experimentos. Asi, la falta de respuesta a agonistas activadores, como colageno, ADP, acido
araquidonico y adrenalina, puede ser el reflejo del agotamiento plaquetario por la propia
activacion (Kazmi y cols. 2011). En este sentido, el consumo de plaquetas en preeclampsia
produce un incremento de productos relacionados con la agregacion plaquetaria, como la
B-tromboglobulina, pero se observa una reduccion en los niveles de ATP, lo que sugiere

que las plaguetas se encuentran previamente activadas (Kazmi'y cols. 2011).

Ademas, algunos autores sefialan que la gran activacion y agregacion plaquetaria podria
ser la causa del aumento de los niveles plasmaticos de TGF-B1, caracteristico de la
preeclampsia (Peracoli y cols. 2008). Estos autores también ven una asociacion en la menor
capacidad de respuesta de las plaquetas con los altos niveles de TGF-1 en plasma de
mujeres con preeclampsia, lo que sugiere que esta citoquina juega un papel en la
fisiopatologfa de la preeclampsia, y que ésta es dependiente de la activacion plaquetaria

(Peracoli y cols. 2008).

3.3.b. Sistema de coagulacion y fibrinolisis
La relacion entre la activacion del sistema de coagulacion y la preeclampsia ha sido

reconocido desde hace tiempo (Pritchard y cols. 1954). El desplazamiento del balance
hemostatico hacia un patron procoagulantes e hipofibrinolitico observado en el embarazo
normal y descrito anteriormente, se da de forma exagerada en pacientes con preeclampsia.
Este hecho se evidencia por un incremento de los depdsitos de fibrina alrededor de las
vellosidades de la placenta y un incremento en la infartacion placentaria (Bonnar y cols.
1971).

Las pruebas de coagulacion demuestran que el grado de cambio hacia el fenotipo
procoagulante es proporcional a la gravedad de la propia preeclampsia. Asi, se observa que

tanto el TP como el TPT tienden a ser menores en mujeres con preeclampsia, mientras que
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otros factores, como el fibrindgeno o el factor VIl estan elevados (Donnelly y cols. 2013;
Gardiner y Vatish 2015). También se observa un incremento en los dimeros-D, asi como de
marcadores in vivo del aumento de trombina y del potencial endégeno de trombina (de

Boer y cols. 1989; Ataullakhanov y cols. 2016).

De la misma manera que ocurre en la gestacion, se produce una reduccion en los niveles
de anticoagulantes naturales, siendo esta reduccion mayor en la preeclampsia (Gardiner y
Vatish 2015). En esta linea, se ha demostrado una reduccion en los niveles de antitrombina,
de la proteina C, y de la sensibilidad a la resistencia de la proteina C (Donnelly y cols. 2013;
Paternoster y cols. 2002; Gardiner y Vatish 2015). Es bastante notable que la resistencia a la

proteina C activada persista durante mucho tiempo en las mujeres después del parto.

Sin embargo, el cambio mas llamativo estd en las proteinas asociadas con la disfuncion
endotelial. Asi, se ha descrito que tanto el activador tisular de plasminégeno, como el
inhibidor PAI-1, la trombomodulina soluble, el receptor APC endotelial y el FVW estan todos
muy incrementados en pacientes con preeclampsia (Gardiner y Vatish 2015). Estos datos
demuestran que durante la preeclampsia se dispara el sistema de coagulacion hacia un
estado muy procoagulante y hipofibrinolitico, el cual se relaciona con la gravedad de la

enfermedad.

3.4. Funcién renal

El rifidn es uno de los érganos que, como se ha descrito, sufren una serie de alteraciones
durante la gestacion, para conseguir adecuar la homeostasis materna a las necesidades de
la gestacion. Durante la preeclampsia, estas alteraciones del rifidn siguen apareciendo, de

un modo similar a lo que ocurre en un embarazo normal.

En cambio, durante la preeclampsia es normal que aparezcan signos de dafio renal, en
concreto la proteinuria. Desde el punto de vista obstétrico, la utilizaciéon de la proteinuria
como un criterio diagnoéstico ha sido puesto en duda, puesto que muchas pacientes
diagnosticadas de preeclampsia no llegan a desarrollar nunca proteinuria (August 2013;
Craici y cols. 2014). Esto hace necesario la utilizacion de otros criterios para el diagndstico de

la preeclampsia (Tabla 1).
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El' mecanismo concreto por el cual se produce la proteinuria en la preeclampsia no esta

aun aclarado del todo puesto que en muchas patologias glomerulares se produce la

liberacion de proteinas en la orina, principalmente albimina (August 2013).

El paso clave para la aparicion de proteinuria es la alteracion de la membrana basal del

glomérulo. Esta membrana basal es la principal barrera para la filtracion de proteinas, ya
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que presenta una serie de caracteristicas fisico-quimicas que limitan el paso de diferentes

moléculas desde la sangre hacia la orina (Guyton y Hall 2008c). En este sentido, se ha
descrito el papel critico que juega la integridad de los podocitos en la regulacion de la
correcta filtracion glomerular, asi como en el establecimiento de la proteinuria en muchas

formas de dafio glomerular.

La principal lesion renal que se produce durante la preeclampsia es la endoteliosis. La
endoteliosis es una inflamacion de las células endoteliales que recubren los vasos
sanguineos (August 2013). El establecimiento de esta alteracion del endotelio vascular en
preeclampsia se ha asociado al incremento de los niveles plasmaticos de sFlt-1, en relacion

con la disminucion de los niveles de VEGF.

Se ha descrito que el VEGF es un factor clave en el mantenimiento y correcto
funcionamiento del endotelio vascular, por lo que la reduccion en sus niveles compromete

la integridad del endotelio vascular (Eremina y cols. 2003).

Por su parte, el sFlt-1 es liberado por la placenta durante la preeclampsia, fruto de la
incorrecta implantacion de la placenta, con el consecuente aumento de hipoxia y estrés
oxidativo. Este factor anti-angiogénico se une al VEGF plasmatico, reduciendo su
biodisponibilidad.

La relacion entre endoteliosis, VEGF vy sFlt-1 con el establecimiento de la proteinuria ha
sido ampliamente descrita. Asi, se ha demostrado que, en modelos animales, al inyectar o
sobreexpresar sFlt-1 se produce un incremento del dafio endotelial y proteinuria (Sugimoto
y cols. 2003; Venkatesha y cols. 2006). En mujeres con preeclampsia en fases iniciales, se ha
observado que al disminuir los niveles de sFlt-1 mediante aféresis extracorporea, mejora la
ratio proteina/creatinina (Thadhani y cols. 2011). Ademas, en pacientes con cancer y que son
tratados con anticuerpos anti-VEGF, se ha observado que desarrollan proteinuria (August

2013).
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3.4.a. Podocituria
Ademas del dafio de la membrana basal del glomérulo, también se ha descrito que en

preeclampsia se produce una pérdida de podocitos (Garovic y cols. 2007a).

Los podocitos son células de la capa visceral de la capsula de Bowman. Son células
altamente diferenciadas, con una morfologia estrellada y que presentan una serie de
prolongaciones citoplasmaticas primarias, dirigidas hacia las asas capilares. Estas
prolongaciones primarias se subdividen a su vez en una serie de cortas prolongaciones

secundarias, denominadas pedicelos (Armelloniy cols. 2014).

Los pedicelos se interdigitan unos con otros, estableciendo fuertes uniones mediadas por
un complejo proteico, en el que destacan la nefrina y la podocina. Estas interdigitaciones
generan un complejo entramado que actia como un cedazo, permitiendo seleccionar, por
tamafio y carga, las moléculas plasmaticas que pueden pasar a la orina (Armelloni y cols.
2014).

Asi, los podocitos se encuentran adosados a la membrana basal de los capilares
fenestrados, rodeando con sus prolongaciones y pedicelos toda la superficie del capilar. El
conjunto de los capilares fenestrados, la membrana basal y los podocitos conforman la
barrera de filtracion glomerular. Cuando la barrera de filtracion glomerular esta intacta, las
proteinas plasmaticas no pueden ser filtradas a la orina, debido a su elevado tamafio y a la

carga que presentan (Garovic y cols. 2007b; August 2013).

Es cierto que durante el embarazo, se produce una leve pérdida de proteinas en la orina,
pero esta se debe principalmente al incremento del filtrado glomerular y al aumento de la
permeabilidad de la barrera de filtracion glomerular (Muller-Deile y Schiffer 2017). Esta
pérdida de proteinas es considerada normal y una consecuencia de los ajustes fisioldgicos

necesarios durante el embarazo.

Diferentes autores han demostrado que durante la preeclampsia se produce una peérdida
de podocitos en la orina (Garovic y cols. 2007a; Henao y Saleem 2013). También se ha
descrito una disminucion de la expresion glomerular de algunas de las proteinas
involucradas en las uniones entre los pedicelos, concretamente la nefrina y la sinaptopodina,
en mujeres con preeclampsia (Henao y Saleem 2013; Craici y cols. 2013). Estos datos han

sido confirmados por un incremento de los niveles urinarios y séricos de nefrina, asi como
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un incremento de la excrecion urinaria de podocalixina en las mujeres con preeclampsia,

comparadas con las mujeres con un embarazo normal (August 2013).

En conjunto, estos hechos sugieren que, en preeclampsia, la pérdida de union entre
pedicelos y la pérdida de podocitos completos genera una pérdida de la integridad de la

barrera de filtracion, generandose poros a través de ella por los que pueden escapar no
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solo las moléculas que deben ser filtradas, sino que también se pierden moléculas de alto

valor biolégico, como proteinas, mayores cantidades de glucosa, etc...

Otra de las funciones clave de los podocitos es la sintesis de la membrana basal
glomerular, ademas de ser la mayor fuente de VEGF en el glomérulo (Simon y cols. 1995).
Este VEGF derivado de los podocitos tiene una funcion paracrina en las células endoteliales,
permitiendo su supervivencia, asi como un efecto autocrino sobre los propios podocitos
(Muller-Deile y Schiffer 2014).

Asi, un plausible escenario emerge, en el cual los niveles elevados de sFlt-1, relacionados
con una baja perfusion placentaria, conducen a una deplecion del VEGF, lo cual contribuye
a las alteraciones de la barrera de filtracion glomerular, incluyendo la disrupcion de las
células del endotelio glomerular y el dafio/deplecion en los podocitos (August 2013). La

denudacion de los podocitos podria ser la uUltima fase del dafio (August 2013).

La podocituria tiene una significativa sensibilidad y especificidad como factor diagnéstico
de la preeclampsia, toda vez que ningln marcador angiogénico por si solo o por la
combinacion de varios de ellos, es un buen marcador de preeclampsia en el segundo
trimestre (Craici y cols. 2013). El nimero de podocitos perdidos en la orina muestra una
fuerte correlacion con el grado de hipertension, lo que lo convierte en un mejor marcador
de dafio que la proteinuria, la cual no se correlaciona en ninguln caso con el grado de dafio

que sufre la madre (Muller-Deile y Schiffer 2014).

Aunque la podocituria parece ser un buen marcador y predictor de preeclampsia, hay
que tener cuidado con el parametro concreto que se utiliza para su valoracion. Asi, hay que
tener en cuenta que la expresion de las proteinas pueden variar dependiendo de diversos
factores, como la presencia de la preeclampsia, el entorno de la propia orina o el estado de

diferenciacion de los propios podocitos (Muller-Deile y Schiffer 2014).
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A pesar de toda la informacion con la que contamos actualmente, la preeclampsia sigue
siendo una enfermedad poco conocida desde el punto de vista del establecimiento y
desarrollo de la patologia. La importancia de dilucidar el papel que juegan los diferentes
marcadores, como la sEng y sFIt-1 se muestra como un elemento clave, no solo a la hora de
utilizar estas moléculas como marcadores o predictores de la enfermedad, sino que pueden
actuar como Piedra de Roseta para describir los mecanismos que subyacen tras la
sintomatologia y, tal vez, brindar posibles dianas terapéuticas, que permitan tratar y mitigar

el dafio de esta patologia.

Uno de estos factores, con efecto anti-angiogénico, es la sEng. Existen numerosos
estudios que afirman que este factor se encuentra elevado en el plasma antes de la
aparicion de las manifestaciones clinicas, relacionandose con alguno de los sintomas
(Venkatesha y cols. 2006; Levine y cols. 2006; Lopez-Novoa 2007; Troisi y cols. 2008; Farina
y cols. 2008; Maynard y cols. 2010).

Por lo tanto, el objetivo que nos planteamos en este trabajo es intentar elucidar el papel
que juega la sEng en los diferentes sintomas de la preeclampsia, con el fin de entender

algunos de los procesos que tiene lugar en esta compleja enfermedad.

4. Endoglina

Endoglina, también conocida como CD105, es una glicoproteina de membrana
homodimérica, formada por dos subunidades de 90 kDa cada una, unidas entre si mediante

puentes disulfuro (Gougos y Letarte 1990).

El gen de la endoglina se encuentra codificado en el cromosoma 9qg34qter (Fernandez-
Ruiz y cols. 1993). La secuencia esta flanqueada por el extremo 5’ por una region rica en GC,
cercanas al sitio de transcripcion, y por motivos de union Spl, que juegan un papel esencial
para el inicio de la transcripcion (Botella y cols. 2001). El promotor también presenta sitios de
union para diferentes factores de transcripcion, como Smad, HIF-1, KLF6, NFkB, GATA-2,

AP2, glucocorticoides, vitamina D y Ets (Rius y cols. 1998; Graulich y cols. 1999).

Endoglina es una proteina que se expresa principalmente en células endoteliales, siendo
considerada como marcador de este tipo celular (Gougos y Letarte 1990; Bernabeu y cols.
2007). También se expresa en otros tipos celulares, como los sincitiotrofoblastos, donde es

particularmente abundante (St-Jacques y cols. 1994; Bernabeu y cols. 2007).
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Endoglina actia como un receptor auxiliar, o tipo Il, de la superfamilia de citoquinas de

TGF-B. Es una proteina transmembrana, con una region extracelular y una citoplasmatica

(Lopez-Novoa y Bernabeu 2010).

La region extracelular se divide a su vez en un dominio huérfano, y un dominio de zona

pelicida (ZP), implicado probablemente en interacciones proteina-proteina. Este dominio
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/P, contiene 8 residuos cisteina conservados, que generan puentes disulfuro, y el tripéptido

RGD, una secuencia consenso altamente conservada de union a integrinas (Llorca y cols.

2007; Garcia-Pozo y cols. 2008; Saito y cols. 2017).

La region citosolica presenta una serie de dominios susceptibles de ser fosforilados, que
ademas se encuentran fosforilados de forma constitutiva, pero no presenta capacidad
enzimatica, por lo que puede actuar como modulador de la sefializacion, pero no generarla.
Ademas, presenta regiones clave de interaccién con otras proteinas que pueden interferir

en la sefializacion (Lopez-Novoa y Bernabeu 2010).

Existen dos isoformas de membrana producidas por splicing alternativo: la endoglina
larga, que es la mayoritaria, y la endoglina corta, con un dominio citosélico mucho mas
corto. Ambos tipos de endoglina son capaces de mediar en la respuesta a TGF-[3, pero
activando rutas diferentes, incluso siendo antagoénicos sus efectos (Bellon y cols. 1993;

Blanco y cols. 2008; Lépez-Novoa y Bernabeu 2010).

Ademas de estas dos isoformas de membrana, existe una tercera isoforma soluble, la
skng. Esta isoforma no estd anclada a la membrana, ya que carece de los dominios
transmembrana y citosolico, y se origina mediante el corte proteolitico de las isoformas de
membrana, catalizado por la metaloproteasa MMP-14  (Matrix Metalloproteinase-14)

(Hawinkels y cols. 2010; Valbuena-Diez y cols. 2012; Gallardo-Vara y cols. 2016).

4.1. Funcidn de endoglina
Endoglina juega un papel esencial en el desarrollo y mantenimiento del sistema vascular.

Esto queda patente al observar que ratones knock-out para el gen de Endoglina mueren
durante el desarrollo embrionario debido a graves alteraciones en la vascularizacion,
mientras que los ratones heterocigotos para esta proteina, que son haploinsuficientes,
generan malformaciones arteriovenosas y otros defectos vasculares (Bourdeau y cols. 2000;

Jerkic y cols. 2006b; Kapur y cols. 2013; Li y cols. 2016). Se ha observado que endoglina
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aumenta su expresion en células endoteliales en zonas con angiogénesis activa (Anderberg

y cols. 2013; Barnett y cols. 2014).

La importancia de endoglina en el correcto proceso de neovascularizacion y remodelado
vascular esta avalada por el hecho de que mutaciones en heterocigosis del gen de
endoglina causan una enfermedad rara conocida como Telangiectasia Hemorragica
Hereditaria tipo 1 (HHT-1; del inglés, Hereditary Haemorrhagic Telangectasia), caracterizada
por la presencia de anomalias vasculares, como son malformaciones arteriovenosas, edema
pulmonar y hepatico, hemorragias recurrentes y problemas cerebrovasculares, asociada con
una disminuciéon de los niveles de endoglina de membrana (Shovlin 2010; Ruiz-Llorente y
cols. 2017).

Tambien se ha descrito que endoglina esta implicada en la regulacion del tono vascular.
Asi, se ha observado que los ratones haploinsuficientes para endoglina tienen una menor
capacidad de respuesta a los estimulos vasodilatadores producidos por acetilcolina o
bradiquinina. Ademas, estos animales presentan unos niveles reducidos de eNOS, lo que
desemboca en una menor produccion de NO y una menor vasodilatacion (Jerkic y cols.
2004; Jerkic y cols. 2006).

Endoglina también juega un papel muy importante en la permeabilidad vascular. Se ha
descrito una disminucion de los niveles de proteinas de union célula-célula, como VE-
cadherina, B-catenina, PECAM y ZO-1, en animales haploinsuficientes de endoglina. En estos
animales también se ha descrito un aumento de la permeabilidad vascular dependiente de
pericitos, asociado a la unién a integrinas. Estos hallazgos muestran una menor union entre
las células endoteliales y una menor estabilidad del vaso que conllevan a un aumento de la

permeabilidad vascular (Park y cols. 2013; Jerkic y Letarte 2015; Rossiy cols. 2016).

Todo esto demuestra que endoglina juega un importante papel en el mantenimiento vy la
regulacion de la funcion vascular, y que su ausencia se asocia con diversas patologias, como

HHT-1, hipertension pulmonar, arterioesclerosis e, incluso, preeclampsia (Kapur y cols. 2013).

Estos resultados hacen referencia a la isoforma mas numerosa, la isoforma larga. Sin
embargo, no todas las isoformas de endoglina ejercen el mismo papel. Por ejemplo, la
isoforma corta de la endoglina actia como una molécula anti-angiogénica. La
sobreexpresion de esta isoforma en ratones hace que se produzca un retraso en el

crecimiento tumoral, mientras que al ser sobreexpresada en células se observan alteraciones
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en la senescencia celular (Quintanilla y cols. 2003; Pérez-Gomez y cols. 2005; Duwel y cols.
2007; Blanco y cols. 2008).

Con endoglina soluble sucede algo similar, asociandose con un efecto anti-angiogénico,
y con la hipertension y la preeclampsia (Venkatesha y cols. 2006; Valbuena-Diez y cols.

2012). Una posible explicacion para la diferente funcion de las distintas formas de endoglina
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es que aquellas proteinas que carecen, de parte (endoglina corta) o de todo (sEng), el

dominio intracelular, estan actuando como un dominante negativo sobre la funcion de la

isoforma larga, al competir con ésta por la union al ligando.

4.2. Endoglina soluble
La endoglina soluble, sEng, se compone de la region extracelular de la endoglina de

membrana, correspondiente al extremo N-terminal. Esta proteina se encuentra en bajas
concentraciones en el plasma de la poblacion normal. Sin embargo, se ha descrito un
incremento en los niveles de sEng en varias condiciones patoldgicas relacionadas con el
endotelio, incluida preeclampsia (Venkatesha y cols. 2006; Oujo y cols. 2013; Gregory y cols.
2014), aterosclerosis, hipercolesterolemia (Blann 'y cols. 1996; Blaha y cols. 2008; Rathouska y
cols. 2015), diabetes mellitus (Blazquez-Medela y cols. 2010; Ceriello y cols. 2015; Emeksiz y
cols. 2016), hipertension (Blazquez-Medela y cols. 2010), retinopatia diabética (Malik y cols.
2005), enfermedad arterial coronaria (Li y cols. 2000b; lkemoto y cols. 2012; Saita y cols.
2017), HHT tipo | (Letarte y cols. 2005; Botella y cols. 2015), infarto agudo de miocardio
(Cruz-Gonzalez y cols. 2008) o cancer (Li y cols. 2000a; Bernabeu y cols. 2009). Se ha
postulado que los niveles desregulados de sEng en plasma, suero u orina de los pacientes
son un marcador fiable para la correlacion de gravedad y el prondstico de estas
enfermedades. Ademas, sEng parece estar jugando un papel activo durante el
establecimiento y desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo, se ha descrito que: i) en
preeclampsia, SEng es patogénica, lo que contribuye a la hipertension y a la afectacion renal
(Venkatesha y cols. 2006; Valbuena-Diez y cols. 2012); ii) en aterosclerosis, SEng induce una
respuesta pro-inflamatoria que conduce a la disfuncion endotelial (Jezkova y cols. 2016;
Varejckova y cols. 2017); vy iii) en cancer, skng actla como proteina anti-angiogénica
mediante la inhibicion de la neoangiogénesis asociada con el crecimiento de tumores
solidos (Hawinkels y cols. 2010; Castonguay y cols. 2011). A pesar de la amplia gama de
efectos fisiopatoldgicos de sEng descritos en el sistema cardiovascular, el mecanismo de

accion que subyace en las células endoteliales es poco conocido. Varias lineas de evidencia
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respaldan el papel patogénico de la skng en la preeclampsia, incluida la actividad anti-
angiogénica (Venkatesha y cols. 2006; Hawinkels y cols. 2010) y el aumento de la
permeabilidad vascular y la hipertension (Venkatesha y cols. 2006; Valbuena-Diez y cols.
2012). Ademas, sEng muestra una actividad pro-inflamatoria a traves de NFkB e IL6
(Varejckova y cols. 2017) y puede modular la adhesion y transmigracion de los leucocitos
asociados a la inflamacion (Rossi y cols. 2013). Se ha postulado que la actividad sEng se basa
en su capacidad para antagonizar la funcion de la endoglina unida a la membrana. Por
ejemplo, skng se une a BMP9, un miembro de la familia TGF-B, con alta afinidad
(Castonguay y cols. 2011; Alt y cols. 2012; Saito y cols. 2017) y esto puede llevar a un
secuestro de BMP9, o cualquier otro ligando de TGF-B especifico, evitando la uniéon a la
endoglina de superficie y la posterior sefializacion intracelular corriente abajo del complejo
receptor de TGF-[3 (Venkatesha y cols. 2006; Hawinkels y cols. 2010; Gregory y cols. 2014).
Ademas, tanto endoglina ligada a membrana como sEng contienen una secuencia RGD
accesible, que es un motivo consenso de unidon para el reconocimiento de integrinas
(Gougos y Letarte 1990; Saito y cols. 2017), y se ha demostrado que sEng puede inhibir la
adhesion celular mediada por integrinas a la endoglina endotelial, probablemente
compitiendo con su union a dichas integrinas (Rossi y cols. 2013; Rossi y cols. 2016). Sin
embargo, a pesar de todas las evidencias descritas, los mecanismos moleculares exactos de

accion de sEng aun no se han dilucidado.

Se ha propuesto que sEng es generada v liberada al medio extracelular mediante el corte
proteolitico de la endoglina de membrana, catalizado por la metaloproteasa MMP-14
(también denominada MT1-MMP) (Hawinkels y cols. 2010; Valbuena-Diez y cols. 2012). Asi,
aunque en la secuencia extracelular de la endoglina de membrana existen cuatro sitios
potenciales de corte para la MMP-14 (Gly-Leu), en concreto las posiciones 299, 387, 453 y
586, parece ser que la metaloproteasa corta en la posicion yuxtamembrana 586. El corte
proteolitico en esta posicion conlleva que sEng presente un tamafio de 65 kDa y que
contenga practicamente toda la secuencia del dominio extracelular de la endoglina de
membrana (Hawinkels y cols. 2010; Gregory y cols. 2014). Sin embargo, algunos autores
ponen en duda que sea esta posicion donde se produzca el corte proteolitico, situandolo en
la posicion 453, puesto que estudios de protedmica sélo han sido capaces de detectar
peptidos hasta el residuo 406 (Gregory y cols. 2014). Asi, la liberacion de sEng se puede
desencadenar por inflamacion, TNF-a, dafio endotelial o por anticuerpos anti-endoglina (Li

y cols. 2003; Kumar y cols. 2014; Gallardo-Vara y cols. 2016). Con el fin de conocer el papel
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que juega la sEng en preeclampsia, serfa importante conocer el mecanismo exacto de

produccion de skEng en la placenta, su estructura y secuencia exacta, ya que parece que el

mecanismo de liberacion depende del tipo de tejido del que provenga y, por lo tanto, de la

patologia que lo origina.

4.2.a. Regulacion de la liberacion de sEng
Los niveles plasmaticos de sEng estan regulados por diferentes factores que, ademas de
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inducir la protedlisis y la liberacion, también pueden regular la expresion de la endoglina de

membrana, sustrato de las metaloproteasas y origen de skEng. En este sentido, se ha
observado que en preeclampsia se produce un incremento de la expresion de la endoglina
de membrana, principalmente en sincitiotrofoblastos y citotrofoblastos invasivos, lo que
puede conllevar a un aumento de sEng por accion proteolitica de MMP-14 sobre la

endoglina de membrana (Levine y cols. 2004; Lopez-Novoa y Bernabeu 2010).

4.2.a.i. Hipoxia
La hipoxia es uno de los inductores de la sintesis de endoglina de membrana mas

estudiado. En un ambiente hipdxico se produce un incremento en la concentracion del
factor inducible por hipoxia (HIF-1, por sus siglas en inglés) como respuesta a la baja
concentracion de oxigeno, actuando como un factor de transcripcion de una gran cantidad
de genes, entre los que se encuentra el gen de la endoglina (ENG). En el promotor del gen
ENG se han identificado secuencias HRE, que son capaces de unir HIF-1, modulando la

expresion génica en respuesta hipoxia.

La transcripcion de ENG puede estar incrementada en hipoxia de una manera indirecta,
activada por accion del incremento de TGF-B y algunas BMPs, cuyos genes también
presentan elementos de respuesta a HIF-1 (Sanchez-Elsner y cols. 2002; Tseng y cols. 2010)
o mediante la activacion de la via de MAPK (Zhu y cols. 2003). Ambos mecanismos

contribuirian al aumento de la sintesis de endoglina.

El incremento de endoglina de membrana en condiciones de hipoxia es un hecho
generalmente aceptado (Sanchez-Elsner y cols. 2002; Li y cols. 2003; Park y cols. 2013). Sin
embargo, existe controversia en la relacion entre la hipoxia y la liberacion de sEng por parte

de la placenta.

Se ha descrito que los niveles de HIF-1y sEng incrementan en respuesta a hipoxia en

experimentos (n vivo mediante la técnica de reduccion de perfusion uterina (RUPP, por sus
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siglas en inglés) (Gilbert y cols. 2009). Ademas, experimentos in vitro con trofoblastos
demuestran un incremento de la liberacién de skEng al medio cuando se someten a hipoxia
(Valbuena-Diez y cols. 2012).

Por otro lado, se ha descrito que los trofoblastos provenientes de mujeres con gestacion
normal no muestran diferencias en la liberacion de skng al ser sometidos a hipoxia respecto
a lo que se observa en normoxia, mientras que los trofoblastos procedentes de mujeres con
preeclampsia si que presentan una mayor liberacion de sEng como respuesta a hipoxia (Gu
y cols. 2008). Del mismo modo, explantes placentarios procedentes de gestaciones
normales, no liberan sEng tras ser sometidos a hipoxia durante 48 horas, aunque si se

produce incremento de sFlt-1 (Munaut y cols. 2008).

Con todas estas evidencias, el papel de la hipoxia en la liberacion de skng en la placenta
no esta del todo claro. Parece que la hipoxia podria estar contribuyendo al incremento de la
endoglina, pero son necesarios otros condicionantes previos para la liberacion de la forma
soluble de endoglina. En este sentido, un estudio demostré que al tratar células de
coriocarcinoma humano con suero procedente de mujeres con preeclampsia y en
condiciones de normoxia, se producia un aumento en la liberacion de sEng por estas
células, lo que indica que algun otro factor presente en preeclampsia es necesario para que

se produzca la liberacion de sEng (Aoki y cols. 2012).

4.2 .a.i. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo es otro de los factores que influyen en la disfuncion endotelial y en la

liberacion de sEng. El incremento del estrés oxidativo es normal en el embarazo, debido al
incremento del metabolismo materno vy placental, aunque este incremento esta
normalmente contrabalanceado con la produccion de antioxidantes naturales (Sanchez-
Aranguren y cols. 2014; Ali 'y Khalil 2015). En preeclampsia se ha descrito que se produce
un incremento del estrés oxidativo, sobre todo en la placenta, que puede ser debido a
diferentes factores, como la hipoxia por mala placentacion, al efecto de ciertas citoquinas,
como interleuquina-6, interleuquina-10 y TNF-a (del inglés, Tumor Necrosis Factor-«), o a la
reduccion de expresion de diferentes moléculas antioxidantes, como la hemooxigenasa-T
(HO-1T) y hemooxigenasa-2 (HO-2), superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa y

catalasa (Sanchez-Aranguren y cols. 2014; Possomato-Vieira y Khalil 2016).

En cualquier caso, no se ha descrito un efecto directo del estrés oxidativo sobre la

liberacion de sEng, sino que se ha asociado con la elevacion de los niveles de oxisteroles
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(6xidos de colesterol) y al incremento de la respuesta inflamatoria, originada por dicho

estrés oxidativo.

Los oxisteroles son diferentes productos de la oxidacion del colesterol, que juegan un
importante papel en muchos procesos bioldgicos, entre los que se encuentran la regulacion

de la homeostasis del colesterol, el metabolismo de enfingolipidos, la agregacion
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plaquetaria, apoptosis y prenilacion de proteinas (Poli y cols. 2013; Luu y cols. 2016).

Los oxisteroles se unen a sus receptores LXR (por sus siglas en inglés, Liver X Receptor),
activandolos. Esta activacion hace que se forme un heterodimero entre los LXR con un
segundo receptor, RXR (por sus siglas en inglés, Retinoic X Receptor), actuando como un
factor de transcripcion que regula la expresion de diferentes genes, entre los que se

encuentra el de endoglina (Henry-Berger y cols. 2008).

Por otro lado, se ha descrito que en preeclampsia hay un incremento tanto en la
concentracion de oxisteroles circulantes como del receptor LXR en sincitiotrofoblastos
(Brownfoot y cols. 2014). Estos niveles elevados de oxisteroles circulantes y de LXR han
demostrado ser capaces de inducir la expresion de endoglina de membrana, ademas de
incrementar la expresion y la actividad de la MMP-14, lo que se traduce en la liberacion de

grandes cantidades de sEng (Valbuena-Diez y cols. 2012; Brownfoot y cols. 2014).

4.2 alii. Factores inflamatorios
La inflamacion vascular es otro factor que se produce durante la gestacion normal, pero

que se dispara en la preeclampsia (Redman y Sargent 2009).

Se ha demostrado que al tratar células endoteliales con citoquinas pro-inflamatorias,
como son TNF-a o INFy (interferon gamma) se produce un incremento de la liberacion de
skEng, que ademas puede ser inhibido por la accion de la HO-1 (Cudmore y cols. 2007). En
este estudio demuestran que la sobreexpresion de HO-1 inhibe la liberacion de skng
producida por estas citoquinas, mientras que si se bloquea HO-1, primero se produce un
incremento de la liberacion basal de skEng, mientras que el efecto del TNF-a se ve

incrementado (Cudmore y cols. 2007).

Otros estudios muestran que en preeclampsia hay niveles elevados del anticuerpo

agonista del receptor tipo 1 de la angiotensina, o AA-AT1, que produce un incremento en la
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liberacion de skEng que es mediada por TNF-a y, a su vez, inhibe la accién de la HO-1 (Zhou
y cols. 2010; LaMarca 2012).

En cambio, otros autores sefialan que HO-1 no disminuye en placentas provenientes de
pacientes con preeclampsia, y que tampoco es un regulador negativo de la liberacion de

skng (Tong y cols. 2015).

4.3. Mecanismo de accion
A pesar de que la sEng se asocia con diversas patologias asociadas con el sistema

cardiovascular, los mecanismos de accién a través de los cuales actla no estan aun bien
definidos. Una de las teorias mas comunmente aceptada por la comunidad cientifica es que

sEng ejerce su accion mediante la inhibicion de la ruta de sefializacion de TGF-.

Como ya se ha descrito, la endoglina de membrana actla como correceptor vy
modulador de la via de sefializacion de la superfamilia del TGF-B, interaccionando tanto con
el ligando como con el resto del complejo receptor mediante el dominio extracelular. Segun
esta linea de pensamiento, la sEng actuaria como un inhibidor competitivo, antagonizando
la unién del ligando al complejo receptor de la membrana (Venkatesha y cols. 2006). Sin
embargo, diferentes estudios han demostrado que la endoglina, tanto la de membrana
como la soluble, no puede unirse a TGF-$ por si sola, sino que precisa de la interaccion
previa del ligando con los otros receptores de complejo (los receptores tipo |y tipo II)
(Letamendia y cols. 1998; Barbara y cols. 1999). Asi, sEng no serfa capaz de realizar una
accion directa sobre TGF-§, sino que se uniria al ligando unido previamente a los receptores
de membrana. En este sentido, sEng competiria con la endoglina de membrana por la union
a este complejo vy, al carecer de dominio intracelular capaz de modular la sefial, se
comportaria de la misma manera que la endoglina corta. Otra posibilidad es que sEng
forme un complejo con el receptor soluble de tipo | o el tipo Il de TGF- (sEng-sTBRI o
sEng-sTBRII), lo que bloquearia la interaccion con los receptores de membrana e inhibirfa su
sefializacion. Por otro lado, se ha demostrado que la afinidad de endoglina por otros
miembros de la superfamilia de TGF-B, como las BMPs, es mucho mayor. Estos ligandos se
unen a skng con la misma afinidad que al receptor de TGF-{ tipo |, por lo que los niveles
elevados de sEng podrian actuar como secuestradores de estas moléculas, impidiendo su
union al complejo receptor de membrana y, por lo tanto, inhibiendo la sefializacion

(Castonguay y cols. 2011; Alt y cols. 2012; Gregory y cols. 2014).
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4.4. Biomarcador
Durante los dos Ultimos meses de embarazo se produce un incremento de los niveles

plasmaticos de skng (Romero y cols. 2008). En las mujeres que desarrollan preeclampsia,
este incremento se produce de una forma mas temprana y mucho mas pronunciada,
llegando a detectarse niveles muy elevados de skEng en plasma antes de la aparicion de los

sintomas clinicos (Levine y cols. 2006; Maynard y cols. 2010).

Introduccion

La sEng por si sola no ha demostrado ser un buen marcador de preeclampsia, puesto

que hay numerosas patologias, como hipertension gestacional o hipertension cronica,
donde se produce un incremento de los niveles de skEng sin ser preeclampsia (Salahuddin y
cols. 2007). Por el contrario, se ha descrito que skEng puede ser un buen marcador para el
diagnostico de preeclampsia cuando se utiliza de forma conjunta con otros parametros,
como la concentracion plasmatica de sFlt-1, PIGF y TGF-B (Lim y cols. 2008), junto con la
ratio sFIt-1:PIGF (Levine y cols. 2006; Grill y cols. 2009), los niveles del receptor LXR (Wang y
cols. 2016) o los niveles de DNA fetal libre en plasma materno (AbdelHalim y cols. 2016).
Incluso, se ha utilizado el nivel de sEng para el desarrollo de un algoritmo capaz de predecir

la preeclampsia entre las semanas 11y 13 de gestacion (Akolekar y cols. 2011).

También se ha descrito que los niveles plasmaticos de sEng se correlacionan con la
gravedad de la enfermedad, de tal manera que las pacientes que presentan estadios méas
graves de la enfermedad, como pueden ser preeclampsia severa con una gran restriccion
del crecimiento fetal o incluso el sindrome de HELLP, presentan niveles de sEng hasta 4
veces superiores a lo que se muestran en casos leves de preeclampsia, que a su vez son
significativamente superiores a los que presentan las mujeres con gestacion normal (Levine

y cols. 2006; Signore y cols. 2008).

4.5. Sintomas clinicos de la preeclampsia y su relacién con endoglina
soluble
La sEng ha sido asociada con diferentes sintomas de la preeclampsia.

4.5.a. Hipertension
El aumento de los niveles de sEng se ha asociado a un incremento de la presion arterial.

Asi, se ha observado un incremento de la presion arterial en ratas gestantes al ser tratadas
con adenovirus que portaban un fragmento de DNA que codifica para sEng, incrementando

los niveles de esta proteina en plasma (Venkatesha y cols. 2006). En nuestro laboratorio,
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hemos comprobado que ratones transgénicos que sobreexpresan SEng en plasma,
presentan unos valores de presion arterial mayores que sus controles (Valbuena-Diez y cols.
2012; Nemeckova y cols. 2015). También se ha comprobado que la administracion de
oxisteroles, y a través de la activacion de los receptores LXR, produce un incremento de la
presion arterial que se correlaciona con un incremento de los niveles de skng en plasma.
Ademas, al tratar a estos ratones con el péptido 583, el cual compite con la endoglina de
membrana como sustrato de la MMP-14, se reduce la liberaciéon de sEng al plasma vy,

consecuentemente, la presion arterial (Valbuena-Diez y cols. 2012).

El efecto hipertensor de skng se ha asociado con una reduccion de la sintesis de NO
inducida por TGF-B. Se ha descrito que TGF-3 se une a sus receptores de membrana que,
de forma conjunta con la endoglina de membrana, induce un aumento en la expresion de
eNOS, incrementando con ello la produccion de NO (Jerkic y cols. 2004). Se ha sugerido
que la presencia de sEng modifica la sefializacion mediada por TGF-$3, reduciendo con ello
la sintesis de NO vy la vasodilatacion, lo que contribuye al incremento de la presion arterial
(Venkatesha y cols. 2006; Lopez-Novoa y Bernabeu 2010; Oujo y cols. 2013). Sin embargo,
esta hipotesis Unicamente ha sido comprobada en un modelo in vitro con células
endoteliales y anillos de aorta de raton, pero en ningun caso se demuestra la interaccion
sEng-TGFpB (Venkatesha y cols, 2006).

Uno de los objetivos de este trabajo es descubrir el mecanismo por el cual la sEng es

capaz de inducir hipertension.

4.5.b. Proteinuria
Como ya hemos descrito, la presencia de proteinas en orina es otra de las

manifestaciones clinicas que caracterizan a la preeclampsia. La proteinuria se ha asociado al
dafio en los capilares glomerulares debido a la endoteliosis, lo que conlleva alteraciones en
las células endoteliales del glomérulo, ademas de depdsitos de fibrindgeno y un aumento

del contenido lipidico en las células mesangiales (Krane y Hamrahian 2007).

Durante la preeclampsia se produce un desprendimiento de podocitos y una pérdida de
estas células murales a través de la orina. Esta denudacion de podocitos produce una
pérdida de capacidad de filtracion y, como consecuencia, la aparicion de proteinuria (Aita y
cols. 2009; Henao y Saleem 2013). La podocituria ha sido propuesta como un predictor de

preeclampsia, puesto que la pérdida de estas células murales precede a la aparicion de los
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demas sintomas clinicos, estableciéndose en torno al final del segundo trimestre (Craici y
cols. 2013).

El papel que juega sEng en el desarrollo de la proteinuria no esta muy claro aun. Al
sobreexpresar sEng en ratas, mediante la administracion de adenovirus que contienen el

cDNA para la forma soluble de endoglina, se ha observado un incremento de la excrecion
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de proteinas en la orina, ademas de producirse endoteliosis glomerular y otras lesiones

renales semejantes a las observadas en preeclampsia (Venkatesha y cols. 2006).

Recientes estudios realizados en nuestro grupo, han demostrado que skng puede
interaccionar con las integrinas presentes en el endotelio, debido a que contiene el dominio
RGD. Esta interaccion puede bloquear la unidon de los leucocitos a las integrinas de
membrana del endotelio, interfiriendo en el proceso de infiltracion leucocitaria (Rossi y cols.
2013). Basandonos en estos resultados, nos planteamos la hipotesis de que la sEng podria
ser capaz de interaccionar con las integrinas presentes en los podocitos, inhibiendo o
impidiendo su correcta union con las lamininas de la membrana basal del glomérulo. La
union entre las integrinas y las lamininas de la membrana basal es uno de los mecanismos
basicos de interaccion de los podocitos con la membrana basal, sin el cual no se produce la
correcta union (Sachs y Sonnenberg 2013). Este debilitamiento o incluso pérdida de las
uniones, junto con las fuerzas hidrostaticas a las que son sometidos los podocitos por accion
del flujo a través de los capilares, podria producir el desprendimiento de los podocitos y su

arrastre con la orina, produciéndose la podocituria y posterior proteinuria.

Todo esto constituye otro de los objetivos de este trabajo, en el que se intenta esclarecer

qué papel juega la sEng en el establecimiento y desarrollo de la podocituria y proteinuria.

4.5.c. Hemostasia
Como ya se ha descrito anteriormente, la preeclampsia se caracteriza por una reduccion

en el recuento plaquetario causado, en gran medida, por un incremento de la activacion
plaguetaria. En la bibliografia se ha descrito que la inhibicion del efecto TGF-3 por parte de
sEng produce un incremento de la activacion endotelial, que conlleva a una reduccion del
numero total del plaquetas (Walshe y cols. 2009a). En este mismo estudio, los autores
describen que esta reduccion del numero de plaquetas no se acompafia de una mayor
activacion plaquetaria, puesto que no observan diferencias en la expresion de P-selectina ni

de la integrina allbplll.
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Por su parte, la integrina allbBlll solo se expresa en plaquetas, jugando un papel muy
importante tanto en la adhesion como en la agregacion plaquetaria y la estabilizacion del
trombo, ya que es capaz de unirse a diferentes factores de la coagulacion, tales como el
FVW o el fibrindgeno (Bennett 2005; Rossi y cols. 2017). Recientemente, en nuestro grupo,
se ha descrito la importancia que tiene la endoglina de la membrana endotelial en la unién
de las plaquetas, mediante la interaccion de la integrina ollblll en conformacion activada

(Rossi y cols. 2017).

Puesto que skng presenta el dominio extracelular de la endoglina de membrana,
incluyendo el dominio RGD, hipotetizamos que sEng es capaz de unirse a las integrinas
allbBlll activadas, lo que conlleva una serie de implicaciones. Por un lado, la union de la
skEng a allbBlll dificultaria tanto la agregacion como la adhesion de las plaquetas activadas al
endotelio, ademas de impedir la union al FVW y fibrindgeno, comprometiendo la estabilidad
del trombo. Ademas, esta uniéon podria inhibir el reconocimiento de la conformacion de
allbBlll activada por parte del anticuerpo utilizado por Walshe y colaboradores, lo que
implicaria que las plaquetas si que se encuentran activadas, y por eso se produce la
reduccion de su numero (Walshe y cols., 2009a). Por ultimo, otro objetivo de este estudio es

analizar el papel que sEng puede estar jugando en la hemostasia.

Como conclusién, basandonos en las evidencias descritas, postulamos que sEng podria
ser responsable, al menos en parte, de la aparicion de los principales sintomas de la
preeclampsia (hipertension y proteinuria), ademas de otros sintomas asociados (como la
trombocitopenia) aunque el mecanismo por el cual sEng produce esos efectos no esta

claramente demostrado.



Objetivos

“Las preguntas que no podemos contestar son las que mds nos ensefian. Nos
ensefian a pensar. Si le das a alguien una respuesta, lo dnico que obtiene es
cierta informacion. Pero si le das una pregunta, él buscara sus propias

9”
respuestas .

gj atrick &tﬁfu&s

Kvothe -El femor de un hombre sabio -







Objetivos

Objetivo general:

Analizar el papel de sEng en la aparicion de varios de los principales sintomas de

preeclampsia.

Objetivos particulares:

1. Determinar el papel que juega endoglina soluble en el establecimiento de la
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proteinuria y podocituria.
2. Analizar el efecto de endoglina soluble sobre la permeabilidad vascular y capilar.
Estudiar el efecto de endoglina soluble sobre la hemostasia.

4. Investigar los mecanismos mediante los cuales endoglina soluble produce

hipertension.






Materiales y
Métodos

"Un experimento es una pregunta que la ciencia plantea a la naturaleza, y

una medicion es el registro de la respuesta de la naturaleza”.

Max Planck.







Materiales y Métodos

1. Generaciéon de ratones modificados genéticamente

Los animales de experimentacion utilizados en el desarrollo de este trabajo fueron
ratones transgénicos de fondo hibrido CBAxC57BL/6J, que portaban una construccion que
permite la sobreexpresion de la proteina endoglina soluble humana de forma ubicua, tal
como se ha descrito previamente (Valbuena-Diez y cols. 2012). Para la generacion de estos

animales se utilizd el vector pCAGGS, en una version modificada para la utilizacion en

ratones transgénicos (Niwa y cols. 1991). Este plasmido contiene, en orientacion 5'-3’, una
secuencia amplificadora de CMV (Citomegalovirus) y el promotor ubicuo del gen de la

actina de pollo, un intron de B-globulina y sitio de corte EcoRl. Justo después del sitio EcoRl
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se encuentra un motivo de poliadenilacion del gen de la $-globina.

Para obtener la secuencia de la endoglina soluble humana, se parti6 de DNA
complementario (cDNA) de endoglina humana insertado en un plasmido pDisplay, y
marcada con una secuencia de hemaglutinina (HA) (Guerrero-Esteo y cols. 2002). A partir
de esta construccion se obtuvo una secuencia de DNA que codificaba para una forma
truncada de la endoglina humana. Esta forma truncada de la proteina contenia la secuencia
de aminoacidos comprendida entre las posiciones 26 y la 437, incluyendo el dominio
huérfano y el dominio ZP-N. Esta composicion, que se corresponde con la secuencia
aminoacidica de la endoglina soluble humana, es una secuencia de un tamafio de 1,3 kb,
que fue clonada dentro de un plasmido pCRII-TOPO (Invitrogen). El vector resultante fue
amplificado y digerido con EcoRl, lo cual permitié insertar la secuencia de la endoglina
soluble humana dentro del plasmido pCAGGS, quedando asi bajo la regulacion del

promotor ubicuo de la actina.
ORF

Amplificador de CMV-Amplificador de pollo-Promotor HA-Endoglina
de actina-Intron BG soluble

I | ] |

Sall EcoRl EcoR Kpn!

PoliA

Figura 3. Construccién utilizada para la generacion de los ratones sEng. PG, beta-globina; CMV,
citomegalovirus; HA, hemaglutinina; ORF, Marco de lectura abierta (Open Reading Frame). Adaptado

de Valbuena-Diez y cols., 2012.
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Para la obtencion de fragmentos lineales para la microinyeccion, la construccion fue
digerida con las enzimas Sall/Kpnl, obteniéndose una secuencia lineal de un tamafio de 4,2
kb. Posteriormente, se realizd una separacion y purificacion de la secuencia portadora del

gen mediante electroforesis en gel de agarosa (Lonza).

Los fragmentos obtenidos de la electroforesis fueron microinyectados en ovulos
fecundados de raton, de genotipo hibrido (CBAXC56BL/6J)F1. La microinyeccion en estadios
tan iniciales del desarrollo, como es el caso del évulo recién fecundado, permite que el
transgen esté presente en todas las células del organismo, incluyendo la linea germinal. De
esta forma, los nuevos animales expresaran endoglina soluble humana de forma ubicua y
seran capaces de transmitir la secuencia génica a su descendencia. Por ultimo, los ovulos

fecundados y modificados fueron implantados en hembras nodriza.

El proceso de microinyeccion se llevé a cabo por el Servicio de Animales Transgénicos de

la Universidad de Salamanca, siguiendo protocolos estandarizados del propio servicio.

1.1. Establecimiento de las colonias de ratones transgénicos
Para seleccionar los machos fundadores de colonias, se analizd la progenie alumbrada

por las hembras nodriza mediante genotipado por PCR (del inglés, Polymerase Chain
Reaction) (descrito mas adelante). Entre todos los animales se obtuvieron tres machos

candidatos a ser fundadores de las nuevas colonias.

Cada uno de los machos fundadores se cruzd con hembras de fenotipo hibrido
(CBAXCS57BL/6J)F1, para establecer las nuevas colonias y perpetuar la linea transgénica. La
utilizacion de hembras hibridas, en vez de intentar establecer la colonia en una cepa
homogenética, se debid a la observacion de que al intentar consolidar los genotipos puros,

se perdia la expresion del transgen.

Las lineas obtenidas a partir de los tres fundadores mostraron caracteristicas fenotipicas
similares entre si y constantes en toda la descendencia. Entre las caracteristicas analizadas
estaban los niveles de endoglina soluble expresados por los animales positivos, peso de los

animales adultos, composicion y tamafio de la camada, etc.
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Para la realizacion de este trabajo se utilizaron animales descendientes de los 3
fundadores originales, obtenidos mediante este protocolo. En todos los casos se cruzaron
machos transgénicos con hembras hibridas (CBAxC57BL/6J)F1, usando los hermanos de

camada sin transgen como animal control de los animales endoglina soluble positivos.

1.2. Mantenimiento de los animales
Los ratones utilizados en nuestros experimentos se mantuvieron en régimen de

confinamiento controlado en las dependencias del Servicio de Experimentacion Animal
(SEA) de la Universidad de Salamanca, en un animalario con barrera libre de patégenos

(SPF). Entre las condiciones de mantenimiento dentro del animalario, se siguié un ciclo

Métodos

diario de luz-oscuridad de 12 horas. La temperatura se mantuvo constante a 22°C (+ 2°0Q),
con una humedad de 55% (£ 10%).

Materiales y

Todos los animales se alimentaron con una dieta estandar, con la siguiente composicion:
almidoén (34,8% del total), proteina bruta (20,2%), cenizas brutas (5,5%), materias grasas
brutas (5%), lisina (1%), calcio (0,9%), fosforo (0,6%), metionina (0,6%), sodio (0,28%),
vitamina A (15 Ul/g), vitamina D3 (2,2 Ul/g) y vitamina E (70 Ul/g). En su preparacion se
utilizaron los siguientes ingredientes: cereales, subproductos de molineria, harinas o tortas
oleaginosas, harina de carne, compuestos minerales y corrector vitaminico mineral. El agua
de bebida provenia de la acometida de distribucion general, la cual era filtrada antes de ser
suministrada. Tanto la disponibilidad de comida como de bebida fue ad libitum, revisando y

cambiando periddicamente el alimento.

1.3. Manejo de los animales y aspectos legales
Durante la realizacion de este trabajo se siguio el principio de las 3 “Rs” (Reemplazo,

Reduccion y Refinamiento).

Los animales fueron manipulados siguiendo las recomendaciones promulgadas por la
Asamblea Médica Mundial en la Declaracion de Helsinki, y los principios de cuidado y
utilizacion de los animales de experimentacion estipulados por las regulaciones
internacionales y las instituciones europeas y nacionales, recogidos en la Directiva Europea
2010/63/UE, la Ley del Estado Espafiol 32/2007 de cuidado de los animales, y los Reales
Decretos RD1201/2005 y RD53/2013, que versan sobre la proteccion de los animales

utilizados en experimentacion y para otros fines cientificos.
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El sacrificio de los animales se llevd a cabo siguiendo estricta y rigurosamente las guifas
para la eutanasia de los animales de experimentacion detalladas en el Anexo Il del RD
53/2013, basadas en el reglamento 1099/2009 del Consejo Europeo. Concretamente, han
sido utilizadas técnicas de dislocacion cervical, exceso de anestésico, decapitacion (para los
ensayos de contractilidad de anillos de aorta) e hipoxia (desplazamiento paulatino del O,

por gaseado con COs).

Todos los protocolos seguidos en la realizacion de este trabajo han contado con la

aprobacion explicita del Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

1.4. Genotipado de los ratones
El genotipo de los ratones se determind mediante PCR. Para llevar a cabo esta técnica se

cortd una pequefa porcion del extremo de la cola de los animales en el momento del
destete, y las muestras obtenidas se congelaron hasta el momento de la extraccion del
DNA.

Para la extraccion del DNA, cada porcion de cola fue digerida en 200 L de tampoén de
lisis (Tris 50 mM pH=7,5; EDTA 5 mM; NaCl 100 mM; DTT [ditiotreitol] TmM; espermidina 0,5
mM; pH=8,0), al que se afiadié 250 ng/uL de proteinasa K (Roche), durante 24 horas a
55°C. Tras la digestion, el DNA gendtmico se quedd en el sobrenadante, que fue
almacenado a -20°C hasta el momento de realizar la PCR. Las condiciones de la PCR seran
descritas mas adelante en el apartado especifico para esta técnica. El producto de la PCR se
separd en un gel de agarosa al 3% (Lonza), utilizando un marcador especifico de 1 Kb
(Invitrogen). Tras la electroforesis, se coloco el gen de agarosa en un transiluminador para
poder visualizar las bandas obtenidas. Asi, se observaba una banda de 300 pb que aparece
tanto en los animales positivos como en los negativos, y una banda de 360 pb, que

corresponde solo a los animales positivos.
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Figura 4. Genotipado de los ratones utilizados en el estudio. Muestra de gel de
electroforesis, realizado para el genotipado de las crias en el momento del destete. Se
observan dos bandas: una de 300 pb, comun a todos, y una de 360 pb, caracteristica de

los sEng. M=marcador; C= WT/control; E=sEng.
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2. Extraccidn de muestras

2.1. Anestesia y procedimientos quirdrgicos
Este trabajo se ha realizado en gran medida mediante estudios in vivo. Muchas de las

técnicas utilizadas precisaban someter a los animales a anestesia para diferentes

procedimientos quirdrgicos. Asi, los métodos de anestesia utilizados han sido:

- Anestesia inhalatoria: Muy utilizada por la velocidad de induccion del plano de

anestesia correcto, ademas de ser un tipo de anestesia reversible, con bajas o nulas
complicaciones. Para este método se ha utilizado como agente anestésico el

isoflurano (IsoFlo, Esteve Veterinaria) y una maquina de anestesia inhalatoria para
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isoflurano (MSS International). Esta maquina va equipada con una bomba de oxigeno

y permite regular el flujo de aire y porcentaje de anestésico. Ademas, cuenta con una
camara de inducciéon de anestesia y una mascarilla adaptada para ratones. El flujo de
aire se fijjo en TmL/minuto, con un porcentaje de isoflurano del 4% para la induccion
y 1.5 % para el mantenimiento del plano de anestesia.

- Anestesia intraperitoneal con pentobarbital sédico (Dolethal, Vetoquinol). Este
método de anestesia presenta mayores complicaciones que la anestesia inhalatoria,
entre ellos la muerte del animal. Por ello, este método solo se utilizd en aquellos
casos en los que el animal iba a ser sacrificado. La dosis terapéutica utilizada fue de
60mg/kg de peso del animal, utilizandose dosis de 200mg/kg para el sacrifico por
exceso de anestésico.

Ademas de anestesia, se utilizd analgesia en todos los procedimientos quirdrgicos que
requirieron que el animal se despertara en un corto periodo de tiempo, tales como
extraccion de sangre, implantacion de bombas osmoticas, etc. En concreto se utilizd
buprenorfina (Indivior) a una concentracion de 0,3 mg/kg de peso corporal. Dicha analgesia
se inyectd antes de empezar las cirugias, para que hiciera su efecto durante la operacion, y

en los dias posteriores ante el minimo signo de dolor.

La temperatura corporal de los animales es un factor critico durante los procedimientos
quirurgicos, por lo que la superficie de operacion se mantuvo caliente mediante una manta

eléctrica de uso domeéstico, a potencia media.
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2.2. Extraccion de sangre y obtencién de plasma

Las muestras de sangre necesarias para la realizacion de los experimentos se obtuvieron

utilizando diferentes técnicas:

Extraccion de sangre de la yugular: Para la extraccion de sangre de la yugular fue
necesario anestesiar a los animales, lo que se hizo por medio de anestesia inhalatoria
(isoflurano al 1,5 %). Esta técnica requiere realizar una incision en el cuello del animal, por lo
que una vez anestesiado, se depild y desinfectd la zona con betadine. Se realizd una
pequefia incision de la piel del cuello, por encima del musculo pectoral. Tras separar los
tejidos circundantes vy localizar la yugular, se realizé una puncién con una aguja de 25G y
con anticoagulante, extrayendo la cantidad minima necesaria para realizar los experimentos.
La puncion se realizd a través del musculo pectoral, hasta entrar en la yugular. Tras la

extraccion, se suturd la herida con sutura no absorbible (5-0) y se aplicd de nuevo betadine.

Esta técnica también fue utilizada para la inyeccion intravenosa en diferentes

experimentos.

Extraccion de sangre del maxilar: Para la extraccion de sangre del maxilar los animales
fueron sometidos a anestesia inhalatoria y se realizé una puncion en la region submaxilar
con la ayuda de una aguja de 21G. La sangre se recogio bien en un tubo Eppendorf con el
anticoagulante, o bien fue utilizada directamente sobre tiras reactivas. Una vez obtenida la
cantidad de sangre necesaria (Unas pocas gotas), se presiond ligeramente la zona con un

papel para contener la hemorragia.

Extraccion de sangre por puncion cardiaca: Esta técnica solo fue utilizada para la
obtencion de muestras de sangre en aquellos experimentos que implicaban
inexorablemente el sacrificio del animal. Para llevarlo a cabo se anestesiaron los animales
intraperitonealmente con pentobarbital sédico a dosis subletal. Una vez que el animal
presentaba un plano de anestesia profunda y antes de morir, se realizd una puncion
cardiaca con una aguja de 21G (o calibre superior), extrayendo la mayor cantidad posible de
sangre. Tanto la aguja, como la jeringa y el tubo Eppendorf, donde posteriormente se

depositd, contenian un anticoagulante.

Obtencion de plasma: El plasma fue obtenido a partir de muestras de sangre extraidas
siguiendo alguno de los protocolos descritos anteriormente. Las muestras utilizadas en el
ELISA de BMP-4 fueron obtenidas con EDTA (0,5M, a razén de 20ul/mL sangre), mientras
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que en las muestras para el ELISA de sEng se utilizd material ligeramente impregnado en
heparina. Las muestras de sangre se centrifugaron a 2.500 g durante 10 minutos a 4°C. Una

vez obtenidas, fueron mantenidas a -80°C hasta el momento de la utilizacion.

2.3. Extraccion y procesamiento de érganos
En este trabajo se han realizado ensayos de inmunohistoquimica (IHC) y PCR a partir de

diferentes Organos. Para la extraccion de los diferentes organos, se anestesiaron los

animales con una dosis subletal de pentobarbital soddico. Una vez alcanzado el plano de

anestesia total, se practico una incision profunda y extensa, tanto de la piel como de la capa
muscular a través de la linea alba del abdomen, dejando accesible toda la masa visceral. A

continuacion, se accedio a la caja toracica donde, tras extraer el maximo de sangre posible
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sin comprometer en exceso la funcion cardiaca, se canuld el corazén a través de apex o

zona apical. A través de esta via se hizo circular sistémicamente una solucion de suero salino
isotonico (0,9%) con heparina (1:1.000), a 37°C y una presion cercana a los 100mmHg. Se
abrio el sistema circulatorio mediante la seccion de la vena cava ascendente para que la

perfusion fuera correcta.

Una vez perfundidos los drganos, proceso que tardé entre 5y 10 minutos, se aislaron y
procesaron los pulmones, el estémago y el primer tercio del intestino delgado (duodeno).
Los 6rganos se limpiaron de tejido conectivo y tejido graso. Uno de los pulmones, una
mitad del estbmago (cortado a través del plano frontal respecto a la posicion anatémica del
raton) y una mitad del intestino (cortado trasversalmente a la luz del tubo) se introdujeron
en formaldehido al 4% para su fijacion y posterior inclusion, mientras que el otro pulmon y
las mitades restantes de intestino y estdmago fueron congeladas inmediatamente en

nitrdgeno liquido y conservados a -80°C hasta su utilizacion.

Ademas de estos organos, también se utilizaron retinas, cuyo protocolo sera descrito

mas adelante.

2.4. Extraccion de orina (podocituria/proteinuria inducida)
Como consideraciones previas, se establecio inyectar 6ug de endoglina soluble por cada

kilogramo de peso de animal por bolo, lo cual corresponde a la cantidad necesaria para
conseguir una concentracion de 100ng/mL en plasma, cantidad ligeramente superior a la
presentada por mujeres con preeclampsia. Ademas, se decidio inyectar esa misma cantidad

en dos bolos, cada uno de 200 pL.
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Una vez pesado, se anestesio al animal con pentobarbital sédico (Dolethal). Tras alcanzar
el plano de anestesia adecuado, se colocd al animal en posicion decubito supino sobre una
tabla de cirugia termostatizada. A continuacion, se realizd una incisién profunda en la zona
inferior del abdomen a través de la linea alba, lo cual permitio aislar la vejiga urinaria. Con
sumo cuidado, se realizd un pequefio corte en la zona apical de la vejiga con ayuda de unas
tijeras. Acto seguido, se introdujo por la abertura una pequefia canula de plastico,
acampanada en el extremo introducido, y se fijo con la ayuda de un hilo de sutura. El
extremo externo se introdujo en un tubo Eppendorf para la recogida de orina. Se dejo
estabilizar durante un periodo de 30 minutos, recogiendo la orina como control “basal”. Por
otro lado, se canuld la vena yugular siguiendo el procedimiento previamente descrito para

la extraccion de sangre.

Vena yugular
Musculo pectaral

e, S

e

Figura 5. Proceso de inoculacion de sEng y extraccién de orina. En el recuadro verde se
muestra un esquema del proceso de inoculacion de skEng en la vena yugular. En los

recuadros naranjas se muestra el proceso de canulacion de la vejiga.

Pasados los 30 minutos de estabilizacion, se inoculd un bolo de endoglina soluble a
través de la canula, cambiando el tubo Eppendorf por uno limpio (t=0). A Los 30 minutos se
volvio a realizar el procedimiento con el segundo bolo (t=30). A partir de ese momento se
recogieron muestras a una hora, dos horas, tres horas y cuarto horas. Durante toda la
prueba se comprobd con frecuencia el estado correcto del plano de anestesia, ademés de

hidratacion intraperitoneal frecuente.
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Una vez acabado el experimento, se centrifugaron todos los tubos a 2.500g durante 5
minutos. Posteriormente se guardaron por separado el pellet y el sobrenadante, siendo

congelados a -80°C hasta el momento de la utilizacion.

2.5. Cultivos celulares

Para la realizacion de este trabajo, se utilizd un cultivo primario de células endoteliales
derivadas de cordédn umbilical humano (HUVECs, Human Umbilical Vein Endothelial Cells;

obtenidas de Lonza) en pase 6-8. El cultivo de estas células se realizd sobre placas pre-

tratadas con gelatina bovina (Sigma) diluida al 0,2% en solucion salina de fosfato (PBS, del
inglés, Phosphate Buffer Saline) durante 30 minutos a 37°C, para equiparar las condiciones

de adhesion a una matriz extracelular. Las células HUVECs se cultivaron en medio basico
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endotelial EBM2 (Endothelial Basic Medium; Lonza) suplementado con medio de crecimiento

endotelial EGM2 (Endothelial Growth Medium; Lonza). Ademas, el medio fue suplementado
con 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco).

Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera humeda con 5% CO..

Los ensayos se realizaron utilizando endoglina recombinante humana (R&D Systems),
que se reconstituyd en PBS con 0,1% de albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en
inglés). Los experimentos se realizaron a diferentes concentraciones de endoglina (40
ng/mL, 100 ng/mL o 500 ng/mL) durante 24 horas en medio EBM2/EGM2 con antibiéticos y
sin FBS (del inglés, Fetal Bovine Serum). Posteriormente, se decantaron y centrifugaron los
sobrenadantes a la maxima velocidad durante 5 minutos, para eliminar los posibles restos
celulares. Sobre este sobrenadante se determinaron los niveles de BMP-4, tal y como se
describe en el apartado de "ELISA". Estos experimentos se realizaron en colaboraciéon con la

Dra. Eunate Gallardo-Vara del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC, Madrid).

3. Anélisis de las muestras

3.1. ELISA

El ensayo de inmunoabsorcion enzimatica o ELISA (del inglés, Enzyme Linked
InmmunoSorbent Assay) es un método cuantitativo basado en la deteccion de un antigeno
presente en una muestra usando anticuerpos que, directa o indirectamente, producen una
reaccion cuantificable espectrofotométricamente (Engvall y Perlmann 1971) En concreto, se

ha utilizado un ELISA de tipo sdndwich directo (Figura 6). Esta técnica se basa en una fase
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solida que contiene inmovilizado un anticuerpo monoclonal especifico para el antigeno de
interés. Una vez que el antigeno especifico se une al anticuerpo de captura, un segundo
anticuerpo monoclonal acoplado a la enzima peroxidasa de rabano (HRP, del inglés
Horseradish peroxidase) se une especificamente al antigeno capturado. Esta HRP cataliza la
reaccion de reduccion del sustrato TMB (tetrametilbencidina) en presencia de agua
oxigenada, dando lugar a la aparicion de un producto soluble y de coloracion azul. A los 30
minutos de incubacion con el sustrato TMB, se para la reaccion mediante la adicion de acido
sulfurico 2N, lo cual provoca un viraje de color del azul al amarillo, siendo este Ultimo més
estable. El grado de coloracion de las muestras se cuantifica mediante espectrofotometria a
una longitud de onda de 450 nm. La concentracion final se calcula mediante la interpolacion

en la curva estandar.

En este trabajo se utilizaron una serie de kits de ELISA comerciales que, aun teniendo
diferencias internas entre protocolos, siguen la estructura de ELISA anteriormente descrita.
Para medir los niveles plasmaticos de endoglina soluble humana se utilizd Human
Endoglin/CD105 Quantikine ELISA kit (R&D), para los niveles plasmaticos de BMP-4 de ratéon
se utilizd el Mouse BMP4 ELISA kit (Life Technologies), y para la determinacion de los niveles
de BMP-4 humano se utilizd el Human BMP4 Quantikine ELISA kit (R&D). En todos los casos,
el ensayo se realizo siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la lectura de las placas se

utilizd un lector de placas ELx808 (BioTek).

TMB + solucién
stop

Anticuerpo (Ab) Antigenode
monoclonalde interés

captura

Figura 6. Esquema general del sistema de inmunodeteccién de proteinas mediante
ELISA. Ab: anticuerpo; HRP: Peroxidasa de rabano; TMB: Tetrametilbencidina.

3.2. Hemograma

La cuantificacion hematoldgica se realizd mediante hemograma, utilizando un analizador
de hematologia ADVIA 120 (Siemens Healthcare Diagnostics) unido a un ordenador para el
analisis informatico de los resultados. Este analisis se realizd mediante el software Multi-

Species System V.3.1.8-MS (Siemens Healthcare Diagnostics).
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3.3. Inmunohistoquimica
La inmunohistoquimica (IHC) es una técnica histolégica que se basa en la utilizacion de

un anticuerpo especifico contra un antigeno concreto, que es el objetivo del estudio. Estos
anticuerpos pueden estar unidos directamente a HRP, o utilizar anticuerpos secundarios
unidos a dicha enzima, lo que permite la visualizacion de las zonas en las que se encuentra

el antigeno.

Para realizar la IHC de BMP-4, se extrajo pulmon, estbmago e intestino de animales que

sobrexpresan endoglina soluble y de animales control, como ya se ha descrito en el
apartado “extraccion y procesamiento de o6rganos". En las 24 horas siguientes a su

extraccion y fijacion en formaldehido al 4%, estos 6rganos fueron incluidos en parafina, para
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lo cual se realizd una deshidratacion progresiva mediante concentraciones crecientes de

etanol (desde 50% a etanol absoluto) y posteriormente en xileno. Una vez deshidratadas las
muestras, se incubaron con parafina a 60°C durante 24 horas y posteriormente se dejaron
solidificar. Una vez formados los bloques, se tallaron y, con la ayuda de un microtomo, se
cortaron en secciones transversales de 2 micrometros, para posteriormente depositarlos en
portaobjetos, donde fueron desparafinados y rehidratados, primero con xileno, vy
posteriormente con concentraciones decrecientes de etanol (desde etanol absoluto hasta

agua destilada). Una vez desparafinados y rehidratados, las muestras fueron tefiidas.

Para la tincion con anti-BMP-4 se realizd un desenmascaramiento del epftopo por medio
de calor en una solucion TRIS-EDTA pH=8. Posteriormente, se incubaron las muestras con
un anticuerpo de conejo anti-BMP-4 (R&D) a una dilucion 1/100 durante 40 minutos. Como
anticuerpo secundario se utilizé un anticuerpo anti-lgG de conejo unido a HRP (OmniMap).
La presencia del antigeno fue visualizada mediante un kit comercial que utiliza
diaminobencidina (DAB, Roche). Como tincidn de contraste de la IHC se utilizd hematoxilina.
Para ello, se introdujeron las muestras hidratadas en un bafio con hematoxilina durante 10
minutos, y después se lavo el exceso de colorante con agua del grifo. Una vez tefiidas, las
muestras fueron deshidratadas de nuevo con alcoholes y xiloles, para finalmente ser

montadas utilizando el medio de montaje DPX.
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3.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

3.4.a. PCR semicuantitativa
La PCR semicuantitativa permite determinar la presencia o ausencia de un amplicon

especifico, ademas de inferir, grosso modo, diferencias entre el patrén de expresion. En este
estudio se realizd una PCR semicuantitativa para determinar el genotipado de los ratones y
para analizar la presencia de podocitos en la orina. El genotipado de los ratones se realizo a
partir de 5 pL de sobrenadante rico en DNA, proveniente de la digestion de las colas de los
ratones. Este DNA se incubd con los cebadores (Tabla 5), que amplifican de forma especifica
el transgen de ENG, junto con DNA polimerasa (Biotools), dNTP (Roche) en tampon de
reaccion, hasta un volumen final de 20 pL. El producto de esta amplificacion se utilizo para

la electroforesis del genotipado.

Tabla 5. Secuencia de los cebadores utilizados.

a ani _
Gen Cebador Secuencia (5-3') T ?mll. Amplicon
(°C) (pb)
Directo (Fw) GGGGATATCCACCATGGAGA 59,18
ENG 365
Reverso (Rv) TGCAGGAAGACACTGCTGTTTAC 59,24
Directo (Fw) TTGGCACATCGATCCCTCAC 60,11
Podocina 205
Reverso (Rv) CAATCACCCGCACTTTGGC 60,08
Directo (Fw) CCACACCACTACAGCCTACG 60
Podocalixina 236
Reverso (Rv) TGGAGGGCTCCCCTTACAA 57,89
Directo (Fw) CGTTACCTCAAGGGAGTGGA 58,74
BMP-4 116
Reverso (Rv) ATGCTTGGGACTACGTTTGG 58,18
Directo (Fw) CTCAACACGGGAAACCTCAC 58,77
18S 110
Reverso (Rv) CGCTCCACCAACTAAGAACG 58,93

Para determinar la podocituria, analizamos la presencia del mRNA de 3 proteinas
caracteristicas de los podocitos, como son podocina, podocalixina y nefrina. Para llevar a
cabo los experimentos, se unificaron en uno todos los pellet obtenidos de la orina de las

ratas, tras ser tratadas con sEng. Para la extraccion del RNA total se utilizd el kit comercial
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NucleoSpin RNA XS (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones de utilizacion del propio
kit. Todo el RNA total fue utilizado para la obtencion de cDNA, para lo cual se utilizod el kit
iScript Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR (Bio-Rad). Por Ultimo, se incubaron 2 pL
del cDNA, junto con la polimerasa (Biotools), la mezcla de dNTP (Roche), el tampdn de
reaccion y la pareja de cebadores especifica para cada proteina (Tabla 5). Tras esta PCR, se
analizd el producto resultante mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% (Lonza),

visualizando las bandas resultantes con un transiluminador (Bio-Rad).

3.4.b. PCR cuantitativa de mRNA (gRT-PCR)
La expresion de BMP-4 inducida por skng se analizd mediante gRT-PCT (del inglés,

quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). Esta técnica molecular
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permite cuantificar la cantidad de RNA presente en una muestra. Basicamente este ensayo

se divide en dos partes: una transcripcion reversa (RT) y una amplificacion con cebadores
especificos (PCR). Es en este sequndo paso donde se cuantifica la cantidad de RNA que hay

en la muestra analizando la velocidad de aparicion amplicones en cada ciclo.

El RNA total de las células fue aislado de los diferentes érganos obtenidos siguiendo el
protocolo descrito en el apartado “extraccion de érganos”. Para ello se utilizaron 30 mg de
cada organo, que fueron homogeneizados mecanicamente, extrayendo y purificando el
RNA total mediante el kit RNeasy (Qiagen) segun las instrucciones de utilizacion. Se realizo
la retrotranscripcion a partir de 1 ug de RNA con el kit comercial de alta capacidad de
retrostranscripcion de cDNA iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad), para un volumen final de
20 pL. EI cDNA resultante se utilizé como molde para la posterior PCR cuantitativa a tiempo
real, en la que se utilizd SYBR Green como marcaje del DNA de doble cadena completo

amplificado y acumulado durante la PCR.

En concreto, se prepararon las muestras en un volumen de reaccion de 20 pL, afiadiendo
el volumen necesario de cDNA, cebadores (Tabla 5 BMP-4 y 18S) y iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del kit. La reaccion fue llevada a cabo en un
termociclador “iQ5" (Bio-Rad). Como control interno del experimento (housekeeping) se
utilizo la expresion del RNA ribosémico 18S de raton, debido a su abundante expresion y
porque sus niveles no se ven influenciados por los mecanismos normales de regulacion
transcripcional. Todas las muestras fueron analizadas por triplicado, y los resultados se
muestran como la media de los experimentos normalizados respecto a los niveles de

expresion del RNA ribosémico 18S, mediante el método 2-AACt.
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La intensidad de la sefial de fluorescencia se normalizé teniendo en cuenta la cantidad
de producto genético existente. La especificidad de los productos de la PCR se dilucido
observando las curvas de disociacion, en las que solo se muestran los productos

amplificados.

3.5. Proteinuria

La determinacion de la concentracion de proteinas en orina se realizé mediante el
método de Bradford. Esta técnica utiliza un colorante hidrofdbico (azul brillante de
Coomassie G-250) que en disolucion, y en presencia de acido fosférico, presenta un color
pardo, pero que al interaccionar con las proteinas, principalmente a residuos de arginina,
triptofano, tirosina, histidina y fenilalanina, vira a azul intenso, siendo muy facil de medir.
Para llevar a cabo el experimento se pusieron en cada pocillo de una placa de 96, 200 L de
Bradford diluido 1.5, y 10 pL de muestra. A continuacion, se midié la absorbancia de la

muestra en un lector de placas Epoch (BioTek) a una longitud de onda de 595 nm.

Paralelamente a la determinacion de la proteinuria, se determinaron los valores de
creatinina en orina mediante el uso de un kit comercial. Este procedimiento se basa en que
la creatinina reacciona con iones picrato en un entorno alcalino, dando una coloracion
rojiza, la cual puede ser medida a 510 nm. El experimento se llevd a cabo segun las
instrucciones del uso del kit, midiendo la absorbancia a 510 nm nada mas poner la reaccion,
y a los 5 minutos en un lector Epoch (BioTek). El calculo de los datos se realizd sustrayendo
al valor de absorbancia final el valor de absorbancia inicial e interpolando en la recta. Los
valores de concentracion de creatinina en orina se utilizaron para normalizar los niveles de

proteinuria.

4. Estudios ex vivo

4.1. Anillos de aorta
Para llevar a cabo el abordaje de las diferentes hipdtesis de este trabajo se realizaron

experimentos ex vivo de contractilidad con anillos de aorta en bafio de érganos. En estos

experimentos de contractilidad se utilizé un miografo de alambre (DMT) [Figura 7].

Los experimentos de anillos de aorta se realizaron utilizando ratones C57BL/6J estandar.
Tras el sacrificio de los animales por decapitacion, se procedio a la extraccion de la porcion

toracica de la arteria aorta. Tras la extraccion, la aorta se colocd inmediatamente en una
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placa Petri que contenia una solucion de Krebs (118 mM NaCl; 4,73 mM KCl; 2,5 mM CaCl,;
25 mM NaHCO;; 1,2 mM MgSQOy; 0,026 mM EDTA; 1,2 mM KH,PO,4; 11mM glucosa; pH 7,4),

Figura 7. Midgrafo de alambre y Sistema de Multi Miografia 620 M (DMT). Consta de
cuatro bafios individuales, conectados a un ordenador mediante el que se analizan las

curvas de respuesta a través del programa LabChart 7.

todo ello mantenido en frio sobre una bandeja de hielo. Tras eliminar cuidadosamente el
tejido conectivo v el tejido graso que recubre el vaso, se cortd la aorta en anillos de 2 mm
de longitud (Figura 8A). Esta longitud del anillo viene determinada por el espacio disponible

en el miégrafo para la colocacion de los anillos.

Para la colocacion de los anillos se utilizaron dos finos alambres de acero de 40 micras y
se fij6 cada uno de ellos a un soporte (Figura 8B). Uno de los soportes estaba fijado a un
micrémetro, lo que permitio el control de la tension aplicada al vaso. El otro soporte estaba

unido a un transductor de fuerza para la mediciéon de la contraccion.

Cada anillo quedd colocado en un bafio que contenia 5 mL de la solucion Krebs, que se
mantuvo a 37°C y aireada con un flujo constante de carbégeno (95% O, 5% CO,),
dejandose estabilizar durante 20 minutos. Posteriormente, se normalizaron los anillos a una
tension de 13,3 kPa (equivalente a 100 mmHg), vy a partir de este punto se sometieron a una
tension adicional de 5 mN (milinewtons), dejandolos estabilizar durante 20 minutos, y

ajustando la tension siempre que era necesario.

Tras el periodo de estabilizacion, se comprobd la funcionalidad de los anillos mediante la
contraccion producida como respuesta a potasio. Para ello, se cambid el medio Krebs por

una solucion hiperpotasica (se sustituyd el sodio del Krebs por 120 mM potasio), y se dejo
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incubar durante 10 minutos, tiempo en el cual se produce contraccion del vaso hasta
alcanzar una meseta. Una vez alcanzada la fase meseta, los anillos se lavaron repetidamente
con solucion Krebs normal. Este procedimiento se repiti¢ tras un periodo de 15 minutos

(tiempo que tarda aproximadamente un anillo en recuperar su tension basal).

Figura 8. Estudio de vasomotricidad con anillos adrticos. A) preparacion de los anillos de aorta

de 2 mm de longitud. B) Colocacion de cada anillo individual en los soportes, a los que se fijan

con alambres de acero inoxidable de 40 micras. Estos soportes, a su vez, estan conectados a un

micrometro y a un transductor de fuerza

Para analizar el efecto de skEng, los anillos se incubaron con endoglina recombinante
humana (R&D) a una concentracion de 250 ng/mL (4,1 uM) durante 20 minutos. Ademas,
sobre anillos incubados con skng, se midid la respuesta a potasio (solucion hiperpotasica) y

se hicieron curvas de contraccion con fenilefrina (PE) (desde 10% 2 10* M) y curvas de

relajacion con nitroprusiato (NTP) (concentraciones de NTP desde 10° 210 M, en anillos
pre-contraidos con 10°M PE). También se realizd la curva de relajacién con acetilcolina

(Ach) (desde 10%a 10 M).

Los resultados se expresan como curva dosis-respuesta, calculados en porcentajes, y
también como la concentracion efectiva 50 (EC50, del inglés effective concentration 50). En
todos los casos, se representaron los valores de la media aritmética y el error estandar de la

media.
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5. Estudios in vivo

5.1. Medida de presion arterial en la cola
El incremento de presion arterial (PA) es una de las manifestaciones clinicas mas claras y

caracteristicas de la preeclampsia. Debido a ello, en este trabajo hemos querido evaluar la

relacion de la endoglina soluble con la presion arterial.

Para determinar la presion arterial se recurrio al método de medida de la presion arterial

en cola por pletismografia. Este es un método simple, reproducible y no traumatico para el
animal, a la vez que permite la toma de las medidas con el animal despierto. Como

inconveniente principal destacamos que, para que la toma de medidas por este método sea
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correcta y precisa, es necesario habituar al animal a este tipo de manipulacion.

Esta técnica es muy similar a la utilizada para medir la presion arterial de los pacientes en
la clinica. El fundamento de esta técnica se basa en ocluir la arteria caudal mediante
compresion y detectar los ruidos de Korotkoff a medida que la presion de compresion

disminuye (Whitesall y cols. 2004).

Esta técnica implica un periodo de acostumbramiento de los animales durante varios dias
de forma previa a las medidas definitivas. Este acostumbramiento reduce el estrés que
genera tanto el cepo, como la compresion de la cola, mejorando la calidad de las medidas

tomadas.

Una vez realizado el acostumbramiento, se mide la PA al menos en 3 dias diferentes,
tomando en cada uno de los dias mas de 10 medidas correctas. La toma de las medidas se
realizd siempre a la misma hora (entre las 9 y las 12 de la mafiana), en una habitacion
oscura, aislada de ruido y con temperatura constante, con el fin de evitar que tanto factores

externos como factores circadianos puedan alterar las mediciones.

Para llevar a cabo la toma de medidas es necesario favorecer previamente la dilatacion y
la circulacion de la sangre a través de la arteria caudal. Para ello, los animales son expuestos
a una fuente de calor moderado durante un periodo de entre 10 y 15 minutos. A
continuacion, se sitla al animal dentro de un cepo apropiado a su tamafio (Figura 9B), que
mantiene sujeto al animal, a la vez que deja libre la cola para colocar el manguito vy el

sensor. El cepo con el animal se coloca bajo una fuente de calor moderado (unos 38 grados
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centigrados), que evita la pérdida de temperatura y favorece el mantenimiento del flujo

sanguineo caudal.

La técnica fue llevada a cabo mediante el uso de un equipo NIPREM 645 (Cibertec)

(Figura 9A), que consta de dos partes dentro del mismo aparato:

- Una bomba neumatica, que es la que aporta la presion al manguito. El incremento
de la presion para la toma de la medida precisa de la intervencion del usuario,
mientras que el desinflado es automatico. El usuario puede establecer también la

presion maxima que alcanza la bomba o abortar la toma de medida.

- Un transductor, que lleva conectado un sensor por infrarrojos. Este transductor

convierte las sefiales mecanicas registradas por el sensor, en sefiales eléctricas.

Este equipo esta conectado a un ordenador, al cual le envia informacion constante tanto
de la presion del manguito como de las sefiales del sensor por infrarrojos, que analiza las
seflales mediante un software especifico (Sistema Computerizado Powerlab/800 para
Windows, Cibertec S.A) (Figura 9A). Esto permite la monitorizacion en “tiempo real” de la

presion y del flujo, y facilita la determinacion de la presion arterial.

Figura 9. Equipo NIPREM 1.5. y ratén en el cepo de medida. A) sistema computerizado
PowerlLab/800 para Windows (Cibertec S.A) que permite la monitorizacion y obtencion de
valores de PAS y de FC. B) Imagen de un raton durante el periodo de acostumbramiento en

el cepo.

Las sefiales detectadas por el sensor son mostradas en el ordenador como un patron
gréfico (Figura 10), lo que permite discernir entre qué es sefial de pulso y que es ruido de
fondo, producido por movimientos del animal. Una vez obtenida una sefial de pulso
adecuada, se hincha el manguito neumatico hasta la oclusion total de la arteria, lo cual se

representa graficamente por una pérdida de la sefial de pulso. Una vez alcanzada la presion



Materiales y Métodos

maxima (Figura 10A), la bomba neumética va disminuyendo paulatinamente la presion del
manguito hasta valores de presion muy bajos. En ese momento, el usuario debe acudir a los
gréficos para ver en qué punto se recupera la sefial (Figura 10B) y la presion del sistema en

ese momento, que se corresponde con la presion arterial sistolica (PAS) (Figura 10C).

Figura 10. Imagen de la pantalla de registro de presién medida en cola. Se especifican
cada uno de los pasos: A) oclusion de la arteria a través del manguito neumatico; B)
aparicion de la onda de pulso a medida que disminuye la presion que ejerce el
manguito; y C) la presion neumatica medida en el punto de aparicion de la onda de

pulso se corresponde con la presion arterial sistolica.

5.2. Tiempo de sangrado
El tiempo de sangrado o bleeding time es una técnica habitual en los estudios de funcion

plaquetaria y hemostasia.

Para realizar el experimento, el animal se anestesi® por inhalacion, colocandolo sobre
una tabla termostatizada, en posicion decubito prono y de tal manera que la cola del animal
colgara libre fuera de dicha tabla. La tabla fue colocada a unos 15 cm sobre la superficie de

la poyata para facilitar la visualizacion y toma de datos.

Una vez colocado y anestesiado el animal, se seccion6 una pequefia porcion de la cola

del animal con un diametro de 0,8 mm de seccion. Inmediatamente se introdujo la cola en
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un tubo Falcon de 15 mL con suero salino y a una temperatura de 37°C, de tal manera que

una porcion de 2-3 cm de la cola quedaran sumergidos.

Durante 30 minutos, contados desde el momento que se introduce la cola, se va
registrando tanto el tiempo como el grado de sangrado. Para ello, y de forma previa al
experimento, se establecid una escala de valoracion cualitativa en 6 niveles, que iban desde
el 0 para la ausencia de flujo, hasta el valor 5 para un flujo masivo de sangre, caracteristico
de los primeros instantes tras el corte. En el tiempo que dura la prueba, se registra cualquier

cambio de flujo y el momento en el que ocurre.

Con el proposito de preservar la salud y el bienestar del animal, se tomé como medida
de seguridad que, si el tiempo de sangrado y el flujo de sangre era muy alto y mantenido
en el tiempo, el experimento se daba por finalizado, fuera cual fuere el tiempo de

experimento transcurrido.

Una vez finalizado el experimento, se extrajo la cola del animal, se secd y se presiond el
extremo de la cola durante 5 minutos, manteniéndola por encima del plano del animal,

facilitando asi el proceso de hemostasia.

Para el analisis de los datos se contabilizé tanto el tiempo total de sangrado, como la
puntuacion de sangrado. Para el calculo de la puntuacion de sangrado se sumo el valor

cualitativo dado al flujo en cada segundo del experimento.

5.3. Tiempo de protrombina
Para llevar a cabo la medicion del tiempo de protrombina se usé un coagulémetro

(Alere) con tiras reactivas especificas para la medicion del TP e INR (Alere). Para la extraccion
de sangre, se realizd una puncién submaxilar, extrayendo 2-3 gotas de sangre, que se

depositaron directamente sobre una tira reactiva colocada en el coaguldbmetro.

5.4. Trombocitopenia inducida por colageno/adrenalina
Para llevar a cabo este experimento, los animales fueron sometidos a anestesia

inhalatoria, colocandolos sobre una tabla termostatizada. Siguiendo el protocolo descrito
para la “extraccion de sangre de la yugular”, se practicaron dos incisiones, una por cada
yugular. Se extrajeron unos 150-200 ulL de sangre, a través de una de ellas, con ayuda de

una canula. A continuacion, se inyectd una solucion con colageno (150 pg/kg de peso,
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Chorno-log) y adrenalina (50 pg/kg de peso, Sigma-Aldrich). Pasados 3 minutos, se extrajo
sangre de la otra yugular, utilizando otra canula. Ambas muestras de sangre fueron

depositadas en tubo Eppendorf, utilizando EDTA como anticoagulante.

Posteriormente, las muestras de sangre fueron analizadas con el hemocitdbmetro,

siguiendo el protocolo descrito en el apartado “hemocitdbmetro”.

5.5. Oclusién de la carétida producida por cloruro férrico
Esta técnica se realizd con los animales anestesiados de forma inhalatoria. Una vez

alcanzado el plano de anestesia 6ptimo, se practicd una incision de unos 3 cm de longitud
en la zona medial del cuello. Con la ayuda de una lupa binocular, y tomando la traquea

como referencia, se fueron apartando las glandulas salivares y desgarrando el tejido

conectivo mediante el uso de pinzas hasta localizar la carétida. Una vez localizada, se aislo
la carétida del nervio vago, ademas de todo el tejido conectivo que se pudo, dejando el

vaso lo mas limpio posible.

A trcrl\somt.: B

Figura 11. Equipo utilizado para la medicién del flujo. A) Medidor de flujo. B) Sonda de

medicion de flujo. Transonic Systems.

La cardtida se colocod en una sonda especial (Transonic Systems) (Figura 11B) unida a un
medidor de flujo (Transonic Systems) (Figura 11A), utilizando un adaptador de plastico para
mantener completamente aislado el vaso del resto del cuello (Figura 12A). Con el fin de
mejorar la medicion de la sonda, se puso gel ecografico (Lessa) y nos aseguramos que
habia un flujo de sangre superior a 0,8 mL/min mantenido en el tiempo, antes de iniciar el
experimento propiamente dicho. Se colocé sobre la superficie de la carétida un papel de
filtro de 1x2 mm embebido en una solucidn de cloruro férrico al 7,5% vy, transcurrido un

minuto y medio, se cambié el papel por otro nuevo en las mismas condiciones



“ Luis Gamella Pozuelo

anteriormente descritas (Figura 11B). Tras otro minuto y medio se retiro el sequndo papel y
se pusieron unas gotas de suero salino, para prevenir la deshidratacion y la pérdida de
sefial. A continuacion, se dejo correr la prueba durante 30 minutos, recogiendo los datos de
forma continua en un ordenador conectado al medidor de flujo. Los datos fueron

registrados y procesados con el software Chart 5 for Windows.

Para el analisis de los resultados, los datos fueron normalizados y expresados en
porcentaje. Asi, se establecio la apertura total (100%) como el promedio de los 100 primeros
segundos de experimento. A partir de aqui, se calculd el porcentaje de apertura en cada
momento del experimento. También se considerd como cierre total todos aquellos datos de

flujo inferiores al 10% de la apertura total.

Figura 12. Progresidon de la formacién del trombo inducido por cloruro férrico. A)
Colocacion de la cardtida aislada dentro de la sonda. B) Colocacion de los apodsitos con

cloruro férrico 7,5%. C) Apariencia de la carétida y del trombo una vez estabilizado.

5.6. Perfusion continua de noggin: bomba osmdtica.
Las bombas osmdticas son pequefios médulos capaces de liberar una determinada

solucion de forma estable y continuada. Estas bombas utilizan el incremento de presion
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interna, debida a la captacion de agua desde el medio, para liberar una solucion

previamente cargada en la bomba.

En nuestro experimento se utilizaron micro bombas Alzet mod.2001, que garantizan un
flujo constante de 1 plL/hora durante 7 dias. Se establecié una dosis de 1 pug de noggin por
hora y kilo de peso del animal, preparando la solucién especifica segun el peso de cada
animal. Esta solucion fue cargada en cada bomba con ayuda de una jeringuilla y una aguja

especial, segun determinaban las instrucciones del producto.

Para implantar la bomba, se anestesiaron los animales de forma inhalatoria, hasta

alcanzar el plano de anestesia adecuado. Se depild y desinfecté una pequefia area del

Materiales y
Métodos

abdomen, sobre la cual se practicd una incision en la piel de unos 2 cm de largo. Con la

ayuda de unas tijeras romas, se prepard un pequefio bolsillo por debajo de la piel donde se

alojo la bomba (Figura 13B). Por Ultimo, se suturd con sutura no absorbible (5-0) y se aplico

el desinfectante betadine sobre la herida (Figura 13C).

Figura 13. Proceso de implantacién de la bomba osmética con noggin. A) tamafio
relativo de la bomba osmatica cargada respecto al tamafio corporal del raton. B) Tras
realizar una pequefia incision y separar la piel, se coloca la bomba. C) Una vez colocada

la bomba, se sutura la herida.

5.7. Anélisis de la permeabilidad de la vasculatura de la retina
Para llevar a cabo estos experimentos, se accedié y canuld la vena yugular del raton de

la misma forma descrita para la extraccion de sangre. A través de la canula se perfundieron
200 pL de una solucion de dextrano de 2.000 kDa de peso molecular, marcado con
isotiocianato fluoresceina (FITC-dextrano) (Sigma-Aldrich), a razén de 100 mg de FITC-

dextrano por kilo de peso del animal. Una vez infundido el dextrano, se retir¢ la canula y se
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suturo la herida. Se retir¢ la anestesia inhalatoria al animal y se le dejé una hora para que el

FITC-dextrano pudiera circular y perfundir libremente.

Pasado este tiempo, se sacrificd al animal por dislocacion cervical para posteriormente
extraer los ojos de las cuencas oculares mediante la utilizacion de forceps. Los ojos fueron
introducidos inmediatamente en paraformaldehido (PFA) al 4% (Sigma-Aldrich) durante 15
minutos a temperatura ambiente, fijando asi las estructuras oculares. Transcurrido ese
tiempo, se pasaron los 0jos a PBS 2X durante al menos una hora a temperatura ambiente,

para hidratar bien todas las estructuras y para que sea mas facil la separacion del tejido.

Posteriormente, se aislaron las retinas mediante el protocolo descrito previamente (Tual-
Chalot y cols. 2013). Bajo la lupa y con la ayuda de férceps de microcirugfa (F.S.T.), se limpia
el globo ocular de todo el musculo y tejidos anejos al 0jo, pero no el nervio optico, el cual
se usa para poder manipular el ojo sin dafiar el globo ocular. Una vez limpio, y con la ayuda
de unas tijeras de microcirugia (Fine Science Tools GmbH, Alemania), se secciond el ojo por
el plano frontal/coronal, desechando la mitad anterior. Con sumo cuidado, se separ0 la
retina de la coroides, cortando con cuidado el nervio optico en el Ultimo momento. Esto
dejo una retina en forma concava y libre, por lo que se transfirié a un portaobjetos, donde
se le practicaron una serie de cortes para que quedara en forma plana. Por Ultimo, se puso

prolong antifade (Invitrogen) como liquido de montaje y se cubrid con un cubreobjetos.

Las retinas fueron evaluadas mediante analisis de imagen. Para ello, se hizo un barrido
por toda la muestra, y se tomaron imagenes a x10 aumentos con un microscopio de
fluorescencia Axiovert 200M (Carl Zeiss), utilizando la longitud de onda de 488 nm como
fuente de excitacion del fluorocromo. Una vez obtenidas todas las imagenes, se realizé el

montaje correspondiente.

El anélisis de cada una de las imagenes obtenidas se realizO mediante el software Fii.
Para llevar a cabo este anélisis, se hicieron una serie de transformaciones genéricas, como la
reduccion de canales exclusivamente al canal verde, una reduccion de las imagenes al 25%,
eliminacion del ruido de fondo y delimitacion del area del area total de la retina. Una vez
realizadas estas modificaciones, se empled una mascara de seleccion mediante la utilizacion
de la herramienta umbral (“threshold”), la cual diferencia y delimita zonas de diversa
intensidad. Esta mascara se correspondio con los vasos de la retina. Cuando se identificaron

exactamente los vasos sanguineos, diferenciandolos de aquellas estructuras que no lo eran,
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se realizd una segunda mascara que permitid delimitar todas las zonas de extravasacion,
que son zonas de menor intensidad que los vasos pero sensiblemente superiores al fondo.
Por ultimo, se midieron el area e intensidad de las 3 maéscaras: retina total, vasos y

extravasacion.

Sobre las imagenes obtenidas, y utilizando las méascaras generadas, se calcularon una

serie de parametros:

Se calcularon los valores del area total de cada retina, puesto que este parametro variaba
debido a la manipulacion (punto de corte, areas plegadas...). También se valoro el area total

de vasos (areas delimitadas de gran intensidad de sefial) y el area total de extravasaciones
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(areas con fluorescencia de baja intensidad, pero debida al FITC y fuera del area de los

vasos) para cada retina. Estos resultados se expresaron como nuimero de pixeles.

Para el calculo de la intensidad de sefial se midi6 la densidad 6ptica integrada y se

determiné tanto para la retina completa como para los vasos y para las extravasaciones.

5.8. Tratamiento de los datos y anélisis estadistico
Todos los resultados se expresan como la media aritmética + el error estandar de la

media (EEM). En la experimentacion in vivo se utilizaron un minimo de 6 animales para cada
grupo, siempre que fue posible. En los ensayos ex vivo se utilizaron un minimo de 3 anillos
para cada condicién, mientras que en los ensayos in vitro se realizaron al menos 3

experimentos.

Todos los resultados obtenidos fueron introducidos en Microsoft Excel 2016 y en el
paquete estadistico GraphPad Prism, en sus versiones 5.01y 6.07, para su analisis estadistico

y la realizacion de graficos.

Se fij6 como limite de la significacion estadistica en p<0,05 para todos los test

estadisticos.

El ajuste de los conjuntos de datos a una distribucion gaussiana fue analizado mediante
el test de normalidad de D'Agostino-Pearon para todos aquellos conjuntos de datos
superiores a 8, y el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov para aquellos conjuntos de

datos inferiores.
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Para la comparacion de dos variables cuantitativas se utilizd el t-Student para variables
paramétricas, mientras que las no paramétricas fueron comparadas mediante el test u-
Mann-Whitney. Para la comparacion de variables cuantitativas paramétricas con mas de dos
grupos se utilizd el test estadistico de analisis de la varianza (ANOVA), empleando el test de
Dunnett para las comparaciones “post hoc”, mientras que para las no paramétricas se

empled el test de Kruskal-Wallis, con el test de Dunn’s como “post hoc”.

Se utiliz6 ANOVA de doble via para comparar variables cuantitativas afectas por dos

factores o variables de clasificacion, utilizando el test de Tukey como post-test.

La bondad de ajuste de los datos observados respecto a los esperados se realizd

mediante la prueba de Chi-cuadrado y la prueba exacta de Fisher.
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Tabla 6. Relacion de productos y reactivos utilizados

Producto Nombre comercial Referencia Casa comercial

Agarosa SeaKem LE Agarose 50000 Lonza

) Sterican 19Gx1 1/2" - 1,1x40mm
Aguja 19 gauges (19 G) . 4657799 Braun
marTi

) Sterican 23Gx1" - 0,6x25mm
Aguja 23 gauges (23 G) | 4657667 Braun
azu

) Sterican 25Gx5/8" - 0,5x16mm
Aguja 25 gauges (25 G) ' 4657853 Braun
naranja
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Albimina sérica bovina
BSA) Bovine Serum Albumin A7906 Sigma-Aldrich

Anticuerpo anti-BMP4 IHC ~ Mouse BMP-4 Antibody MAB5020 R&D Systems

Anticuerpo  Anti-Rabbit- DISCOVERY OmniMap anti-Rb

760-43M Omnimap

HRP HRP
) ProLong Gold Antifade
Antifade P10144 Invitrogen
Mountant

Bomba osmdtica Alzet Osmotic Pump Mod.2001 292 Alzet
Buprenorfina Buprex inyectable 0.3 mg 961425 Indivior
Cloruro férrico Iron (Ill) chloride 451649 Sigma Aldrich
Cloruro sédico Sodium chloride S3014 Sigma-Aldrich
Colageno CHRONO-PAR COLLAGEN P/N 385 Chrono-log
Cubreobjetos (22x22) COVN-022-200 Cover Glass 13835 Labbox

DNA polimerasa DNA Polimerasa 1 U/pl 10003-4101 Biotools
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dNTP dNTP mix 10 mM 1277049001 Roche
Ethylenediaminetetraacetic acid
EDTA E5134 Sigma-Aldrich
disodium salt dihydrate
. . Recombinant Human
Endoglina recombinante EN-1097 R&D Systems
Endoglin/CD105 Protein
Adrenalina (coagulacion) Epinephrine hydrochloride E4642 Sigma-Aldrich
Fluorescein isothiocyanate—
FITC-dextrano (2000 kDa) FD2000S Sigma-Aldrich
dextran
Gel ecografico Quick-Eco Gel 99.800.20 Lessa
Isofluorano IsoFlo 34009XN Esteve Veterinaria
. Jeringa Omnifix tuberculina 1
Jeringa 1 mL _ _ 9161406V Braun
mL sin aguja
) Human BMP-4 Quantikine
Kit ELISA BMP-4 humano DBP400 R&D Systems
ELISA Kit
Kit ELISA BMP-4 Ratén Mouse BMP4 ELISA Kit LS-F13543 Life Technologies
Kit ELISA Endoglina  Human Endoglin/CD105
DNDGOO R&D Systems
humana Quantikine ELISA Kit
Kit extraccion RNA (BMP-4) RNeasy Mini Kit (50) 74104 Qiagen
Kit extraccion RNA
NucleoSpin RNA XS 740902.50 Macherey-Nagel
(podocitos)
Kit Retrotranscriptasa
iScript cDNA Synthesis 1708891 Bio-Rad
(BMP-4)
Kit Retrotranscriptasa iScript Reverse Transcription
1708841 Bio-Rad

(podocitos)

Supermix for RT-gPCR
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DISCOVERY ChromoMap DAB
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Kit revelado DAB IHC it 760-159 Roche
i
Thermo Fisher
Marcador DNA (1 Kilobase)  1Kb Plus DNA Ladder 10787-018
Scientific
Mastermix para g-PCR iQ SyBR-Green Supermix 1708880 Bio-Rad
) L Fine Science Tools
Material quirdrgico -
(FS.T)
Medio de cultivo EGM-2 BulletKit (CC-3156 &
CC-3162 Lonza
EBM2/EGM2 CC-4176)
Noggin Murine Noggin 250-38 PeproTech
Paraformaldehido (PFA) Paraformaldehyde P6148 Sigma-Aldrich
Pentobarbital sédico Dolethal 570681.8 Vetoquinol
Placas de cultivo - - Corning
Thermo Scientific / Menzel-
5 Thermo Fisher
Portaobjetos Glaser 5161110
Scientific
Portaobjetos
) Proteinase K, recombinant, PCR
Proteinasa K 3115879001 Roche
Grade
. Sutura 5/0 aguja ' circulo
Sutura 5/0 no absorbible 06185 Aragd
redonda
. Sutura 5/0 aguja " circulo
Sutura 5/0 absorbible 47002 Aragd
redonda
) . Alere INRatio®PT/INR Test
Tiras reactivas TP/INR #0100139 Alere

Strips
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Tabla 7. Relacion de aparatos utilizados

Equipos/aparatos Casa comercial

Analizador de hematologia ADVIA 120 Siemens Healthcare Diagnostics

Campana de flujo laminar vertical Gelarie .
Flow Laboratories

TC-48

Centrifugas Eppendorf
Equipo Electroforesis PCR Bio-Rad

Fuente de alimentacion Power Pac 3000 Bio-Rad
Incubador de células Forma Scientific 3111 Thermo Fisher Scientific
Lector de placas ELISA Epoch Bio Tek

Lupa Nikon
Mé&quina de anestesia inhalatoria MSS Isofluorane
Medidor de flujo Transonic Systems

Medicién de PA Niprem 1.5 (PowerlLab/800

para Windows)

Cibertec

Microscopio de fluorescencia Axiovert 200M Carl Zeiss

Sonda de medicién de flujo Transonic Systems




Materiales y Métodos

Miografo de alambre (Multiwire Myograph

System, Model 620M)

DMT

Nanodrop (ND-1000)

Thermo Fisher Scientific

Termociclador iQ™5 Bio-Rad
Termociclador MyCycler™ Bio-Rad
Transiluminador GelDoc Bio-Rad
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Ultracongelador

Thermo Fisher Scientific
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1. Descripcién general de la linea de ratones

Para abordar el estudio del papel que endoglina soluble juega en preeclampsia se utilizd
un modelo murino en el cual se sobreexpresa endoglina soluble humana de forma ubicua,
sobre un fondo genético hibrido (ratones sEng). Ademas, se utilizaron los hermanos de

camada que no portan el transgen como animales control o wild type (WT) (Figura 14).

Ratones transgénicos

wrt sEng

Figura 14. Modelo animal utilizado en el trabajo. Animales utilizados para llevar a cabo este
estudio, marcados con el codigo de colores empleado. WT, como controles, y sEng, que

sobreexpresan endoglina soluble humana, como ratones problema.

Resultados

Los animales transgénicos para endoglina soluble humana presentan niveles muy

variables de expresion de sEng en plasma. Por esta razon se hizo necesario medir los niveles
plasmaticos de skEng. Los niveles de sEng en plasma fueron medidos mediante un kit de
ELISA especifico para endoglina soluble humana, que es la que sobreexpresan estos
animales. Los niveles promedio de sEng en los animales problema se situaron en torno a
1600 ng/mL, mientras que los ratones WT no presentaban sEng en su plasma (Figura 15). Se
establecid un umbral minimo de 1000 ng/mL de skng en plasma para que los animales

fueran incluidos en el grupo de estudio.

Niveles plasmaticos de sEng

2000

1500-

1000-

500-

Concentracion (ng/mL)

V\;T sEng
Figura 15. Fenotipado de los ratones utilizados en el estudio. Niveles plasmaticos de
endoglina soluble humana presente en los animales WT y skng utilizados en este estudio.

N=35 para ambos genotipos. Se representa la media y el error estandar de la media.
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Una vez comprobado que el transgen se heredaba y que se expresaba en la
descendencia, se quiso comprobar que la presencia del transgen no alteraba las
caracteristicas generales de los animales. Para ello se pesaron ratones adultos de ambos
sexos, con el fin de analizar si habia diferencias en el tamafio entre ambos genotipos. Los
valores que se obtuvieron en ambos genotipos fueron muy similares (Figura 16A). Otro de
los parametros que se analizd fue el tamafio promedio de las camadas. Para ello se
compar6 el tamafio de las camadas alumbradas por hembras hibridas, tras haber sido
cruzadas con machos WT o sEng. Observamos que el tamafio promedio de las camadas era
practicamente igual, con independencia del genotipo del macho parental, situandose en
torno a 6 crias nacidas en cada camada (Figura 16C). Por otra parte, se quiso contabilizar
cual era la composicion de las camadas en cuanto al sexo de las crias, y si esto se veia
influenciado por el genotipo del macho. Para ello se contabilizaron el nimero de machos y
de hembras que componian un total de 25 camadas para cada genotipo paterno,
calculando el tanto por cierto de cada sexo. El porcentaje de machos y de hembras fue
aproximadamente del 50%, independientemente del genotipo parental (Figura 16B). Por
ultimo, quisimos analizar en la descendencia obtenida con machos sEng, el porcentaje de
las crias nacidas que presentaban el transgen, y si existia paridad entre sexos. Como se
puede comprobar en la Figura 16D, el porcentaje de animales de genotipo hibrido fue de un
30% aproximadamente, con independencia del sexo de la cria. Todos estos resultados
mostraban que los animales sEng presentaban gran uniformidad tanto en la transmision del
gen, como en las caracteristicas generales, al ser comparados con los animales WT. Estas
caracteristicas nos permiten comparar los resultados obtenidos en ambos genotipos y
relacionar las posibles diferencias Unicamente con los niveles de sEng, y no con otras

posibles alteraciones genéticas debidas a la presencia del transgen.
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Peso de los ratones Ratio por sexo de ratones nacidos de machos sEng o WT

1 Hembras
Il Machos

-2}
i

Ratones (%)
S
<

N
<

WT sEng WT sEng

(@]

Numero de crias/camada (Madre hibrida) D Ratio de crias SEng/WT por sexos (macho sEng y hembra hibrida)

100

(2]

[
o
1

B sEng
B WT

(2]
o
1

Ratones (%)
<

N
1

N
o
1

Crias (nacidas/camada)
S
1

0-

o
L

WT sEng Machos Hembras

Figura 16. Caracterizacién general de los ratones utilizados en este estudio. A) Peso de los
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animales WT y skng en edad adulta. N: WT=11, sEng=10. B) Numero de crfas nacidas en

cada camada, separadas por el genotipo del padre (WT o sEng). Las madres son genotipo
hibrido. N= 47 camadas WT y 63 camadas skng. C) Porcentaje de animales de cada sexo
nacido y destetado. Se representa en porcentajes, separados por sexo y por el genotipo
del padre (WT o sEng). La madre es siempre genotipo hibrido. N= 25 camadas por
genotipo del padre. D) Porcentaje de crias de cada genotipo, separado por sexos, al cruzar
machos skng y hembras hibridas. N=25 camadas. En A y B se representa la media y el
error estandar de la media, comparados mediante t-Student para muestras no pareadas.
Los valores en Cy D se representan en porcentajes, comparados mediante prueba exacta

de Fisher.

2. Sintomas de la preeclampsia y el papel de endoglina soluble

El objetivo general de este trabajo es determinar qué papel juega la sEng en los

diferentes sintomas y manifestaciones clinicas de la preeclampsia.

2.1. Efecto de la endoglina soluble sobre la proteinuria y podocituria
Como ya se ha descrito en la Introduccion, uno de los principales sintomas clinicos que

permiten el diagnostico de la preeclampsia es la aparicion de proteinuria durante el tercer

trimestre de la gestacion (The American College of Obstetricians and Gynecologists y cols.
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2013). El establecimiento de la proteinuria se ha asociado a una pérdida de podocitos, que
se eliminan con la orina, con la consecuente alteracion de la filtracion del glomérulo. Esta
podocituria ha demostrado ser un marcador mas sensible y especifico que la propia

proteinuria (Garovic y cols. 2007b).

Es bien conocido que las integrinas juegan un importe papel en la unién entre los
podocitos y la membrana basal glomerular. Puesto que sEng presenta un dominio de unién
a integrinas, nos planteamos la hipdtesis de que sEng pudiera competir con otras proteinas
de la membrana basal en su union a integrinas, desestabilizando asi la union 'y produciendo

la liberacion de los podocitos.

Para comprobar si skng es capaz de realizar este efecto de forma directa, se decidid
analizar los efectos del tratamiento agudo con skng sobre la podocituria y la proteinuria.
Debido a limitaciones experimentales, este experimento se llevd a cabo en ratas Wistar,
debido a que los ratones presentan un flujo urinario muy bajo y no se obtiene suficiente

cantidad de orina para llevar a cabo las determinaciones.

Ratio proteina/creatinina representado a diferentes tiempos

'I- -o- Cont.
-~ Endogl.

Proteinuria/creatinina (%)
® =]
o o

60- T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo (minutos)

Figura 17. Proteinuria inducida por endoglina soluble. Evolucién del cociente
proteinuria/creatinina a diferentes tiempos. N= 6 con vehiculo y 7 con endoglina. Se
representa la media y el error estandar de la media, comparando los resultados mediante
ANOVA.

Se inocularon dos bolos de endoglina (a 0 y 30 minutos), y se obtuvieron muestras de
orina a diferentes tiempos: una muestra basal, otra muestra desde el minuto 0 al minuto 30,
otras muestras del minuto 30 al 60, del 60 al 120, del 120 a 180, y una ultima, de 180 a 240.
Estas muestras se centrifugaron para separar las células (pellet) de la fase acuosa. Sobre la

fase acuosa se midieron las concentraciones de proteinas en orina a los diferentes tiempos.
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Ademas, se midieron los niveles de creatinina, con el objetivo de normalizar los niveles de
proteinuria respecto a la excrecion de creatinina. El cociente proteinuria/creatinina
obtenidos para cada tiempo se normalizé frente a la ratio basal de cada animal y se
representd su evolucion a lo largo del tiempo. Al analizar la evolucion del cociente
proteinuria/creatinina no se observaron diferencias significativas entre la proteinuria de los
animales a los que se les habfa administrado endoglina y los animales control (Figura 17).
Aun asi, en las ratas tratadas con endoglina soluble, se observd un ligero incremento en el
cociente proteinuria/creatinina en los tiempos 30 y 60 minutos, que posteriormente revertia
a los valores de las ratas tratadas con el vehiculo. Estas medidas, a 30 y 60 minutos,
coincidian con los periodos de tiempo posteriores a la inoculacion de los dos bolos de
endoglina. Esto nos hizo plantearnos la posibilidad de que la endoglina podria ser eliminada

de alguna forma, y que el incremento de proteinuria se circunscribfa Unicamente al periodo

de inoculacion.

Por otro lado, quisimos comprobar si se habria producido liberaciéon de podocitos en la

orina. Para comprobar la podocituria, se unieron los pellet de cada rata, obtenidos de cada
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una de las muestras de orina, en uno solo. Esta unificacion de las muestras se debid a que el

numero de podocitos esperados era tan pequefio, que la division en diferentes tiempos nos

podria llevar a la pérdida de informacion.

Podocina

Podocalixina

Nefrina

B E C E cC E C E C E c E C

Figura 18. Podocituria inducida por endoglina soluble. Electroforesis del producto de la PCR
para podocina, podocalixina o nefrina. Se muestra el nombre cada proteina a la altura en la
que deberfa aparecer el amplicon correspondiente. B= blanco; C= con vehiculo; E= con

endoglina.
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La presencia de podocitos se analizd mediante PCR semicuantitativa, donde se
amplificaron las muestras con cebadores especificos para tres proteinas caracteristicas de los
podocitos, como son la podocina, la podocalixina y la nefrina. En la bibliografia se ha
descrito que un incremento de los niveles de transcritos de estos genes por PCR es un
marcador de podocituria (Zou y cols. 2010; Kim y cols. 2016). Aungue se habian unido todos
los pellets y se utilizd todo el material genético aislado, no se consiguid detectar la presencia
de podocitos y, por lo tanto, no se pudo medir la podocituria asociada a la inoculacion de

endoglina (Figura 18).

2.2. Efecto de la Endoglina soluble sobre la permeabilidad
Otro signo clinico caracteristico de la preeclampsia es la aparicion de edemas

generalizados en todo el organismo (M. Brown 1995; Boeldt y Bird 2017). Estos edemas
tienen cierto componente renal, debido a la mayor retencion de sodio y agua que tiene
lugar durante la gestacion (Barron y Lindheimer 1984), pero la mayor profusion y gravedad
de estos edemas en las mujeres con preeclampsia se debe a la disfuncion endotelial, que
compromete a la integridad estructural de los vasos (Boeldt y Bird 2017). En este sentido,
quisimos evaluar si SEng era capar de comprometer el mantenimiento de la estructura
vascular, y mas concretamente los capilares, incrementando la extravasacion de agua y

proteinas desde los vasos a los tejidos.

Para ello, se inoculd FITC-dextrano, de 2.000 kDa de peso molecular, tanto en ratones
WT como animales sEng. El tamafio del dextrano es el factor limitante para la extravasacion
del FITC-dextrano, por lo que la utilizacion de un dextrano de tan alto peso molecular
permite evaluar zonas donde el grado de alteracion de la permeabilidad vascular es muy
elevado. Se dejo circular libremente el FITC-dextrano durante media hora. Tras este tiempo,
se extrajeron las retinas de estos ratones, se fijaron y montaron para su posterior analisis

mediante microscopia de fluorescencia.

La utilizacion de la retina como tejido de analisis se basd en que la retina cuenta con un
gran lecho vascular en un plano de poca profundidad, con una gran cantidad de capilares
estabilizados mediante pericitos, y de facil analisis, puesto que es un tejido muy fino y

relativamente trasparente.

De cada una de las retinas se tomaron imagenes a 10x, hasta cubrir toda la superficie de

la retina en un microscopio de fluorescencia, utilizando las longitudes de onda de FITC
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como longitudes de excitacion y de emision. Todas las imagenes se montaron en una uUnica

imagen de toda la retina.

Montaje
(9x9) 10x

Figura 19. Retina tipo de ratdn con genotipo WT. A) se muestra una reconstruccion de la retina,
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realizada mediante un montaje de 81 fotograffas que exploran toda la superficie de la retina,

con un aumento de 10x y tomadas con microscopia de fluorescencia (canal para FITC). By C
corresponden a dos secciones de 10x al azar, es la que se puede ver con mas detalle los

capilares.

Montaje
(9x9) 10x

Figura 20. Retina tipo de ratén con genotipo sEng. A) se muestra una reconstruccion de una retina
proveniente de un raton skng, realizada mediante un montaje de 81 fotografias que exploran toda la
superficie de la retina, con un aumento de 10x y tomadas con microscopia de fluorescencia (canal para
FITC). B y C corresponden a dos secciones de 10x al azar, donde se pueden ver con méas detalle los

capilares. Las flechas indica indican extravasaciones de FITC-dextrano.
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Cuando se observaron las retinas de los ratones WT se vio que eran similares en cuanto
a tamafio y estado, siendo adecuadas para el analisis (Figura 19A). Cuando ampliamos las
imagenes hasta el tamafio de cada captura individual, observamos una red capilar bien

definida y continua, sin muestras claras de extravasacion (Figura 198 y 19C).

Al estudiar las imagenes obtenidas de los ratones sEng, tambien se observo
homogeneidad de tamafio y estado, y ademas parecian similares a las de los ratones
control (Figura 20A). En cambio, cuando se observaron mas minuciosamente las retinas, nos
dimos cuenta de la presencia de ciertas zonas de la red capilar con extravasaciones. Estas se
caracterizaban por tener apariencia de una nube, sin bordes definidos, y de mayor sefial
que el fondo. dicha nubes se encontraba rodeando a capilares concretos, los cuales no

mostraban signos aparentes de rotura o dafio (Figura 20B y 20C).

Para analizar mas minuciosamente las imagenes de las retinas se recurrié al tratamiento
informatico de las imagenes. Una vez montadas todas las imagenes que conformaban una
retina completa en una sola imagen (Figura 21A), se realizaron una serie de
transformaciones y se generaron mascaras que permitian, por un lado, analizar una imagen
tan grande y pesada, y por otro lado, determinar las diferentes variables del estudio. Asi,
tras descomponer y reducir la imagen, se sustrajo el ruido de fondo de toda la imagen
(Figura 21B). Sobre esta imagen se midio el area total, que correspondia a toda el area de la

retina, y se midié la fluorescencia total (densidad integrada).

A partir de aqui, se generaron dos mascaras independientes, utilizando la intensidad de
fluorescencia como patron. La primera de ellas se correspondia con la totalidad de los
vasos, obviando toda sefial fuera de ellos (en la Figura 21C se muestra solo esta maéscara,
que se corresponde con la totalidad de los vasos). Para determinar la segunda mascara, se
eliminaron de la imagen todos los vasos (Figura 21D), y se generd una mascara que
contenia todas las areas de extravasacion. Sobre cada una de estas mascaras se midio tanto

el area como la intensidad de sefial (densidad integrada).
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Figura 21. Procedimiento de anélisis de las retinas. A) Imagen original de la retina completa

a 10x. B) En esta imagen se ha quitado el ruido de fondo (background), y sobre esta imagen
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se mide tanto el area total, como la densidad integrada (cantidad de sefial de sefial de

FITC) de la retina total. C) Esta imagen muestra solamente los vasos que componen la
retina, y sobre ella se miden el area total y la densidad integrada de todos los vasos. D) En
esta imagen se muestran solo las areas de extravasacion, donde se mide el area y la

densidad integrada de estas extravasaciones.

Como ya se ha comentado, una de las variables que se determind fue el area total de
cada una de las retinas. Esto se debe a que en el proceso de corte de la retina para su
aislamiento existe una cierta variabilidad por la propia manipulacion, y los resultados se
pueden ver alterados por esta situacion. Asi, al comparar los datos del area total de las
retinas se obtuvieron valores muy similares entre ambos genotipos, situandose en torno a
los 3x10° pixeles (Figura 22A). En este mismo sentido, se midié también la cantidad total de
fluorescencia de las retinas, con el fin de observar si existian diferencias en la fluorescencia
del conjunto. En ambos genotipos, los resultados de intensidad que se obtuvieron fueron
muy similares (Figura 22B). Estos resultados nos permitieron abordar el resto de anélisis con

la sequridad de que no habia alteraciones debidas a la manipulacion.

Cuando se analizd el area que ocupan los vasos, se observd que esta comprendia,
aproximadamente, una cuarta parte del area total de la retina, situdndose en torno a los

7x10° pixeles (Figura 22C), y siendo igual en ambos genotipos. Estos resultados nos
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parecieron interesantes ya que algunos autores han definido a sEng como un factor anti-

angiogénico, por lo que esperarfamos una menor formacion de vasos en las retinas de los

ratones skng, maxime cuando la angiogénesis de este érgano se produce después del

nacimiento. En cuanto a la intensidad de fluorescencia, ambos genotipos mostraban unos

valores de densidad integrada muy similares, algo 16gico si tenemos en cuenta que el

desarrollo de la vasculatura era parecido (Figura 22D).
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Figura 22. Efecto de la endoglina soluble sobre la permeabilidad. Se representa el

area en pixeles y la intensidad en unidades arbitrarias de densidad integrada. A) Area

total de la retina y B) su densidad integrada. C) Area total de los vasos y D) su

densidad integrada. E) Area total de las extravasaciones. F) Densidad integrada de las

extravasaciones. N=12 retinas WT y 10 retinas sEng. Se representa la media vy el error

estandar de la media. Los datos se comparan mediante t-Student para muestras no

pareadas. Significacion estadistica: *p<0,05.
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Por el contrario, cuando analizamos las extravasaciones, se observd que los animales
skng presentaban mayor area de extravasaciones que los ratones WT (Figura 22E). Del
mismo modo, no solo el area de las extravasaciones era mayor, sino que la intensidad de
seflal de estas areas era significativamente mayor en los animales problema (Figura 22F).
Ambos datos nos indicaron que, mientras el desarrollo vascular era similar en ambos
genotipos, la presencia de skEng era capaz de comprometer la estabilidad del vaso,
permitiendo la extravasacion de moléculas de gran tamafio, como el FITC-dextrano usado

en nuestros experimentos (2.000 kDa de peso molecular).

2.3. Hemostasia
La hemostasia es otro sistema materno que puede sufrir muchas alteraciones en

preeclampsia. Estas alteraciones pueden ir desde una ligera disminucion del recuento
plaquetario y pequefios depdsitos de fibrina en la placenta, hasta casos realmente graves,
como en el HELLP (la forma mas agravada de preeclampsia), donde se produce un
consumo excesivo de plaquetas, y la aparicion de trombosis intravascular diseminada

(Gardiner y Vatish 2015; Fisher 2015).

Por otro lado, se ha descrito que las integrinas, en concreto la integrina allbf3, juegan
un papel muy importante tanto en la agregacion plaquetaria como en la adhesion de la
plaqueta al endotelio. Estos procesos estan mediado por la union al dominio RGD de la
endoglina de membrana (Bennett 2005; Rossi y cols. 2017), y podrian ser antagonizados por

la presencia de skng.

Con estos antecedentes, quisimos analizar si sSEng era capaz de generar algun tipo de
alteracion que pudiera explicar los cambios observados en la hemostasia durante la

preeclampsia.

2.3.a. Tiempo de sangrado
Una técnica que permite valorar de forma conjunta todos los sistemas involucrados en la

hemostasia es el tiempo de sangrado.

Esta técnica consiste en realizar un corte en el extremo de la cola del animal,
cuantificando el tiempo que se mantiene sangrando y la intensidad del sangrado. Cuando
se realiza el corte en la cola del animal anestesiado, se observa un abundante sangrado de
procedencia tanto venosa como arterial. Normalmente, este flujo de sangre va

disminuyendo de intensidad hasta que se produce un cese completo del sangrado. Este
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cese completo se produce en torno a los 160 segundos de haber realizado el corte de la
cola, y en nuestro estudio se denomina a este momento “primer sangrado”. También es
normal que, tras este primer cierre de la herida, se produzcan rebrotes de la hemorragia, de
numero, duracion e intensidad variables. A estos rebrotes es a lo que se ha denominado

"resangrados”.

Por otro lado, y con la intencion de cuantificar de alguna manera el grado de sangrado
de los animales, se establecid una escala de valoracion cualitativa en 6 niveles, que iban
desde el 0 para la ausencia de flujo, y hasta el valor 5 para un flujo masivo de sangre,
caracteristico de los primeros instantes tras el corte. Estos valores se promediaron en rangos
de 10 segundos, siendo la cuantificacion del sangrado la suma del valor cualitativo de todos
los rangos. Tras determinar un tiempo maximo de experimento de 30 minutos, y determinar
la escala cualitativa que se iba a sequir, se realizd la prueba tanto a ratones sEng como

animales control.

Cuando analizamos los datos, se observd que el tiempo del primer sangrado era similar
en ambos genotipos, situandose en valores en torno a 160 segundos desde el momento del
corte hasta el cese total de sangrado (Figura 23A). Algo similar se encontré al cuantificar
este primer sangrado, donde tampoco se encontraron diferencias en la intensidad de los

sangrados en ambos grupos de animales (Figura 23B).
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Figura 23. Tiempo y cuantificacién del sangrado. A) Tiempo de sangrado desde que se inicia el
experimento hasta el primer corte del flujo de sangre de mas de 10 segundos. B) Cuantificacion
del sangrado, calculado como la suma del nimero de segundos multiplicado por el valor
cualitativo del sangrado, desde que se inicia el experimento hasta el primer corte del flujo de
sangre de mas de 10 segundos. N= 8 ratones WT y 9 ratones sEng. Se representa la media y su

error estandar. Los datos se comparan mediante t-Student para muestras no pareadas.
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Por el contrario, cuando se analizé el tiempo de sangrado en conjunto de todos los
rebrotes posteriores al primer cierre (resangrados), observamos que los animales sEng
presentaban un incremento en el tiempo de sangrado, siendo en torno a 4 veces mayor
que el tiempo de resangrado de los animales control (Figura 24A). Resultados similares se
observaron al cuantificar los resangrados, donde el incremento fue de 3,5 veces respecto a

los valores de los animales WT (Figura 24B).

Otro parametro que se cuantificé fue el nimero de eventos de reapertura que sufria
cada animal. Aqui se observd que los animales WT presentaban, en promedio, dos
reaperturas en los 30 minutos que duraba la prueba, mientras que los animales sEng
presentaban el doble de rebrotes de sangrado, siendo estas diferencias estadisticamente

significativas (Figura 24C).
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Figura 24. Tiempo y cuantificacion de los resangrados. A) Tiempo total de resangrado:
sangrados que se producen desde el primer cese de flujo hasta el momento final del
experimento. B) Cuantificacion de resangrados, calculado como la suma de los segundos
multiplicado por la intensidad, a partir del primer corte del flujo y hasta el final de
experimento. C) Numero total de resangrados. N= 8 ratones WT y 9 ratones sEng. Se
representa la media y su error estandar. Los datos se comparan mediante u-Mann-Whitney.

*p<0,05.
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Por ultimo, se observd que algunos animales continuaban sangrando una vez alcanzados
los 30 minutos de experimento. Esta variable también se cuantificd, y observamos que hasta
7 de los 9 ratones sEng utilizados en el experimento continuaban sangrando en el momento
de acabar la prueba, mientras que Unicamente 2 de los ratones WT continuaban sangrando

(Figura 25).
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Figura 25. Estado de los animales al final del experimento. En esta grafica se recoge el
numero de animales que sangraban al llegar el final del experimento y los que no
sangraban. N= 8 ratones WT y 9 ratones skng. Los datos se comparan mediante prueba

exacta de Fisher. *p<0,05.

2.3.b. Recuento plaquetario
Otro de los sintomas que se utilizan para el diagnodstico de preeclampsia, sobre todo en

ausencia de proteinuria, es la reduccion del nimero de plaquetas (The American College of
Obstetricians and Gynecologists y cols. 2013). Esta reduccion del recuento plaquetario se
produce como fruto de la disfuncion endotelial y los cambios hemodinamicos que tienen
lugar durante la preeclampsia. La trombocitopenia en preeclampsia puede ir desde una
trombocitopenia ligera, en los estadios més leves de la enfermedad, a una caida dréastica del
recuento plaquetario en el estadio de HELLP, con una gran coagulacion intravascular

diseminada (Gardiner y Vatish 2015).

Puesto que en el tiempo de sangrado se habfa observado un mayor grado de sangrado
en los animales sEng, nos planteamos la hipotesis de que sEng podria inducir, de algun
modo, un descenso en el recuento plaquetario de estos animales, y que fuera este

descenso, a su vez, el responsable del incremento de los sangrados.
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Para comprobar esta hipotesis, se analizaron los niveles de plaquetas tanto de los
animales WT como sEng, donde se observd que, en ambos casos, el recuento plaquetario

era muy similar, y se situaba en torno a las 750x10° plaquetas/uL de sangre (Figura 26A).

Una vez que se observd que sEng por si sola no era capaz de producir un descenso en el
numero de plaquetas, nos planteamos ver qué ocurria en el ambiente hormonal de la
gestacion. La hipotesis que se baraja es que, puesto que en el propio embarazo ya se
produce un descenso del 10% en el nimero de plaquetas (Millar y Laffan 2015), la sEng
puede de amplificar este efecto, siendo capaz de producir desde la trombocitopenia
asociada a preeclampsia, hasta el HELLP. Para comprobar esta hipodtesis, se cruzaron
hembras de genotipo hibrido con machos skng y WT. Por un lado, se midi¢ la
concentracion de basal de plaguetas, antes del cruzamiento, con el fin de comprobar si
ambos grupos de hembras presentaban niveles iguales de plaquetas. Se observé que los
niveles de plaquetas se situaban en torno a 850x10° plaquetas/uL, siendo similares en ambos
grupos de hembras (Figura 26B). Esta medida era importante, puesto que la sEng la
portarian Unicamente las crias, y variaciones previas en el recuento plaquetario podria
inducir a errores de analisis. Ademas, estos valores de recuento plaguetario eran similares a

los que se observaban en los machos WT (Figura 26A).
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Figura 26. Recuento plaquetario. A) Numero de plaquetas basales, expresado como

concentracion. N= 27 ratones WT y 28 ratones sEng. B) Numero de plaquetas en hembras
hibridas puestas en cruce con machos WT o machos skEng. Se midieron las plaquetas
basales antes de poner los cruces y a dia 18 post-copula. N =6 basales y 6 en gestacion de
ratones WT, N= 6 basales y 9 en gestacion (tres dobles gestaciones) de ratones skng. Se
representa la media y su error estandar. Los datos de la grafica A se comparan mediante

u-Mann-Whitney. Los datos de B se comparar utilizando ANOVA de doble via.

109

Resultados




m Luis Gamella Pozuelo

Por otro lado, se midid el numero de plaquetas a dia 18 de gestacion. Cuando se
analizaron los resultados, no se observaron diferencias en el recuento plaquetario entre las
hembras puestas en cruce con machos skng y las hembras puestas en cruce con machos
control (Figura 26B). En relacion a la gestacion, y en contra de lo que cabria esperar por lo
descrito en la bibliografia, lo que si se observd fue un incremento en los recuentos
plaquetarios, tanto de hembras cruzadas con machos control, como con las puestas en
cruce con machos sEng. En cualquier caso, este incremento del recuento plaguetario no fue

estadisticamente significativo en ninguno de los casos (Figura 26B).

2.3.c. Tiempo de protrombina e INR
Puesto que no se habian observado diferencias en el recuento plaquetario, pero si en el

tiempo de sangrado, quisimos analizar las vias de coagulacion. En concreto se analizo el
tiempo de protrombina (TP), que evalla la via extrinseca de la coagulacion. Ademas, y a
partir de TP, se calculd el INR (de International Normalized Ratio), que es una expresion
normalizada del TP, que permite estandarizar los resultados. Se observd que los animales
WT presentaban unos valores de TP en torno a los 9 segundos, siendo estos ligeramente
inferiores a los valores medios que presentaban los animales sEng (11 segundos). Sin
embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 27A). Ademas,
estos resultados fueron sustancialmente mas bajos que los valores de TP obtenidos por
otros autores en ratones, los cuales sitlan los valores de TP entre 13,8 y 16,4 segundos (Palm
y cols. 1997). Ante la diferencia observada en el TP, y puesto que los ratones utilizados en
ese estudio eran de genotipo CD-1, mientras que los nuestros eran de genotipo hibrido,
decidimos utilizar los datos de INR, que permite normalizar los resultados
independientemente de la técnica utilizada. Asi, el INR mostréd la misma tendencia que el TP,
pero sin mostrar diferencias estadisticamente significativas entre los animales skng y los WT.
Por otro lado, los valores obtenidos variaban entre 0,9 y 1,1, lo que sitla a nuestras medidas

dentro de los limites propuestos para el INR (0,8-1,2) (Figura 27B).
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Figura 27. Tiempo de protrombina e INR. A) Tiempo de protrombina. B) INR (International

Normalized Ratio). N= 7 ratones WT y 8 ratones sEng. Se representa la media y su error

estandar. Los datos se comparan mediante u-Mann-Whitney. También se representan los
limites descritos para el tiempo de protrombina y el INR mediante dos lineas discontinuas

rojas y flechas.

2.3.d. Agregacion plaquetaria
Otro de los mecanismos que quisimos evaluar si se encontraba alterado en los ratones

skng, y que podria explicar los resultados obtenidos en el analisis del sangrado de los
ratones, fue la agregacion plaquetaria in vivo. Para evaluar este parametro, nos
aprovechamos de que en un hemocitometro se pueden medir el nimero de plaquetas
libres presentes en la sangre. Al tratar a los animales con un activador de la agregacion
plaquetaria (en este caso colageno y adrenalina) se produce activacion y agregacion

plaquetaria, produciéndose trombos y una reduccion del nimero de plaquetas libres totales.

En primer lugar, se extrajo sangre de la yugular (muestra basal) para determinar el
numero de plaguetas de cada animal antes de inducir la agregacion plaquetaria. Una vez
extraida la muestra basal, se inyectd una solucion de colageno y adrenalina, agonistas de la
activacion plaquetaria, y se dejo actuar y difundir por el torrente sanguineo durante 3
minutos, tiempo tras el cual se extrajo otra muestra de sangre (muestra col/adre), donde se

valoré el numero de plaquetas que quedan libres tras la agregacion plaquetaria inducida.

El primer paso en el analisis de los datos fue comprobar que no existian diferencias entre
el recuento plaquetario basal de los animales skng y los animales control, tal y como
hablamos observado anteriormente (Figura 28). Una vez que se comprobd que los
resultados basales eran consistentes con los anteriormente descritos, se comprobd que los
agonistas realmente habian surtido el efecto esperado, produciendo una reduccion en el

nimero de plaquetas. Se observd que los agonistas produjeron un descenso de,
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aproximadamente, un 50% en el recuento plaquetario y no se observaron diferencias entre
ambos genotipos, sEng y WT (Figura 28), lo que nos indica que no hay una alteracion en la

susceptibilidad de las plaquetas a ser activadas en los ratones sEng.

Numero de plaquetas tras coagulacion con Colageno/Adrenalina

1000 r n.s —

Bl Basal
Bl Col/Adre

800

Plaquetas (10%/uL)

WT sEng
Figura 28. Trombocitopenia intravascular inducida por colageno y adrenalina. Se

representa el nimero de plaquetas basales y 3 minutos después de inyectar una solucion
de colageno/adrenalina en ratones skng y WT. N= 8 ratones WT y 7 ratones skng. Se
representa la media y su error estandar. Los datos se comparan mediante ANOVA de

doble via. Significacion estadistica: ***p<0,001; n.s = no significativo.

2.3.e. Formacion y estabilizacion de trombo
Otro de los pasos clave en la hemostasia que quisimos analizar fue la estabilizacion del

trombo una vez que se ha formado. Una alteracion en la union de las plaquetas, y por ende
del trombo, al endotelio o una estabilizacion inadecuada del trombo puede ocasionar que
dicho trombo se libere 0 no ocluya la herida adecuadamente. Esto serfa compatible con lo
observado en el tiempo de sangrado, donde los animales SEng presentaban mayores
rebrotes de la hemorragia. En este sentido, tal y como se ha descrito anteriormente, parece
que la unién entre las integrinas (principalmente allbB3) y endoglina de membrana juegan

un papel crucial en la union y estabilizacion del trombo (Bennett 2005; Rossi y cols. 2017).

Con estos antecedentes se planted la hipotesis de que skEng podria ser capaz de inhibir
las correctas uniones entre las integrinas y la endoglina de membrana, desestabilizando las
uniones entre el trombo y el endotelio. Esta desestabilizacion inhibiria la correcta
hemostasia, produciéndose cierres incompletos de la herida e, incluso, la liberacion del

trombo y rebrotes del sangrado.
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Para abordar esta hipotesis, se recurrié a un modelo de trombosis arterial inducido por
cloruro férrico. Este modelo de trombosis es una técnica experimental que permite evaluar
tanto el tiempo de formacion de un trombo, como la estabilizacion del mismo. Esta técnica
consiste en producir un dafio endotelial localizado mediante la utilizacion de un compuesto
quimico, el cloruro férrico, que induce dafio endotelial a través de la formacion de especies
reactivas de oxigeno, hecho por el cual se produce un incremento de la adhesion
plaquetaria al endotelio y la formacion de trombos oclusivos ricos en plaguetas (Denis y
Wagner 2007).

Los ratones fueron anestesiados y se les colocd una sonda que registra el flujo a través
de la carotida. Una vez estabilizado el flujo, se aplico el cloruro férrico durante 3 minutos, y

se registraron los datos durante 30 minutos.

Para llevar a cabo el anélisis de los datos, estos fueron expresados como porcentaje de
flujo, para lo cual se establecié el 100% de flujo como la media aritmética del flujo en los 100

primeros segundos, antes de la aplicacion del cloruro férrico. A partir de este valor, se
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calculé el valor porcentual para cada momento del experimento (1.800 sequndos).

Puesto que, por las caracteristicas de la técnica, se podia registrar cierta sefial aun
cuando se habia producido el cierre completo del vaso, se establecid considerar cierre

completo cuando el porcentaje de flujo fuera inferior al 10% del flujo inicial.

Con la normalizacion de los datos siguiendo estas dos consideraciones previas, en
primer lugar se realizd un andlisis cualitativo de los resultados. Para ello, se representd
graficamente el porcentaje de flujo en cada instante del tiempo y para cada raton. Este tipo
de representacion mostré que el flujo de los animales WT era bastante estable, donde se
producia un descenso bastante pronunciado del flujo en un momento dado (especifico para
cada ratén) que continuaba hasta el cese completo del flujo, y que no se solia recuperar
(Figura 29A). En cambio, las curvas que describfan el comportamiento del flujo de los
ratones sEng era mas cadtica, con caldas y recuperaciones del flujo bastante frecuentes,
aunque una vez cesado absolutamente el flujo, no se volvia a recuperar (Figura 298B). A

partir de cada una de estas curvas se calculd el area bajo la curva.

Puesto que parecia existir bastante disparidad entre los resultados de los animales de
cada genotipo, se realizd una curva promedio, con el fin de evidenciar graficamente si

existian diferencias entre ambos genotipos en momentos clave, como podrian ser los
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momentos en el que empieza a descender el flujo y cese total del flujo o variaciones en la
dinamica de cierre (que evidencian la formacion del trombo). Esta representacion de la
curva promedio mostré que, aunque el comportamiento general era muy similar en ambos

genotipos, tanto al inicio de la caida del flujo (90-70%) como al final (20-0%) la caida del

flujo era menos pronunciada en los animales sEng que en los WT (Figura 29C).
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Figura 29. Medicién de flujo y formacién de trombo por medio de cloruro férrico. Se
representan los datos como porcentaje, donde el 100% se corresponde con el flujo
promedio de los 100 segundos primeros, antes de empezar el experimento. A)
Representacion de curvas tipo de 3 animales WT. B) Representacion de curvas tipo de 3

animales endoglina soluble. C) Representacion del flujo medio de todos los ratones. N= 18

ratones WT y 12 ratones sEng.

Por otro lado, quisimos hacer un analisis mas pormenorizado de los datos obtenidos.
Uno de los parametros evaluados fue el tiempo que tardaba en producirse el primer cese
total del flujo a través de la cardtida. Se observd que este cese total del flujo se producia en
torno a los 500 segundos de haber puesto el primer papel con cloruro férrico. Ademas, este

resultado era igual en ambos genotipos (Figura 30A). También se observé que, una vez que
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se producia este cese total del flujo, la mayoria de los animales no experimentaban ningdn

restablecimiento del flujo, lo que indica que este cierre era bastante estable (Figura 30C).

Otra variable que se quiso analizar para cuantificar la evolucion de la formacion del
trombo fue el area bajo la curva que describe el comportamiento del flujo a lo largo del
tiempo. Este parametro fue calculado como el promedio de las areas bajo la curva de cada
raton. Puesto que habiamos observado un flujo mas cadtico en los animales sEng,
esperabamos observar diferencias en este parametro. En cambio, los valores del area bajo la
curva promedio eran similares entre ambos grupos, aunque es cierto que el area bajo la
curva de los animales sEng era ligeramente superior al area que presentaban los animales
WT (Figura 29B).
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Figura 30. Anélisis cuantitativo de la curva descrita por el flujo de la carétida. A) Tiempo hasta el
primer cese total del flujo. Estos datos comprenden desde el momento en el que coloca el primer
papel con cloruro férrico hasta que el flujo alcanza valores inferiores al 10% durante un tiempo
superior a 15 segundos. B) Area bajo la curva. Calculada a partir de cada area bajo la curva de
cada uno de los animales. C) Reapertura tras cierre total. Se representa el porcentaje de animales
que recupera el flujo tras un cierre total superior a 15 segundos. N= 18 ratones WT y 12 ratones
sEng. Los datos de los graficos A y B se representan como la media y su error estandar,
comparandose mediante t-Student para muestras no pareadas. Los datos de la gréafica C se

representan como porcentaje, comparandose mediante la prueba exacta de Fisher.
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Con el fin de cuantificar todos aquellos eventos en los que se observaba una reduccion
significativa del flujo que se recuperaba subitamente, para volver a disminuir
paulatinamente, se decidid establecer un nuevo parametro, al que se denomind como
“cierre parcial”. Para el calculo de esta nueva variable se tuvieron en cuenta todos los
eventos de reapertura que, entre el valor de flujo en el instante anterior a la reapertura y
valor de flujo tras la reapertura presentaran una diferencia de, al menos, el 20% del flujo
total (Figura 31). Estas reaperturas tras cierre parcial dan idea de inestabilidad en el proceso
de formacion y estabilizacion del trombo, ya que representan ciertos movimientos o
desprendimientos del trombo, permitiendo el paso de la sangre a través de la herida o,

como en este caso, a través de la cardtida.
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Figura 31. Curva modelo de cierre parcial en la medicién de flujo y formacién de trombo.
En esta grafica se muestra lo que se ha considerado un cierre parcial. Como se puede ver,
al principio se produce una caida continua del flujo, que subitamente vuelve a

incrementarse en, al menos, un 20% del flujo, para acto seguido continuar descendiendo.

Cuando se analizaron los resultados obtenidos, observamos que mas del 70% de los
ratones sEng presentaban eventos de reapertura, una vez empezada la formacion del
trombo. En cambio, menos del 40% de los animales control presentaba alguno de estos
eventos (Figura 32A). Ademas, cuando consideramos el promedio de eventos de reapertura
de todos los animales observamos que los animales sEng mostraban un mayor nimero de

eventos que los animales WT (Figura 32B).
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Estos eventos de reapertura podrian ser debidos a dos posibles razones. La primera es la
hipotesis de partida, es decir que skEng sea capaz de alterar la formacion y estabilizacion del
trombo. La segunda posibilidad es que los animales sEng presentaran un mayor flujo a
través de la cardtida, ya que algunos autores han relacionado la presencia de sEng con un
incremento en la presion arterial (Venkatesha y cols. 2006; Valbuena-Diez y cols. 2012). Para
comprobar esta segunda hipotesis, se compard el promedio de los valores de flujo de los
100 primeros segundos (los mismos que se utilizaron para establecer el 100% de flujo). De
esta forma se observd que los animales sEng presentaban un flujo sanguineo
significativamente menor que los animales WT (Figura 32C). Estas diferencias en el flujo
seran probablemente debidas a la manipulacion experimental, pero demuestran que los

eventos de reapertura no pueden ser debidos al flujo. En su conjunto, estos resultados

A Ratones que sufren reapertura tras cierre parcial (>20%)
100 Hl Apert.
o *k%k [7,)
80- I 1 1 No Apert. o
S E
< 1 pu
8 60 S
c "
] 1 g
T 40-
xr |
204
0-
B WT ¢ sEng
20 Promedio de reaperturas tras cierre parcial (>20%) Flujo inicial de las carétidas (promedio de 100 segundos)
! * *kk
§ T U 1
3 —
g 15 §
s 3
g 1.0 f
= =)
2 r
2 0.5
[}
x
0.0- 0.0-
WT sEng WT sEng

Figura 32. Andlisis de las aperturas tras cierre parcial y flujo sanguineo inicial. A) Porcentaje de
ratones que sufren, al menos, un evento de reapertura tras cierre parcial. Se representa el
porcentaje de ratones que sufren una caida del flujo de al menos 20% y que se recupera de
forma subita. B) Promedio de reaperturas tras cierre parcial. Se muestra el promedio de eventos
de reapertura de todos los animales. C) Flujo sanguineo inicial. Se calcula como el promedio de
los valores de flujo absolutos de los 100 primeros segundos. N= 18 ratones WT y 12 ratones skng.
skng. Los datos del gréfico A se representan como porcentaje, comparandose mediante la
prueba exacta de Fisher. Los datos de las graficas B y C se representan como la media y el error
estandar de la media, comparandose mediante t-Student para muestras no pareadas.

Significacion estadistica: *p<0,05. ***p<0,001.
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demuestran que skng es capaz de alterar la formacion y estabilizacion del trombo, 1o que
produce un cierre ineficaz de la herida y que conduce a un incremento en el tiempo y en la

cantidad del sangrado.

2.4. Presion arterial y endoglina soluble

El rasgo mas caracteristico y el principal factor para el diagnéstico de la preeclampsia es
el incremento de la presion arterial durante el tercer trimestre de la gestacion en mujeres
gue previamente no mostraban elevacion de la PA. Aun asi, la preeclampsia no es la Unica
patologia de la gestacion que cursa con incremento de la PA, de ahi la importancia de los
demas sintomas clinicos analizados (The American College of Obstetricians and

Gynecologists y cols. 2013).

Por otra parte, se ha descrito la relaciéon entre el incremento de la PA y la sEng
(Venkatesha y cols. 2006; Valbuena-Diez y cols. 2012). En esta linea, se ha propuesto que
sEng inhibe la biodisponibilidad de NO inducida por TGF-B, lo que produce un incremento
de la PA (Venkatesha y cols. 2006, Lopez-Novoa y Bernabeu 2010). Sin embargo, el

mecanismo a traves del cual sEng produce hipertension no esta claro aun.

2.4.a.Presion arterial basal y en gestacion
A pesar de todas las evidencias que sefialan la relacion entre la sEng y la hipertension,

quisimos comprobar si la sobreexpresion de sEng en nuestro modelo animal era capaz de
inducir un incremento de la PA. Para comprobarlo, se midio la PA de los ratones mediante
la técnica de la medicion en cola por pletismografia, tras haber sido sometidos a un periodo
de adaptacion previo. Al analizar los resultados, se observd que los animales sEng
presentaban unos niveles de presion arterial sistélica en torno a 120 mmHg, frente a los

Unicamente 106 mmHg que presentaban los animales control (Figura 33A).

Una vez que se comprobd que skng era capaz de generar un aumento de la PA en
nuestro modelo de ratén, quisimos comprobar si este efecto se repetia en otros modelos
animales asociados a la gestacion. Por un lado, se midio la PA basal de hembras sEng y WT,
y a continuacion se pusieron en cruce, midiendo la PA durante la gestacion. Al analizar los
resultados observamos que la PA basal de las hembras sEng se situaban en torno a 121
mmHg, mientras que las hembras control solo mostraban unos valores de 108 mmHg
(Figura 33C). Ademas, al ponerlas en cruce y medir la PA durante la gestacion, tantos los

valores de PA de las hembras control como de las hembras sEng se mantuvieron en valores
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similares a lo observado con la PA basal (Figura 20-C). Por otro lado, se cruzaron hembras
hibridas con machos sEng o con machos WT. En este modelo, la sEng no proviene de la
hembra, sino del feto, por lo que resulta un modelo mas cercano a la preeclampsia. Cuando
se analizaron los resultados, observamos que las hembras puestas en cruce con machos
control, presentaban unos niveles de presion arterial sistolica (PAS) de 106 mmHg (Figura
33B), similares a los niveles que presentaban los animales WT del primer experimento
(Figura 33A). Por otro lado, las hembras que se cruzaron con machos sEng, y que por lo
tanto portaban fetos sEng positivos, presentaban unos niveles de PAS de 123 mmHg (Figura
33B), que no solo eran muy superiores a los de las hembras cruzadas con machos control,
sino que eran, incluso, superiores a los valores de los propios animales skng. Este resultado
demostrd que sEng es capaz de producir hipertension por si sola tanto en un modelo de
sobreexpresion sistémica como en un modelo mas localizado en la placenta y cercano a lo

que ocurre en preeclampsia.
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Figura 33. Presion arterial sistélica basal y en gestacion. A) Presion arterial sistolica medida
en cola. N= 11 ratones WT y 11 ratones skng. B) Presion arterial sistolica medida en cola de
hembras hibridas gestantes, puestas en cruce con machos WT o skng. N= 9 ratones WT y
10 ratones skng. C) Presion arterial sistolica basal y en gestacion de hembras WT o skng
puestas en cruce con machos control. N= 9 ratones WT y 10 ratones skng. Se representa la
media y su error estandar. Los datos de la grafica A se comparan por medio de u-Mann-
Whitney. Los datos de las graficas By C se comparan mediante t-Student para muestras no

pareadas. Significacion estadistica: *p<0,05,***p<0,001.
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2.4.b.Efecto vasomotor de endoglina soluble
Puesto que se habia comprobado que sEng ere capaz de inducir hipertension por s

misma, nos plantemos la hipotesis de que skEng fuera capaz de producir este efecto
mediante la interaccion directa con el endotelio vascular. Para comprobar esta hipétesis, se
recurrié a ensayos ex vivo, utilizando anillos de aorta como material biolégico. Este tipo de

técnicas son muy utilizadas en estudios de vasomotricidad inducida por diferentes agonistas.

Para analizar el efecto directo de sEng sobre los vasos, se incubaron los anillos de aorta
normalizados con una concentracion de 250 ng/mL de endoglina recombinante humana,
registrando continuamente la tension producida por el anillo de aorta. Tras una incubacion
de 20 minutos, no se observd ningun tipo de diferencias en la tension de los anillos (datos

no mostrados).

Puesto que no hablamos observado ningun tipo de efecto directo, se planted la hipotesis
de que, quiza, sEng era capaz de modular la respuesta vasomotora de algun agonista, ya
fuera disminuyendo el efecto vasodilatador o potenciando el efecto vasoconstrictor de

diferentes tipos de sefiales.

Con el fin de comprobar si la endoglina soluble era capaz de potenciar el efecto de
sefiales vasoconstrictoras, se analizd la respuesta de los anillos de aorta, incubados con
endoglina, ante un estimulo vasoconstrictor con potasio. El potasio no es un agonista per se,
sino que induce la contraccion muscular al modificar el potencial de accion. Aun asi, el
potasio produce una contraccibn maxima, por lo que se utilizd con la intencion de
comprobar si endoglina era capaz de modificar la respuesta contractil méaxima. Al analizar
los resultados de contraccion inducida por potasio se observd un grado de contraccion
similar, tanto en anillos incubados con endoglina, como en aquellos incubados con el
vehiculo, sugiriendo que endoglina no es capaz de incrementar la capacidad de contraccion

de los vasos (Figura 34A).

El siguiente paso fue comprobar si endoglina era capaz de potenciar el efecto constrictor
de fenilefrina (PE). En este caso se realizd una curva de contraccion dosis-respuesta con PE
en anillos incubados con endoglina o con el vehiculo, donde no se observaron diferencias
en ambas curvas (datos no mostrados). Aun asi, quisimos analizar el efecto de skEng al tratar

los anillos con una dosis subméxima de PE, en concreto 10° M. La utilizacién de esta dosis
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se debid a que es una dosis bastante alta, capaz de producir una contraccion cercana al
100%, y que fue la dosis utilizada para los posteriores estudios de relajacion. Asi, cuando se
normalizaron los resultados de la contraccién con PE respecto a la contraccion con potasio
durante la normalizacion, se observo que los anillos incubados con endoglina presentaban
un 20% menos de contraccion que los anillos incubados con el vehiculo, aunque las
diferencias no fueron significativas (Figura 34B). Estos resultados eran contrarios a lo
esperado, ya que la endoglina no solo no potenciaba el efecto vasoconstrictor, sino que lo
inhibfa parcialmente. Una vez observado que endoglina soluble no producia ningun efecto
claro sobre la contracciéon, nos planteamos analizar su efecto sobre la relajacion. Estos
estudios se realizaron incubando previamente los anillos en presencia de sEng o del

vehiculo, para posteriormente inducir una contraccion submaxima con PE (10°M).

El primer agonista sobre el que se quiso analizar el efecto de skng fue la Ach. Este

agonista produce vasodilatacion dependiente del endotelio, ya que estimula la producciéon
de NO por parte de las células endoteliales. Se realizd una curva dosis-respuesta a

concentraciones crecientes de Ach. A partir de estos resultados se calculo la dosis efectiva
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50 (EC50), que es una medida muy utilizada para comprobar la potencia de diferentes

moléculas. Al analizar los resultados, se observd la EC50 de la Ach era similar entre los
anillos incubados con endoglina y los anillos incubados con el vehiculo, lo que demuestra
que en este modelo, sEng no inhibe el efecto de la vasodilatacion dependiente de endotelio
(Figura 340Q).

Por Ultimo, se quiso comprobar si sEng era capaz de potenciar el efecto vasodilatador de
agonistas no dependiente de endotelio. Para ello se utilizd NTP, que es un donador de NO,
y por lo tanto su efecto es independiente del estado y funcion del endotelio. Para el analisis
de este agonista, se calculd el porcentaje de relajacion que se producia al afiadir una dosis
subméaxima de NTP (10 M), en anillos precontraidos con PE e incubados con sEng o con
vehiculo. Asi, los resultados de relajacion que se obtuvieron fueron muy préximos al 100%
de relajacion respecto a la contraccion que indujo la PE (Figura 34D). Ademas, el porcentaje
de relajacion fue independiente de que el anillo estuviera incubado con endoglina o con el
vehiculo, lo que demuestra que endoglina soluble no es capaz de inhibir el efecto

vasodilatador no dependiente de endotelio.



122

Luis Gamella Pozuelo

A Respuesta contracturante con potasio B Contraccién producida por PE respecto potasio
-1 100 I

5
£ 4 & 80-
g | 5
.6 3_ -6 60-
o Q
® g
= 2 = 404
c < c
3 3
(&S] 14 204

0- 0-

Control sEng Control sEng

C  Concentracion Ach para 50% relajacion en anillos contraidos (PE) D Relajacién producida por NTP (104 M)

< g 80+
o c
3 :g 60+
3 S
(&) 3 40+
w &
20+
0
Control sEng Control sEng

Figura 34. Estudio del efecto vasomotor de la endoglina. Anillos incubados con 250 ng/mL
de skng o con el vehiculo (control) A) Grado de contraccion en anillos de aorta como
respuesta a potasio. N= 6 arterias control y 6 arterias sEng. B) Porcentaje de contraccion
producido por PE (10°° M) en anillos de aorta. Estos valores son referenciados respecto a la
contraccion media obtenida con el potasio en el proceso de normalizacion. N= 6 arterias
control y 6 arterias skng. C) Concentracion efectiva 50 para la acetilcolina en anillos pre-
contraidos con PE (10’6 M). N= 6 arterias control y 6 arterias skng. D) Porcentaje de
relajacion producido por NTP (10 M) en anillos contraidos con PE (10’6 M). Estos valores
son referenciados respecto a la contraccion producida por la PE en cada anillo. N= 6
arterias control y 6 arterias Eng. Se representa la media y su error estandar. Los datos de
gréfica A se comparan mediante t-Student para muestras no pareadas. Los resultados de B,

Cy D se comparan mediante u-Mann-Whitney.

2.4.c. Papel de BMP-4 en la hipertension asociada a altos niveles de endoglina soluble
Habiamos comprobado que skEng era capaz de inducir hipertension in vivo en dos

modelos animales, pero seguiamos sin conocer el mecanismo por el cual sEng era capaz de
inducir hipertension. Por un lado, habfamos demostrado que sEng, por si sola, no era capaz
de producir ningun efecto vasomotor, y que tampoco era capaz de modificar el efecto de

diferentes agonistas vasomotores sobre el vaso. Por otro lado, estudios realizados en el
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laboratorio y llevados a cabo en paralelo, demostraron que sEng no era capaz de modificar
ninguno de los mecanismos hormonales del control de la presion arterial, como el sistema

renina-angiotensina-aldosterona, catecolaminas, etc.

Con todo esto, hipotetizamos que debia existir una molécula mediadora entre el efecto

de la sEng y la hipertension.

Por otra parte, estudios recientes de expresion proteica y analisis del secretoma
realizados en el laboratorio del CIB en Madrid, mostraron que, entre las proteinas que veian
incrementada su expresion por accion de skng, se encontraba BMP-4. Curiosamente, se
habia descrito previamente que BMP-4 es capaz de producir un incremento de la presion
arterial, asociado a un incremento del estrés oxidativo (Wong y cols. 2013). Asi, BMP-4

estimularfa la produccion de superdxido por parte de la NADPH oxidasa vascular, y la

produccion de ROS, con la consecuente disfuncion endotelial (Miriyala y cols. 2006; Wong y

cols. 2010; Wong y cols. 2013).

Con estos antecedentes, nos planteamos la hipodtesis de que skEng produce un
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incremento de la expresion de BMP-4, que a su vez produce un incremento del estrés

oxidativo y disfuncion endotelial, produciendo la hipertension.

2.4.ci. Estudio en células
El primer paso fue confirmar que realmente skng era capaz de inducir un incremento de

BMP-4. Para ello, se trataron células HUVECs con diferentes concentraciones de skEng (40,
100 y 500 ng/mL) ademas del control, que fue incubado con el correspondiente vehiculo.
Sobre estas células se midieron los niveles de mRNA de BMP-4. Asi, se observé que los
niveles de expresion de BMP-4 aumentaban cuando las células eran tratadas con skEng,
aunque este incremento solo fue significativo al utilizar concentraciones superiores a 100

ng/mL (Figura 35A).

El siguiente paso fue analizar si este incremento de la expresion de mRNA se traducia en
una mayor secrecion de BMP-4 al medio. Esto se determind utilizando un kit especifico de
ELISA para la deteccion de BMP-4 humano, analizando con ello el sobrenadante de los
cultivos celulares incubados con skng a las concentraciones de 40, 100 y 500 ng/mL. Los
datos se normalizaron frente al control, y se observo que la expresion proteica de BMP-4 en
las células tratadas con sEng se situaba en torno a 1,4 veces superior que las células control,

mostrando una significacion estadistica a la concentracion de 100 ng/mL (Figura 35B).
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Estos resultados corroboraron la hipotesis de que sEng es capaz de inducir la expresion y
la liberacion de BMP-4, lo que postula a esta molécula como un firme candidato a mediar

en el efecto de la sEng sobre la hipertension.
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Figura 35. Expresion de BMP-4 en células. A) Niveles de expresion genica de BMP4 en
HUVECs tratadas con concentraciones crecientes de sEng. Los valores han sido
normalizados frente a los valores del control. n=5. B) Niveles de proteina BMP4 secretada
al medio tras tratar las HUVECs con sEng. Los valores han sido normalizados frente al
control. n=4. Se representa la media y su error estandar. Los datos de la grafica A has sido
comparados mediante ANOVA de una via, utilizando como post-test el test de Dunnet. Los
datos del panel B han sido comparados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, utilizando el

test de Dunn como post-test. Significacion estadistica: *p<0,05,**p<0,01.

2.4.cii. Estudios in vivo
Una vez comprobado el efecto de sEng sobre la expresion de BMP-4 en células

endoteliales, el siguiente paso que se siguid fue verificar que estos efectos se producian
también en los animales. Asi, la hipdtesis de trabajo era que los elevados niveles de skEng
presente en nuestros animales transgénicos producirfa un incremento en la expresion de
BMP-4.

2.4.c.ii. Efecto de sEng sobre la expresion de BMP-4 in vivo
El primer paso fue evaluar, mediante ELISA, los niveles plasmaticos de BMP-4 tanto en

los animales que sobreexpresan sEng como en los animales control. Se observd que los
ratones sEng presentaban unos niveles de BMP-4 en plasma en torno a 25 ng/mL, frente a
los 15 ng/mL que presentaban los animales control (Figura 36A). Ademés, estas diferencias

mostraban una fuerte significacion estadistica.
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Esto indicaba que, al igual que se habia observado en células endoteliales en cultivo, la

sobreexpresion de sEng induce un incremento en los niveles de BMP-4 circulantes.

Con objeto de profundizar en esta regulacion, se analizo si skng era capaz de modificar
la expresion de BMP-4 en diferentes organos. Para llevar a cabo esta comprobacion, se
escogieron dos 6rganos que muestran un alto nivel de expresion de BMP-4 en individuo
adulto, como son el estbmago y el duodeno. Ademas, se incluyd el pulmoén por dos
razones, primera porque es un organo con bastante expresion de BMP-4, y segunda
porque presenta una gran cantidad de endotelio, lo que nos permitiria ver el posible efecto

directo de sEng en la expresion de BMP-4 por el endotelio (v17.proteinatlas.com 2017).

En un primer experimento, se midié la expresion génica de BMP-4 tanto en pulmon,
como estdmago y duodeno de los animales sEng, comparandolos con la expresion en los
animales control. Esta valoracion se realizd mediante gRT-PCR, utilizando como referencia el
RNA ribosémico 18S. Los resultados se normalizaron frente al RNA 18S mediante el método
2-AACt, y también frente a la expresion de los animales control. Al analizar los resultados, se
observo que la expresion génica de BMP-4 era casi 2 veces mayor en los animales sEng que
en los animales control, siendo estas diferencias altamente significativas (Figura 36B). En el
mismo sentido, tanto la expresion de BMP-4 en estbmago como en duodeno mostraron
unos niveles cercanos a 2,5 veces la expresion de los animales control, siendo también

altamente significativas estas diferencias (Figura 36C y 36D).
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Figura 36. Niveles plasmaticos y de expresion genética de BMP-4. A) Niveles plasmaticos
de BMP-4 circulantes en plasma. N= 6 ratones WT y 5 ratones skng. B) Niveles de
expresion de mRNA de BMP-4 en pulmén. N=7 animales para en ambos genotipos. C)
Niveles de expresion de mRNA de BMP-4 en duodeno. N= 7 ratones WT y 8 ratones skEng.
D) Niveles de expresion de mRNA de BMP-4 en estomago. N= 5 ratones WT y 7 ratones
sEng. Los resultados de las gréficas B, C y D se expresan normalizados, utilizando como
control interno de la gRT-PCR la expresion de RNA ribosémico 18S. Se representa la media
y su error estandar. Los datos de la grafica A han sido comparados mediante u-Mann-
Whitney. Los datos de las graficas B, C y D han sido comparados mediante t-Student para

muestras no pareadas. Significacion estadistica: ***p<0,001.

2.4.ciii. Patron de expresion tisular de BMP-4 en ratones sEng y WT.
Una vez observado que los animales skEng presentaban un mayor grado de expresion

génica de BMP-4, se decidi¢ analizar el patron de localizacion de la proteina en cada uno
de los 6rganos estudiados. Es de resaltar que aunque la expresion tisular de BMP-4 se ha
descrito en humanos (v17.proteinatlas.com 2017), la informacion sobre el patron de

expresion en tejidos de raton es escasa. Un objetivo adicional de esta aproximacion era
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comprobar si la sobreexpresion de sEng, ademas de incrementar la expresion de BMP-4, era

capaz de madificar su patron de expresion dentro del tejido.

Para esta aproximacion, se obtuvieron muestras de pulmoén, estbmago y duodeno de
ratones sEng y WT. Estas muestras se fijaron en formaldehido, se incluyeron en parafina
para el corte, y posteriormente se tifieron con un anticuerpo especifico anti-BMP-4. El
revelado de esta tincion se realizd mediante diaminobencidina, y se utilizé hematoxilina

como tincidn de contraste.

Tras hacer una inspeccion general de las muestras a pocos aumentos, no se observaban
grandes diferencias entre el patron de tincion de los érganos controles respecto a los
organos de animales que sobreexpresaban sEng. Posteriormente, se realizd un analisis mas

pormenorizado de las muestras, utilizando para ello el objetivo de 20 aumentos (x20).

En pulmon, se pudo observar como el patron de expresion de BMP-4 se situaba en la
lamina basal del arbol bronquial, asi como en la pared de los vasos sanguineos y en
macréfagos pulmonares. El resto del tejido pulmonar no mostraba tincion para BMP-4. Este
patron de expresion era igual en ambos genotipos, no observandose diferencias entre los

que sobreexpresaban sEng y los animales WT (Figura 37 Pulmaon).

En el caso del duodeno, el grado de tincion que se observaba era mucho mayor que en
pulmodn, lo que parecia concordar con lo observado por gRT-PCR. Dentro de este 6rgano,
se observd una gran cantidad de tincion en las células del epitelio intestinal, siendo maés
patente hacia la zona apical de las células, quiza debido a la localizacion basal de los
nucleos, algo caracteristico de este tipo celular. El resto de la pared intestinal mostraba una
tincibn mas escasa. En este caso, tampoco se observaron diferencias en el patron de

expresion como efecto de la sobreexpresion de sEng (Figura 37 Duodeno).

En el caso del estbrmago, se observo una tincion de BMP-4 menos intensa que en el caso
del duodeno. Esta tincion se centraba, sobre todo, en las células que recubren la parte
apical de la mucosa. Ademas, se observé tincion en la lamina muscularis mucosae, aunque
de menor intensidad que en el resto. En este caso, tampoco se observaban diferencias entre

ambos genotipos (Figura 37 Estbmago).
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La gran cantidad de tincién que se observaba en los animales WT, sumada a la propia
naturaleza cualitativa de la técnica utilizada, no permitieron la cuantificacion exacta de la
expresion de BMP-4. Por tanto, no se pudieron observar las diferencias como las obtenidas

de los estudios del mMRNA de BMP-4 en los mismos tejidos.

Pulmén

Duodeno

Estomago

Figura 37. Inmunohistoquimica de BMP-4 en pulmén, intestino y estbmago. Muestras de
pulmon, intestino y estbmago fijadas e incluidas en parafina fueron tefiidas con anti-BMP-
4, con un anticuerpo secundario unido a peroxidasa, y con DAB para revelar la presencia
del antigeno (color marréon). Como tincion de contraste se utilizd hematoxilina (color azul).

Las imagenes fueron tomadas a 20x.

24.civ. Efecto mediador de BMP-4 en la respuesta hipertensora de endoglina
soluble.
Una vez comprobado que sEng es capaz de producir un incremento de los niveles de

BMP-4, y basandonos en lo descrito sobre el efecto de BMP-4 y la hipertension, quisimos

comprobar si BMP-4 estaba involucrada en el aumento de presion arterial producido por
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skng. Para comprobar esta relacion entre la sEng, el BMP-4 vy la hipertension, nos

propusimos bloquear BMP-4 en los animales sEng, para ver si asi la hipertension remitia.

Noggin es una glicoproteina homodimérica de 64 kDa de peso molecular, conocida por
ser un regulador de BMPs y, en concreto, de BMP-4, al que se une y secuestra (Hirsinger y
cols. 1997; Krause y cols. 2011). Por tanto, decidimos utilizar noggin para bloquear el efecto
de BMP-4, y corroborar asi si era efectivamente, el mediador en el efecto hipertensor de
skng. Para llevar a cabo los experimentos se gener® un lote de 7 animales de cada
genotipo. Tras un periodo de acostumbramiento, se midid la presion arterial en cola de
todos los animales durante varios dias. Una vez que se obtuvieron los datos de todos los
animales, se compararon los resultados de los animales control con los animales sEng,
comprobando que, efectivamente, los animales con sEng presentaban mayor presion

arterial (Figura 38A).

Una vez comprobada la presion arterial, se implantaron bombas osmaticas con noggin o
con el vehiculo, tanto en animales sEng como animales control. En los dias siguientes a esta

implantacion, se continud midiendo la presion arterial de los animales.

Al analizar los resultados, se observé que ya aparecian diferencias entre los dos grupos a
dia 2 post-implantacion (datos no mostrados). A dia 4, se observd que los animales que
portaban bombas osmdticas con el vehiculo presentaban niveles de PA ligeramente
superiores a los observados durante la medida de la PA basal. Aun asi, los animales sEng
continuaban mostrando unos niveles de PA significativamente superiores a los animales
control. Al comparar los animales que portaban bombas con vehiculo con los animales que
portaban las de noggin, se observd que se producia una reducciéon muy significativa de los
valores de PA en el grupo tratado con noggin, siendo mucho mayor el descenso en los
animales sEng. Esto hizo que las diferencias en la PA existentes entre ambos genotipos

desaparecieran completamente al tratarse con noggin (Figura 38B).

Los resultados a dia 7 post-implantacion seguian mostrando el mismo patron que a dia 4

(resultados no mostrados).
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Presion arterial basal Presién arterial de los ratones a dia 4 post-implantacion
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Figura 38. Presion arterial basal y con administracion de noggin o vehiculo. A) Presion
arterial basal de los ratones antes de implantar la bomba con noggin o vehiculo. N= 7
ratones WT y 7 ratones skng. B) Presion arterial de los ratones cuatro dias después de
implantar la bomba. N= 4 ratones WT con noggin y 3 ratones WT con vehiculo; N= 4
ratones sEng con noggin y 3 ratones sEng con vehiculo. Se representa la media y su error
estandar. Las barras verdes representan los ratones skng, mientras que las barras magenta
representan los ratones WT. Los datos de la grafica A han sido comparados mediante u-
Mann-Whitney. Los datos de la grafica B han sido comparados mediante ANOVA de doble

via utilizando el test de Tukey como post-test. Significacion estadistica: ***p<0,001.

Al analizar los niveles plasmaticos de BMP-4 en los animales que portaban la bomba con
vehiculo, se observd de nuevo que los animales sEng presentaban mayores niveles de BMP-
4 que los animales WT. En cambio, al fijarnos en los animales tratados con noggin,
observamos que los niveles plasmaticos de BMP-4 en ambos genotipos son muy similares y
que ademas se correlacionan con los niveles de BMP-4 de los animales WT con vehiculo
(Figura 39A). Estos resultados demuestran que noggin es capaz de reducir el aumento de

los niveles plasmaticos de BMP-4 inducidos por sEng.

Por otro lado, al analizar los niveles plasmaticos de sEng humana (que es la proteina que
sobreexpresan los animales sEng), observamos que no modifican por la presencia de
noggin, mostrando los mismos niveles tanto al tratar a los animales sEng con el vehiculo

como al hacerlo con noggin (Figura 39B).
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En su conjunto, todos estos resultados demuestran que sEng produce hipertension a
través de la mediacion de BMP-4. Asi, sEng es capaz de inducir la expresion de BMP-4,
incrementando sus niveles en plasma. A su vez, la inhibicion de BMP-4 mediante la
utilizacion de noggin revierte el fenotipo hipertensivo inducido por sEng. Estos resultados
podrian explicar el retraso observado entre el incremento de los niveles plasmaticos de
endoglina soluble y la aparicion de la hipertension observado tanto en pacientes como en

modelos experimentales (Perez-Roque, 2017).
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Figura 39. Niveles plasmaticos de BMP-4 y sEng tras tratamiento con noggin. A) Niveles
plasméticos de BMP-4 a los 7 dias de haber implantado la bomba. B) Niveles plasmaticos
de BMP-4. Las barras verdes representan los ratones sEng, mientras que las barras
magenta representan los ratones WT. N= 4 ratones WT con noggin y 3 ratones WT con
vehiculo; N= 4 ratones sEng con noggin y 3 ratones sEng con vehiculo. Se representa la
media y su error estandar. Los datos de ambas gréaficas has sido comparados mediante
ANOVA de doble via utilizando el test de Tukey como post-test. Significacion estadistica:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,007.
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Discusion

La preeclampsia es una patologia del embarazo de gran incidencia mundial y que
supone un gran riesgo, tanto para la vida de la madre, como del feto. Las manifestaciones
clinicas mas caracteristicas de esta patologia son la hipertension, la proteinuria, el edema
pulmonar, cerebral y en la retina, asi como el fallo renal y las coagulopatias (Neal y cols.
2004; Lin y cols. 2012). La complejidad de las manifestaciones clinicas y el impacto
socioecondmico de esta enfermedad hace necesaria la identificacion de las moléculas
implicadas en el establecimiento y desarrollo de la patologia, asi como el papel especifico y
el mecanismo concreto por el cual producen sus efectos. Todo esto es esencial para el
entendimiento de la fisiopatologia de esta enfermedad y el desarrollo futuro de terapias
para la misma, asi como de un diagndstico mas temprano y certero de esta patologia (Grill y
cols. 2009).

Como ya ha quedado patente en las anteriores secciones de esta tesis, la forma soluble
de la endoglina (sEng) podria jugar algun papel en la fisiopatologia de la preeclampsia, ya
que sus niveles plasmaticos se relacionan con la gravedad de los sintomas y se encuentran
aumentados incluso antes de que aparezcan dichos sintomas clinicos (Levine y cols. 2006;
Hagmann y cols. 2012; Venkatesha y cols. 2006). El objetivo de este estudio es desvelar cual
es el papel concreto que esta molécula juega en los diferentes sintomas y signos que

aparecen en preeclampsia.

Para la realizacion de este trabajo, hemos utilizado una linea de ratones transgénicos que
sobreexpresa endoglina soluble humana de forma ubicua. Comparamos sus respuestas con
las de los ratones control (WT). Se utilizd la sobreexpresion de la proteina humana y no de
ratobn porque esto permite diferenciar la proteina enddgena de la modificada

exdgenamente.

Una vez generadas y establecidas las colonias de ratones sEng, analizamos tanto las
caracteristicas generales de los animales (peso, camadas..) como de la herencia del
transgen (nUmero de crias que lo heredaban y el sexo) fueran homogéneas. Asi, se observé
que, al intentar establecer la modificacion en un genotipo puro, la expresion del transgen se
perdfa, por lo que hubo que mantener las colonias en un genotipo hibrido. Por lo demas,
las caracteristicas fisicas eran similares entre los animales, a excepcion de los niveles de sEng

que presentaban en el plasma.
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1. Papel de la endoglina en proteinuria y podocituria.

Nuestra primera aproximacion fue el estudio del papel de la skng en el establecimiento
de la podocituria y la proteinuria. Tradicionalmente, se ha descrito a la proteinuria como
uno de los signos mas caracteristicos de la preeclampsia, siendo uno de los criterios clinicos
para el diagnostico de la preeclampsia. Por otro lado, actualmente se reconoce a la
podocituria como otro signo de la patologia, incluso se ha propuesto como un marcador
temprano de la preeclampsia (Craici y cols. 2013; Konieczny y cols. 2013; Furuta y cols. 2017;
Garovic y cols. 2007a; Aita y cols. 2009).

Tanto la podocituria como la proteinuria estan relacionadas con un mismo problema: la
perdida de la barrera de filtracion. La barrera de filtracion esta compuesta por la pared de
los capilares glomerulares, en la que pueden encontrarse tres capas: el endotelio fenestrado
que recubre los capilares por su cara interna, la membrana basal y el espacio dejado por los
pedicelos, una serie de prolongaciones citoplasmaticas de los podocitos que rodean los
capilares. Esto, junto con el manto celular cargado negativamente, genera un entramado
que actla como un cedazo selectivo por tamafio y carga de las moléculas que se pueden
filtrar (Gould y Burgner 2016). La union de los podocitos a la membrana basal de glomerulo
esta mediada, entre otras moléculas, por integrinas (Sachs y Sonnenberg 2013). Puesto que
skng presenta un dominio de unidon a integrinas (RGD), nosotros nos planteamos la
hipotesis de que skng fuera capaz de interferir en la union de los podocitos mediada por

integrinas, produciéndose podocituria y proteinuria.

En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que la sobreexpresion continua de sEng
en ratones es capaz de generar podocituria (Rossi y cols. 2016). Esta pérdida de podocitos
deberia relacionarse con un incremento de la proteinuria, ya que la pérdida de los
podocitos glomerulares se asocia siempre a proteinuria en multiples enfermedades renales
(Trimarchi 2017) pero, en cambio, la relacion entre la sEng y la proteinuria no esta clara. Asi,
algunos estudios muestran un ligero incremento del cociente proteinuria/creatinina al
sobreexpresar skng, pero estas diferencias no llegaron a ser significativas (Venkatesha y cols.
2006). Si sEng es capaz realmente de producir una pérdida de podocitos, lo mas normal es
que se correlacionase con un incremento de la proteinuria (Aita y cols. 2009; Craici y cols.
2013). Esta discrepancia puede ser debida a que la podocituria descrita fue medida en un
modelo de exposicion cronica a sEng (Rossi y cols. 2016), mientras que la proteinuria medida

en esta tesis fue tras una exposicion aguda a sEng .
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En nuestro estudio, analizamos el papel de la sEng en la aparicion de la podocituria tras
un aumento agudo de las concentraciones plasmaticas de sEng. Determinamos la presencia
de marcadores especificos de podocitos en la orina mediante PCR. En concreto, analizamos
las cantidades urinarias de mRNA de podocina, podocalixina y nefrina, que son proteinas
bastante especificas de los podocitos (Kim y cols. 2016; Furuta y cols. 2017), y que, al formar
parte del complejo proteico del diafragma en hendidura, estan estrechamente relacionadas
con la funcion de filtracion glomerular (Barisoni 2005). Al analizar los amplicones
correspondientes de estos genes, no observamos ningun tipo sefial en las zonas donde
deberian estar localizados (Figura 18). Esto significa que, a diferencia de lo que ocurre con
los aumentos cronicos (Rossi y cols. 2016), el aumento agudo de las concentraciones
plasmaticas de sEng no es capaz de producir podocituria, ni siquiera a concentraciones

superiores a los niveles presentes en mujeres con preeclampsia.

Al igual que en el caso de la podocituria, nuestros resultados demuestran también que
en nuestras condiciones el aumento agudo de los niveles de sEng no es capaz de producir
proteinuria. Que nuestros resultados con los incrementos agudos de sEng no indujeran
efectos en proteinuria y podocituria, no significa que sEng no sea capaz de producir
podocituria y proteinuria en otro contexto experimental. Los podocitos son células
irregulares, que emiten gran cantidad de prolongaciones, y establecen gran nimero de
uniones, tanto con la membrana basal como en las interdigitaciones de los pedicelos
(Armelloni y cols. 2014). Esto puede hacer que, aunque SEng sea capaz de alterar las
uniones que mantienen anclados los podocitos a la membrana, el corto periodo de tiempo
de los experimentos en agudo no sea suficiente para producir la liberacion completa del
podocito. Ademas, se ha descrito que cuando se produce la pérdida de un nimero limitado
de podocitos, los podocitos adyacentes son capaces de emitir prolongaciones
citoplasmaticas que cubren los huecos dejados, reestableciendo la barrera de filtracion
(Trimarchi 2017). Asi, aunque se pierda un numero limitado de podocitos, la barrera de
filtracion glomerular se mantendra estable, sin que aparezca la proteinuria. Todo esto harfa
que se necesite una exposicion cronica a niveles elevados de sEng para que se produzca la
liberacion de suficiente numero de podocitos, tanto para ser detectados como para
comprometer la estabilidad de la barrera de filtracion. Esta hipdtesis concordarfa con lo
observado en pacientes con preeclampsia, donde se ha descrito que los niveles de skEng
aumentan, y se mantienen elevados, desde mucho antes de que aparezca la proteinuria y

las demas manifestaciones clinicas (Levine y cols. 2006; Hagmann y cols. 2012).
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Para comprobar el efecto a la exposicion cronica de sEng, se utilizaron los ratones sEng,
que sobreexpresan sEng en niveles elevados a lo largo de toda su vida. De estos ratones se
extrajeron los rifiones y se hicieron tinciones con hematoxilina-eosina, tricromico de Masson
y tinciones especificas con anticuerpos anti-aSMA, podocina y Wilms Tumor-1 (WT-1),
donde se pudo observar que los niveles de estas proteinas, y por tanto de podocitos, eran
significativamente menores en los animales sEng que en los animales WT (Rossi y cols. 2016).
Estos resultados corroborarian la hipdtesis de que sEng produce podocituria. En cambio,
otros autores han descrito que el nimero de podocitos en los rifiones de mujeres con
preeclampsia es similar al que presentan mujeres con gestacion normal y mujeres no
gestantes (Penning y cols. 2014). En este estudio se describe un incremento de la
proliferacion celular en el glomérulo, lo que explicaria por qué el niumero de podocitos no
desciende aun habiendo podocituria (Penning y cols. 2014). A su vez, la explicacion de este
hecho mediante el incremento de la proliferacion no se correlaciona con la baja tasa de
reposicion y de proliferacion descrita en podocitos (Zhai y cols. 2016; Trimarchi 2017). En
este sentido, pensamos que tras una exposicion cronica a niveles elevados de skEng, se
produce una gran pérdida de podocitos y debido a la altisima especializacion de estas
células, su tasa de reposicion es muy baja, comprometiéndose la estructura de la barrera de
filtracion. Ademas, este hecho se correlacionarfa con la persistencia de los sintomas durante
varias semanas, incluso meses, después del alumbramiento, mientras que los niveles de
sEng se normalizan rapidamente tras el parto (Craici y cols. 2013; Wang y cols. 2015; Zhai y
cols. 2016).

Por otro lado, en los ratones skng se realizd la recogida de orina durante 24 horas en
jaulas metabdlicas. Estas orinas fueron sometidas a citospin, con el fin de que todas las
células presentes en la orina quedaran adheridas a un portaobjetos. Una vez fijadas las
células se realizaron tinciones con hematoxilina-eosina, para poner de manifiesto la
presencia de células, ademas de tinciones especificas para detectar podocitos: aSMA,
podocina y WT-1. Se observd que el numero de células marcadas positivamente con estos
anticuerpos era mayor en las orinas provenientes de ratones sEng que en los ratones
control. Por Ultimo, se midi¢ en orina la concentracion de nefrina y podocina por medio de
la técnica de ELISA. Aqui observamos un aumento significativo de los niveles proteicos de
estos marcadores de podocituria en los ratones skng. Todos estos resultados han sido

publicados por nuestro grupo (Rossi y cols. 2016), aungue no son mostrados en esta tesis.
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Asl, nuestros resultados sugieren que sEng es capaz de competir con la endoglina de
membrana en su union a las integrinas. Este bloqueo desestabiliza la union entre las células
endoteliales y los podocitos, de forma que por accion de la presion de la orina los podocitos
se liberan y se secretan con ésta. La pérdida de podocitos, junto con la baja o nula tasa de
renovacion de este tipo celular tan especifico (Pabst y Sterzel 1983; Zhai y cols. 2016; Furuta
y cols. 2017), hace que se pierda la barrera de filtracion glomerular normal y es un factor de
riesgo de dafio glomerular posterior al parto (Muller-Deile y Schiffer 2017). Esta pérdida de
la barrera de filtracion serfa la responsable de la proteinuria observada en preeclampsia.
Ademas, nuestros resultados muestran que para que se dé la desestabilizacion de las
uniones vy la pérdida de podocitos, se precisa una exposicion continuada a niveles elevados
de sEng, tal y como ocurre en preeclampsia. Esto podria explicar el retraso que hay entre la
elevacion de los niveles plasmaticos de sEng, la liberacion de podocitos vy el establecimiento

clinico de la proteinuria (Levine y cols. 2006; Ahmed y cols. 2017; Craici y cols. 2013).

2. Endoglina soluble y permeabilidad vascular.
El incremento de la permeabilidad vascular es otra de las caracteristicas clinicas de la

preeclampsia (Walshe y cols. 2009b). Aunque la presencia de edemas es dependiente del
incremento del volumen plasmatico, regulado mediante la retencion renal de sodio y agua,
el aumento de permeabilidad implica un desbalance en el flujo de fluidos a través de las
paredes de los capilares (Oian y cols. 1986). Este desbalance parece ser la pieza clave en el
desarrollo de la permeabilidad, ya que en la gestacion normal se produce un incremento
del volumen plasmatico sin que esto desemboque en un aumento en la permeabilidad v el

edema (Brown y cols. 1989).

Uno de los factores clave para que se altere el flujo de fluido a través de las paredes de
los capilares es la pérdida de la funcion del propio vaso como barrera. Entre las causas que
podrian posibilitar la pérdida de la funcién de barrera, se ha descrito un incremento en el
tamafio de los poros endoteliales (Neal y cols. 2004), el cambio en el patron de expresion y
redistribucion de proteinas de union intercelulares, tales como VE-caderina y ocludina
(Wang y cols. 2002) o la aparicion de los efectos de VEGF-A y de VEGF165b (isoforma de
VEGF-A) a concentraciones fisioldgicas normales, debido a que la disminucién de los niveles
de PIGF-1 en preeclampsia desbloquea la expresion de VEGFR1, su receptor natural,
amplificando sus efectos (Bills y cols. 2011). Algunos estudios sefialan que este aumento de la

permeabilidad vascular se debe a factores presentes en el plasma de mujeres con
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preeclampsia (Bills y cols. 2011; Roberts y cols. 1992; Zhang y cols. 2003; Neal y cols. 2004).
También se ha descrito que la interaccion pericito-célula endotelial juega un papel muy
importante en el desarrollo y estabilidad de los vasos. De igual manera, se ha postulado que
para que esta interaccion se produzca de forma dptima, son necesarios tanto la sefializacion
a través de TGF-B3, como la presencia de niveles adecuados de endoglina de membrana
(Walshe y cols. 2009b; Rossi y cols. 2016). En ambos casos, skng podria actuar como
antagonista competitivo, comprometiendo la estabilidad del vaso y la union de los pericitos

(Rossi y cols. 2016), y perdiendo su funcién como barrera.

Para determinar si sEng es capaz de producir un incremento en la permeabilidad
vascular, utilizamos las retinas de ratones sEng y control a los que se les habifa inyectado
previamente FITC-dextrano por via intravenosa. La retina de raton nos permitio analizar de
una forma visual tanto la extravasacion del fluorocromo fuera de los capilares, como la
posible existencia de malformaciones arteriovenosas que lo pudieran explicar. Ademas, la
utilizacion de este tejido estaba respaldada por la bibliografia, ya que diferentes autores han
descrito la presencia de dafios por extravasacion en las retinas de mujeres en fases agudas

de la preeclampsia (Morikawa y cols. 2017; Androudi y cols. 2007; Lin y cols. 2012).

Utilizamos como fluorocromo FITC unido a dextrano de un peso molecular de 2.000
kDa. Este tamafio de molécula tan elevado se usé para evidenciar zonas con alteraciones
muy significativas en la permeabilidad capilar. Tras una hora desde la inoculacion de la
molécula fluorescente, se extrajeron y analizaron las retinas. Observamos que la estructura
general de la retina y de los vasos era muy similar en ambos genotipos, sin la presencia de
grandes alteraciones. Esto se evidencid porque tanto el area que ocupaban los vasos como
la intensidad de sefial de los propios vasos era muy similar en ambos casos. Ademas, no se
observaban alteraciones en la estructura de la red capilar de ninguno de los animales. Por
otro lado, se observd que tanto el area ocupada como la intensidad de la sefial fluorescente
de las extravasaciones en los animales que presentaban niveles elevados de sEng eran
mayores que en los ratones WT. Estos resultados demuestran que sEng es capaz de alterar
la permeabilidad vascular. Estos hallazgos son similares a los descritos por otros autores en
diferentes drganos, como el pulmon y el rifion (Venkatesha y cols. 2006), demostrando que
skng es capaz de producir edemas en multitud de 6rganos como los descritos en

preeclampsia (Neal y cols. 2004; Lin y cols. 2012).
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Nuestros resultados también concuerdan con los datos que obtuvimos con los ratones
heterocigotos de endoglina, donde la disminucion en los niveles de esta proteina en la
membrana dificulta el correcto acoplamiento entre las células endoteliales y murales,
provocando la pérdida de estas Ultimas y aumentando la permeabilidad vascular. Puesto
que sEng es capaz de competir con la endoglina de membrana por la unién a integrinas,
impidiendo tanto la uniéon integrina-endoglina de membrana como la cascada de
sefializacion intracelular, el modelo de sobreexpresion de sEng podria asemejarse a la
haploinsuficiencia de endoglina de membrana. Teniendo en cuenta todos estos resultados,
podemos, en este caso, proponer que sEng actuarfa como un inhibidor competitivo de la
endoglina de membrana, produciendo alteraciones en las uniones entre células murales y
endoteliales, o que conllevaria un incremento en la permeabilidad del vaso (Rossi y cols.
2016).

3. Efecto de endoglina soluble sobre la hemostasia.
Otro de los sintomas caracteristicos de la preeclampsia es que las pacientes que la sufren

presentan alteraciones en los sistemas encargados de la coagulacion (Gardiner y Vatish
2015; Gardiner y Vatish 2017). Si bien es cierto que, en estado de gravidez, las mujeres
gestantes ya experimentan alteraciones en los diferentes sistemas involucrados en la
hemostasia, en preeclampsia los efectos son mucho méas marcados. Asi, en mujeres con
gestacion normal se produce un incremento moderado de factores pro-coagulantes y una
disminucion de los sistemas fibrinoliticos, y que se relacionan con una adaptacion fisioldgica
en aras de controlar y reducir el sangrado en el momento del parto (Holmes y Wallace
2005; Pinheiro y cols. 2013; Gardiner y Vatish 2015; Gardiner y Vatish 2017).

En preeclampsia, se han descrito, desde los afios 50, defectos en la coagulacion
sanguinea y trombocitopenias como signos frecuentes (Pritchard y cols. 1954). Muchos de
los cambios hemostaticos observados en los estadios menos graves de preeclampsia se
pueden asociar con un aumento de la respuesta fisiologica materna normal, mientras que
en los estadios mas graves se produce un desbalance patologico de la hemostasia,
reflejando la inflamacion sistémica y la disfuncion endotelial caracteristicas de esta patologia
(Macey y cols. 2010; Gardiner y Vatish 2015; Gardiner y Vatish 2017).

En este trabajo quisimos evaluar la funcion hemostatica en general. Para ello, medimos el
tiempo de sangrado, para comprobar si los ratones sEng presentaban alteraciones en la

coagulacion respecto a los ratones control. La técnica de tiempo de sangrado es una técnica
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ampliamente utilizada en modelos animales para determinar, de forma general, si hay algin
tipo de alteracion en la hemostasia. Ademas, esta técnica ha sido utilizada para predecir el
riesgo de hemorragia en mujeres gestantes ante la necesidad de practicarles una cesarea
(McDonagh y cols. 2001). En nuestros experimentos, observamos que no existian diferencias
entre los ratones skng y los WT en el tiempo de sangrado durante los primeros momentos
de la prueba y hasta el primer cierre del flujo (Figura 23A-B). En esta parte del experimento
hay que tener en cuenta que, tras el corte y en los primeros momentos del dafio, se
produce una constriccion de los vasos dafiados, lo cual favorece la formacion del trombo
primario. Este espasmo vascular no dura mucho en el tiempo. Por el contrario, cuando
analizamos el tiempo de sangrado de los resangrados (Figura 24A-B), los animales sEng
presentaban un grado de sangrado mayor y una duracion mayor que los animales control.
Ademas, el nimero de animales sEng que sufrian resangrados y el nimero de ratones que
continuaban sangrando al final del tiempo de técnica estipulado era sensiblemente mayor

que los ratones WT.

La alteracion en el tiempo de sangrado y el nimero de resangrados nos indico que sEng
podria estar alterando de algin modo el proceso de formacion y estabilizacion del trombo,
ya que los animales que presentaban niveles elevados de endoglina soluble en el plasma,
mostraban dificultades a la hora de resolver adecuadamente la hemorragia. Esta alteracion
irfa mas alla del primer cierre, donde la respuesta espasmodica del vaso ante el dafio estaria

jugando un papel muy importante.

Estos resultados van en la misma linea que los aportados por otros autores, que
describen un incremento del tiempo de sangrado en las mujeres con preeclampsia respecto
a mujeres sin preeclampsia (Kelton y cols. 1985; Fuentes y cols. 1995; Eskild y Vatten 2009),
aunque otros autores sefialan que esto solo ocurre en los casos mas graves de
preeclampsia, mientras que en los mas leves no hay diferencias significativas (lvankovic y
cols. 1994). Ademas, los datos obtenidos también estan en la linea con lo descrito para el
tiempo de sangrado en los ratones haploinsuficientes de endoglina de membrana (Rossi y
cols. 2017). Asi, la presencia de sEng antagonizaria el efecto de la endoglina de membrana,
disminuyendo las interacciones entre esta endoglina de membrana y las integrinas,

comprometiendo el proceso de formacion del trombo.

Por otro lado, cabria esperar que, al ser la preeclampsia una patologia del embarazo

donde se ha descrito una exacerbacion de efectos pro-coagulantes, el tiempo de sangrado
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fuera menor en las mujeres con preeclampsia. Esta discordancia entre un incremento del
tiempo de sangrado y un aumento de la actividad pro-coagulante puede ser debida a un
excesivo desequilibrio de la hemostasia que tiene lugar en preeclampsia, o que generarfa
un ligero agotamiento de los factores necesarios para la coagulacion, comprometiendo el

correcto cierre de la herida.

Entre las posibles causas que podrian explicar el incremento del tiempo de sangrado y
del numero de reaperturas estarfan variaciones en la cascada de coagulacion. Esta
ampliamente aceptado que en preeclampsia la cascada de coagulacion presenta unos
niveles de activacion superiores a los niveles observados en embarazos normales, lo que se
pone de manifiesto por una reduccion en el tiempo de protrombina, tromboplastina, etc.
(Gardiner y Vatish 2015; Shen y cols. 2013). Sin embargo, el efecto de una mayor activacion
de la cascada de coagulacion podria sugerir una mayor coagulaciéon y un menor tiempo de

sangrado, lo que no estarfa de acuerdo con lo observado en este trabajo.

Para valorar si skng era capaz de modificar por si sola la cascada de coagulacion,
medimos el tiempo de protrombina y el INR de los ratones transgénicos, comparandolo con
los animales controles. Al analizar los resultados de ambos genotipos, no observamos
diferencias significativas ni en el tiempo de protrombina ni en el INR. Estos resultados
parecen contradecir lo que se describe en preeclampsia pero, en el caso de esta patologia,
entrarian en juego todo el ambiente hormonal propio del embarazo, el cual es capaz de
producir por si mismo el incremento de la cascada de coagulacion, tal y como se observa
en embarazos sin patologias asociadas (Hammerova y cols. 2014; Millar 'y Laffan 2015).
Ademas, y en la misma linea de lo obtenido en este trabajo, otros autores han sefialado que
no encontraron diferencias en el tiempo de protrombina entre mujeres con preeclampsia y
con embarazo normal (Y. Chen y Lin 2017) o incluso que el tiempo de protrombina
aumentaba en las mujeres con preeclampsia (Spiezia y cols. 2015). Todo esto nos hizo
pensar que sEng no ejerce un efecto claro sobre la via extrinseca de la coagulacion, por lo
que las deficiencias de la hemostasia observadas en el tiempo de sangrado no se deben a

este factor.

Otra de las posibles vias que pudieran explicar las diferencias observadas en el tiempo de
sangrado es una disminucién en el nimero de plaquetas. En una gestacion normal, se
produce una ligera reduccion, en torno al 10%, del numero de plaquetas mientras que a la

vez se produce un incremento en el volumen plaquetario medio (Sill y cols. 1985; Boehlen y
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cols. 2000). Sin embargo, en preeclampsia, la reduccion del nimero de plaquetas es
bastante superior, siendo un criterio de diagnéstico de preeclampsia un recuento
plaguetario inferior a 100.000 plaquetas/uL (The American College of Obstetricians and
Gynecologists y cols. 2013; Cines y Levine 2017).

Quisimos comprobar si sEng era capaz de producir un descenso en el recuento
plaquetario por sf sola. Para ello, cuantificamos y comparamos el nimero de plaquetas
basales que presentaban los animales control y los animales sEng, siendo estos valores
practicamente iguales en ambos genotipos (Figura 26A). Tampoco observamos una
reduccion del numero de leucocitos sanguineos (datos no mostrados) que sugiriera la
formacion de agregados plaquetas-leucocitos, caracteristicos de la hiperactivacion

plaquetaria que ocurre en preeclampsia (Holthe y cols. 2005).

Puesto que la preeclampsia es una patologia gestacional, decidimos comprobar si skng
necesitaba del ambiente hormonal de la gestacién para producir un efecto que se tradujera
en una reduccion del nimero de plaquetas. Para ello, se midieron los niveles de plaquetas
basales y a dia 18 post-copula en hembras hibridas puestas en cruce con machos sEng o
control. Al analizar los resultados, no solo no se encontramos diferencias en el nimero de
plaquetas que presentaban las hembras de los diferentes cruces, sino que ademas
observamos un incremento en el recuento plaguetario en torno al 25%. Estos resultados no
se correlacionan con lo descrito en mujeres gestantes, ya sea con gestacion normal o en
casos de preeclampsia, ya que en todos los casos de gestacion se describe una disminucion

del recuento plaquetario (Sill y cols. 1985; Reese y cols. 2017).

Por otro lado, que el exceso de sEng no produzca una reduccion en el nimero de
plaquetas respecto a lo que ocurre en animales normales concuerda con lo descrito por
otros autores, que describen que sEng no tendria efecto sobre el recuento plaquetario por
si misma, sino que se necesitaria de la presencia conjunta de niveles elevados de sFIt-1y

sEng para producir dicho efecto (Venkatesha y cols. 2006).

Todos estos resultados demuestran que sEng por si sola no es capaz de generar una
disminucion en el nimero de plagquetas, por lo que el incremento en el tiempo de sangrado

observado en los animales sEng no se debe a una reduccion en el nimero de plaquetas.

Una vez comprobado que el nimero de plaquetas no estaba jugando un papel en el

incremento del tiempo de sangrado, quisimos analizar la capacidad de activacion de las
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propias plaquetas, ya que problemas en su activacion podrian desembocar en una

disminucion de la capacidad de agregacion plaquetaria y una hemostasia alterada.

Desde el punto de vista clinico, se ha descrito que en la preeclampsia se da un
incremento en la activacion plaquetaria respecto a los embarazos normales. Ademas, este
incremento en la activacion es anterior a la aparicion de los demas signos clinicos de la
enfermedad (Janes y Goodall 1994; Redman y cols. 1978; Gardiner y Vatish 2015). También
se ha descrito que las plaquetas provenientes de mujeres con preeclampsia presentan una
mayor respuesta a la activacion con agonistas, en ensayos in vitro, que las plaquetas de

mujeres con una gestacion normal (Holthe y cols. 2004).

En este trabajo, hemos evaluado la capacidad de activacion plaquetaria mediante la
inyeccion intravenosa de una solucion con colageno y adrenalina, dos agonistas
frecuentemente utilizados en este tipo de ensayos. La accion de los agonistas produce la
activacion plaquetaria, que desencadena la agregacion plaquetaria y la formacion de
trombos intravasculares, lo cual se traduce en una reduccion del nimero de plaquetas
libres. Estos ensayos de trombocitopenia inducida se realizaron en animales skng y control.
Al comparar el nimero de plaquetas basales de ambos animales, no se observaron
diferencias entre ambos grupos, o que estaba de acuerdo con los resultados descritos
anteriormente. Al inocular la solucion de colageno y adrenalina se observé un descenso a la
mitad en el numero de plaquetas, siendo estas diferencias altamente significativas. Este
resultado nos indicd que el experimento funciond adecuadamente, y que el colageno vy la
adrenalina fueron capaces de activar las plaquetas. Cuando comparamos el nimero de
plaguetas de los animales de ambos genotipos tras la inyeccion de los agonistas,
observamos que el numero de plaquetas era muy similar, lo cual indica que la capacidad de

activacion de las plagquetas no se ve influenciada por la presencia de sEng.

Los datos de activacion plaquetaria obtenidos se correlacionan bien con la ausencia de
diferencias en el recuento plaquetario anteriormente descrita. Puesto que el descenso en el
recuento plaquetario, tanto en gestacion normal como en preeclampsia, se asocia con una
mayor activacion plaquetaria y mayor agregacion, esto conduciria a un consumo de las
plaquetas libres (Redman y cols. 1978; Holthe y cols. 2004). Sin embargo, en nuestros
experimentos no observamos ni una mayor activacion plaquetaria ni un descenso en el

recuento plaquetario. Estos resultados nos indican que skEng no es responsable de la mayor
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activacion plaquetaria ni del consumo de plaquetas observado en el embarazo vy

preeclampsia.

Dado que no habiamos encontrado diferencias ni en el nimero de plaquetas, ni en su
activacion, ni tampoco en el tiempo de protrombina que pudieran explicar el mayor tiempo
de sangrado, decidimos analizar la maduracion del trombo vy la estabilidad con la que se
une al vaso. El proceso de maduracion y estabilizacion del trombo es un proceso complejo y
tiene una importancia clave en la hemostasia. Generalmente, se habia considerado este
proceso como consecuencia directa de la agregacion plaquetaria, pero en los Ultimos afios
se viene postulando la idea de que son procesos independientes (Denis y Wagner 2007). En
este sentido, se ha descrito que tras la primera cascada de activacion plaquetaria, se debe
producir una segunda cascada de activacion en las plaquetas, que desemboca en la
estabilizacion del trombo (Denis y Wagner 2007). En esta segunda cascada de activacion se
producen una serie de sefiales, que previenen la agregacion de mas plaquetas (limitando la
expansion del trombo), ademas de activar la retraccion del trombo (Denis y Wagner 2007).
En este sentido, se ha descrito que la integrina allbB3 juega un papel esencial tanto en la
agregacion inicial de las plaguetas, como en los procesos de estabilizacion y retraccion del
trombo (Denis y Wagner 2007; Cosemans y cols. 2013). La importancia de la sefializacion
mediada por esta integrina es tal, que los procesos de estabilizacion y retraccion del trombo
no se dan en ausencia de esta proteina (Denis y Wagner 2007). La integrina allb3 también
desempefia una importante funcion en la uniéon del trombo a la pared del vaso, ya que esta
involucrada en la adhesion de las plaquetas al FVW, ademas de interaccionar con proteinas
transmembrana de la pared vascular (Denis y Wagner 2007; Cosemans y cols. 2013).
Puesto que la integrina allbB3 juega un papel esencial en el proceso de maduracion y
estabilizacion del trombo, y puesto que se ha descrito que la skng es capaz de competir por
la union a esta integrina (Rossi y cols. 2017), nosotros planteamos la hipodtesis que sEng es

capaz de desestabilizar la correcta maduracion y estabilizacion del trombo.

Para comprobar esta hipotesis, medimos el flujo carotideo, a la vez que indujimos la
formacion de un trombo en la carétida con cloruro férrico. Este modelo permite analizar la
dinamica de formacion del trombo tras un dafio quimico (Kurz y cols. 1990). Puesto que el
flujio puede ser un factor determinante, modificando la formacion vy estabilizacion del
trombo (Cosemans y cols. 2013), se establecid un flujo carotideo minimo de 0,8 mL/min
para comenzar el experimento. Este flujo depende, en gran medida, de la propia

manipulacion.
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Nuestros resultados no mostraron diferencias entre ratones skng y WT en las curvas que
describian el comportamiento del flujo carotideo a lo largo del tiempo. Se observé que los
trombos se formaban mas o menos al mismo tiempo, y que el tiempo necesario para el
cese total de flujo era muy similar. Este hecho parecia indicar que skng no es capaz de
alterar la formacion y estabilizacion del trombo, lo que chocaba frontalmente con nuestra

hipotesis.

En cambio, cuando analizamos con mas detalle las curvas individuales, se observd que
los animales skEng presentaban un mayor nimero de fluctuaciones. A estas alteraciones se
las denomind cierres parciales. Se contabilizaron todas aquellas fluctuaciones que
representaran una recuperacion de, al menos, el 20% del flujo total. Se observd que estas
fluctuaciones se daban en la mayoria de los ratones con skEng, mientras que la mayor parte
de los ratones WT no presentaban aumentos del flujo, una vez comenzaba a ocluirse el
vaso. Por otro lado, se ha descrito que sEng es capaz de producir un incremento de la PA
(Venkatesha y cols. 2006; Valbuena-Diez y cols. 2012). Este incremento de la presion podria
producir un incremento del flujo y de la fuerza de arrastre de la sangre sobre el trombo,
pudiendo ser la causa de las reaperturas, sin que la sEng realice ningun efecto directo. Por
ello, se compar¢ el flujo carotideo basal (antes de inducir la formacion del trombo) de
ambos genotipos, observandose que los ratones sEng presentaban un flujo inicial
significativamente mas bajo que el de los ratones WT, por lo que el menor cierre de los
vasos de los animales sEng no parece poder explicarse por la mayor presion arterial de
estos animales. Estos resultados sugieren que sEng es capaz de alterar el proceso de
formacion y estabilizacion del trombo, aunque no es capaz de impedir que se lleve a cabo
en su totalidad. Esto puede ser debido a que tanto en la uniéon entre plaquetas, como la
union de las plaquetas al subendotelio expuesto, son llevadas a cabo por un gran nimero
de moléculas y receptores de membrana (Denis y Wagner 2007). Que algunas de estas
moléculas sean integrinas, sugiere que sEng, a través de su dominio RGD, es capaz de
competir la unidn de las integrinas a sus receptores, comprometiendo la correcta adhesion
del trombo. Entre estas integrinas, la integrina allbB3 juega un papel destacado tanto en el
proceso de fijacion de las plaquetas como en el proceso de maduracion del trombo (Denis y
Wagner 2007; Shattil y Newman 2017). Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que
sEng no solo es capaz de unirse a la integrina allbf3, sino que es capaz de competir por su
union a la endoglina de membrana (Rossi y cols. 2017). Esta inhibicion competitiva de la

union endoglina de membrana-plaqueta impide la correcta unién de las plaguetas al
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endotelio, dificultando la adhesion del trombo (Rossi y cols. 2017). En este articulo también
se describe que, aunque sEng es capaz de inhibir la union de la integrina allb3 a endoglina
de membrana, se sigue produciendo una adhesion residual (Rossi y cols. 2017). Esta
adhesion residual es debida a otras moléculas, como el FVW, el complejo GPIb-V-IX, o las
integrinas av3 y o531, que no son interferidos por SEng y que juegan un papel menor en
dicha adhesion (Rossi y cols. 2017). La duda que podria surgir es por qué no se suelta
completamente el trombo, alterando otros parametros, como el tiempo hasta cese total de
flujo o area bajo la curva. La explicacion que planteamos es que, aunque la aplicacion del
cloruro férrico fue localizada, tanto el tamafio del aposito (1Ix2mm) como la alta capacidad
de difusion de dicho compuesto, podria generar un area extensa de dafio endotelial. En
este contexto, aunque sEng pueda competir con endoglina de membrana en su uniéon a
integrinas, la existencia de otras uniones fuertes establecidas durante el dafio hace que el
trombo no se desprenda del todo, pero si permita las alteraciones del flujo como las

detectadas en esta tesis.

Se ha descrito que la integrina allbB3 es un receptor de fibrindgeno, FVW, fibronectina y
vitronectina, siendo absolutamente esencial para la correcta agregacion plaquetaria (Bennett
2005). En este sentido, la unidon de sEng a allbB3 impediria que ésta se uniera a sus
ligandos, lo que implicaria una disminucion de la agregacion plaquetaria, y una reduccion
en la cohesion del trombo. También se ha descrito que la activacion de allbB3 produce una
cascada de sefiales intracelulares que conducen a una polimerizacion y reorganizacion de
los filamentos de actina (Shattil y Newman 2017). Esta reorganizacion es fundamental para
que se produzca la retraccion del trombo, consolidando a las plaquetas dentro del trombo,
y haciendo que el trombo sea menos susceptible a la fibrinolisis (Denis y Wagner 2007). En
este sentido, la union de skng a la integrina allbB3 haria que el proceso de retraccion y
consolidacion del trombo no sea adecuado, dificultando el proceso de coagulacion. Este
hecho puede explicar nuestros resultados, ya que, si no se produce una correcta retraccion
del trombo, éste se vuelve inestable, pudiendo dar lugar a las fluctuaciones que observamos

en el flujo carotideo de los animales sEng tras la administracion de cloruro férrico.

Puesto que habfamos comprobado que sEng no afectaba a las vias de coagulacion, ni al
numero de plaquetas, ni a la activacion plaquetaria o a su capacidad de unirse entre si, una
posible explicacion de estas alteraciones seria la implicacion de skng en la union plagqueta-
endotelio. Asi, nuestros datos sugieren que el proceso de estabilizacion del trombo y su

union al endotelio pueden verse comprometidos por la presencia de skng, sin que influya la



Discusion

cantidad de flujo. De esta forma, serfan estas alteraciones en el proceso de estabilizacion las
que pueden dar lugar a los procesos de reapertura y sangrados observados en las medidas
del tiempo de sangrado. El conjunto de estos resultados nos muestra que endoglina soluble
no parece ser la responsable directa de desregular el balance hemostatico hacia el fenotipo
pro-coagulante que muestran las mujeres con preeclampsia, aunque si que es capaz de
alterar la hemostasia en general, debido a que es capaz de interferir en los procesos de

formacion y estabilizacion del trombo y su union al endotelio.

4. Efecto de endoglina soluble sobre el incremento de la presion arterial.
El sintoma mas clasico y caracteristico de las pacientes con preeclampsia es la

hipertension asociada al embarazo. Para que se diagnostique preeclampsia, tiene que darse
un establecimientos de novo de hipertension en mujeres gestantes a partir de la sequnda
mitad de la gestacion (Powe y cols. 2011), superando los 140 mmHg de presion arterial
sistolica 0 90 mmHg de presion arterial diastolica, y cumpliéndose, ademas, otros requisitos,
como proteinuria, trombocitopenia, etc. (The American College of Obstetricians and

Gynecologists y cols. 2013).

Aungue el incremento de presion arterial es el sintoma mas caracteristico de la
preeclampsia, 10s mecanismos que subyacen a su aparicion no se conocen del todo. Una de
las posibles causas para el establecimiento de la hipertension en la preeclampsia es la
elevacion de los niveles plasmaticos de sEng (Venkatesha y cols. 2006; Luft 2006; Levine y
cols. 2006; Valbuena-Diez y cols. 2012), sin que se conozca el mecanismo exacto por el cual

sEng lleva a cabo su actividad hipertensora.

Con la intencion de arrojar un poco de luz sobre el papel que juega endoglina soluble
sobre la hipertension, se midio la PA en ratones que sobreexpresan skng, comparandolos
con los animales WT. Asi, se observé que los animales sEng presentan unos niveles de PAS
significativamente superiores a los que muestran los animales control. Puesto que la Unica
diferencia, a priori, entre ambos grupos de animales es la sobreexpresion de skng, este

resultado confirma que sEng es capaz de producir un incremento de la PA.

Para comprobar que este incremento de la PA se debia solo y exclusivamente a la
presencia de skng, y no a otras posibles alteraciones producidas por el transgen, se midio la
PA en hembras de genotipo hibrido, que habian sido cruzadas con machos WT o sEng. Este

modelo recreaba mejor lo que ocurre en preeclampsia, puesto que todas las hembras
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tenian el mismo genotipo, y la skng la aportaban Unicamente los fetos positivos. Ademas, al
ser un modelo de gestacion, también recreaba las condiciones hormonales que puede
haber en preeclampsia. Con todo ello, los resultados también mostraron un incremento de

la PA en aquellas hembras que portaban fetos skng.

Ambos resultados reforzaron la idea de que skEng es capaz de producir un fenotipo
hipertensivo, tanto en el entorno de la gestacion como por si misma. Ademas, estos
resultados se correlacionan con las observaciones de otros autores, que describen que al
sobreexpresar sEng, tanto en animales gestantes como no gestantes, se produce un

incremento de la PA (Venkatesha y cols. 2006; Valbuena-Diez y cols. 2012).

Una vez que comprobado que sEng es capaz de producir un incremento de la PA, nos
planteamos la hipotesis de que sEng fuera capaz de producir vasoconstriccion a través de
su union a integrinas endoteliales. Esta interaccion sEng-integrinas seria mediada por el
dominio RGD, que se ha descrito que presenta actividad vasoconstrictora al unirse a

integrinas, en concreto la integrina aV31 (Yip y Marsh 1997; Mogford y cols. 1997).

Para comprobar esta hipotesis, incubamos anillos de aorta en presencia de sEng o del
vehiculo utilizado para disolverla, registrando la tension del anillo. Tras 20 minutos de
incubacion, no observamos ningun tipo de variacion en la tension, ni en los anillos
incubados con sEng ni en los incubados con el vehiculo, lo que indicaba que sEng no es
capaz de hacer ningun efecto directo sobre la vasomotricidad. Estos resultados descartan, a
priori, la hipotesis de que sEng produce vasoconstriccion por efecto directo sobre las
integrinas de membrana. La falta de cualquier tipo de respuesta contrastaba con las
observaciones de diferentes autores, que describen que el dominio RGD es capaz de
producir vasodilatacion. Esta vasodilatacion serfa mediada por la integrina avi3, lo que
induce la apertura de los canales de potasio, disminuyendo el calcio intracelular y
provocando la relajacion del vaso (Lipke y cols. 1996; Mogford y cols. 1996; Muller y cols.
1997, Ming y cols. 2000; Bakker y cols. 2001; Hein y cols. 2001, Welschoff y cols. 2014). Es
probable que estas diferencias de respuesta frente al péptido RGD sean debidas a los
distintos modelos experimentales usados en cada caso. En cualquier caso, nuestros

resultados muestran que sEng no tiene efecto vasomotor directo.

Puesto que sEng no tiene un efecto directo sobre los vasos, nos planteamos la hipotesis

de que skEng fuera capaz de modular la respuesta a diferentes agonistas vasomotores. En
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este sentido, se propuso que SEng podria potenciar el efecto vasoconstrictor o inhibir el

efecto vasodilatador de diferentes agonistas.

Para comprobar la hipétesis de la potenciacion del efecto vasoconstrictor por la sEng,
incubamos anillos de aorta en presencia de skng y se estudid su respuesta ante dos
agonistas vasoconstrictores, como son el potasio y la PE. La utilizacion del potasio como
vasoconstrictor se debe a que produce una contraccion vascular no mediada por
receptores, sino que produce la despolarizacion de las células musculares, induciendo la
contraccion maxima. Por otro lado, la PE es un agonista de los receptores o-1 adrenérgicos,
por lo que la contraccion se produce por la activacion de la fosfolipasa C (mediada por la
activacion de proteina Gqg), que induce la liberacion de inositol trifosfato, y un incremento
del calcio intracelular (Hiremath y cols. 1991; Hennessey y McGuire 2013). En ninguno de los
dos casos (potasio y PE) se observaron diferencias en la contraccion entre los vasos
incubados con sEng y los incubados con el solvente. Estos resultados sugieren que skEng no
es capaz de potenciar el efecto vasoconstrictor por ninguno de los mecanismos descritos.
Ademas, estos resultados concuerdan con lo descrito por otros autores, que no observan
diferencias en la contraccion, inducida por PE y potasio, de anillos de aorta tras incubarlos
con plasma provenientes de mujeres con preeclampsia (Vedernikov y cols. 1999). En cambio,
estos autores si que observan una reduccion de la contraccion al incubar con plasma de
mujeres con gestacion normal (Vedernikov y cols. 1999). Estas diferencias en el patron de
contraccion son dependientes de endotelio. Estos hechos, junto a la vasodilatacion que se
produce en la gestacion normal, sugieren que en el plasma de las mujeres con preeclampsia
hay una molécula que revierte el efecto refractario que tiene la gestacion sobre la
contraccion vascular. Se ha hipotetizado que el factor responsable de este efecto actla
mediante la reduccion de la sintesis de NO por las células endoteliales y, por lo tanto,
reduciendo la respuesta vasodilatadora (Vedernikov y cols. 1999). Para comprobar si sEng es
el factor responsable de este efecto, y si se reducia el efecto vasodilatador, incubamos
anillos de aorta con sEng y se les indujo una contraccion submaxima con PE. Como
agonistas vasodilatadores, se utilizaron Ach (produce vasodilatacion dependiente de
endotelio) y NTP (un donador de NO, independiente de endotelio). La Ach actla sobre
receptores M3 muscarinicos del endotelio, acoplados a proteina Gg (J. Brown y Taylor 2006).
La activacion de estos receptores induce la produccion de NO a través de la eNOS (J. Brown
y Taylor 2006) y nos permite evaluar si skng es capaz de reducir la liberacion de NO. Por su

parte, el NTP actia como un donador de NO, por lo que no requiere la intervencion ni del
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endotelio ni de ningun receptor, y por tanto la informacion que nos daba era si SEng serfa
capaz de modificar el efecto propio del NO. En ambos casos, la potencia y la relajacion
maxima que producian era exactamente igual en presencia o ausencia de sEng, lo que nos
indicaba que sEng no es capaz de modificar el efecto vasodilatador. Estos resultados estan
de acuerdo con las observaciones de otros autores, que no observan diferencias en el
efecto vasodilatador ni de Ach ni de NTP en mujeres con preeclampsia (Vedernikov y cols.
1999). Otros grupos reportan que la mujeres con preeclampsia presentan una mayor
respuesta a Ach que las mujeres normales (Davis y cols. 2001). Tanto en los experimentos
del grupo que no reporta diferencias, como del que reporta un mayor grado de respuesta,
la vasodilatacion inducida por Ach fue medida sobre la microvasculatura cutanea, mientras
que nuestro estudio esta hecho con la aorta. Por el contrario, otros grupos reportan que la
vasorrelajacion mediada por Ach se ve disminuida en arteria epigastrica (Oguogho y cols.
1996). La diferencia de los resultados podria deberse a la diferente metodologia utilizada (en

los dos primero casos) y en la utilizacion de diferentes tipos de vasos.

En cualquier caso, lo que cabria esperar es que las mujeres con preeclampsia
presentaran una menor respuesta vasodilatadora con Ach, pero que fuera similar en
presencia de NTP. Esto se deberia a que las mujeres con preeclampsia tendrian mayor
concentracion de skng en plasma (Venkatesha y cols. 2006, Oujo y cols. 2013), que
competiria con la endoglina de membrana. Se ha descrito que la endoglina de membrana
juega un importante papel en la regulacion de la vasodilatacion dependiente de NO (Jerkic
y cols. 2004), por lo que la competicion con sEng produciria una menor produccion de NO
y, por lo tanto, una menor respuesta a Ach. Por el contrario, el NTP es un donador de NO

independiente, por lo que la sEng no deberia influir en su actividad.

El conjunto de los resultados muestra que skEng en condiciones agudas no es capaz de
generar alteraciones en la vasomotricidad, en grandes vasos, que pudieran explicar el

establecimiento del fenotipo hipertensivo.

Por otra parte, la regulacion de la presion arterial es un mecanismo complejo, que
implica la actuacion conjunta de multiples sistemas. Debido a esta complejidad en la
regulacion, otra posible explicacion para el establecimiento de la hipertension de los
animales problema era que sEng fuera capaz de alterar alguno de los sistemas hormonales
que regulan la presion arterial. Resultados de nuestro laboratorio, independientes a este

trabajo y aun no publicados, habian mostrado que los ratones sEng no presentaban
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alteraciones en los mecanismos clasicos de regulacion de la presion arterial, como por
ejemplo el sistema renina-angiotensina-aldosterona, etc., que pudieran explicar las bases del

fenotipo hipertensivo mostrado por estos animales, respecto a los animales control.

Estos resultados concuerdan con lo que se observa en la clinica, donde el elevado
incremento de los niveles de sEng es previo a la aparicion de las primeras manifestaciones
clinicas, dandose un periodo asintomatico. Ademas, estos resultados también se
correlacionan con los resultados de la doctora Lucia Pérez-Roque, quien describe que, en
hembras hibridas cruzadas con machos skng, se produce un incremento de la sEng hacia el
dia 12 de gestacion, mientas que los niveles de PA no incrementan hasta dias después
(Perez-Roque, 2017).

En los resultados presentados hasta ahora ha quedado demostrado que el aumento
mantenido de la concentracion plasmatica de sEng por si sola es capaz de inducir
hipertension. El establecimiento de esta hipertension no se debe ni a un efecto directo de la
skEng sobre el vaso, ni a la modulacion de la respuesta vasomotora, ni a la produccién de
disfuncion endotelial. También se ha demostrado que la hipertension asociada a altos
niveles de sEng no se deben a la alteracion de los sistemas renina-angiotensina ni de las
catecolaminas, mecanismos basicos de la regulacion de la PA (Perez-Roque 2017). Todo
esto, sumado al retraso observado entre el incremento de la sEng en plasma y la aparicion
del fenotipo hipertensivo en el modelo de ratones hembras WT cruzadas con machos sEng,

nos llevo a pensar que el efecto de sEng debe estar mediado por otro mecanismo.

Paralelamente, en el laboratorio del Dr. Carmelo Bernabeu (CIB, CSIC, Madrid), la Dra.
Eunate Gallardo Vara habia analizado el secretoma de células endoteliales de la vena de
cordon umbilical humano (HUVECs) tratadas con sEng, mediante experimentos de iTRAQ y
el posterior analisis por LS-MS/MS. Este analisis del secretoma arrojo un gran numero de
proteinas cuya expresion se modificaba por efecto de la incubacion con endoglina soluble.
Una de las proteinas que mas aumento su expresion fue la proteina morfogenética 6sea 4 o

BMP-4 (del inglés, Bone Morphogenetic Protein-4).

BMP-4 es un miembro de la familia de TGF-[3, esencial en las primeras etapas del
desarrollo (Jones y cols. 1991, Winnier y cols. 1995). En un inicio fue denominada BMP-2b,
debido a la alta homologia que presenta con BMP-2 (Wozney y cols. 1988).

Estructuralmente, BMP-4 estd altamente conservada en la evolucion (Xi y cols. 2017). Se
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origina como una pre-proteina de 408 aminoacidos, que tras una modificacion post-
transcripcional da lugar a una proteina madura de 292 aminoacidos (Cole y cols. 2016). En el
extremo C-terminal contiene 7 cisteinas, de las cuales seis generan un nudo de cisteinas,
mientras que la séptima permite la homodimerizacion o la heterodimerizacion con otras
BMPs a través de puentes disulfuro (Xiao y cols. 2007). La transduccion de la sefial de BMP-4
ocurre a través de la via canonica de la familia TGF-B: el homodimero de BMP-4 se une a
los receptores BMPRIA o BMPRIB (que son receptores serina-treonina quinasa de tipo )
previamente unido a un receptor tipo Il (BMPIIR), el cual activa la via de las Smad, en
concreto las Smad 1, 5y 8 (Xi y cols. 2017). Las Smad 1/5/8 se unen a la Smad 4,
translocandose al nucleo, donde actian como un factor de transcripcion (Cole y cols. 2016;
Xiy cols. 2017). El homodimero de BMP-4 también se puede unir al receptor de tipo |, lo
que recluta al receptor tipo Il, y esto desencadena la activacion de la sefializacion por la ruta
no canodnica de las MAPK (Cole y cols. 2016; Xi y cols. 2017). BMP-4 juega un papel muy
importante en las primeras fases de division del embridn, en la proliferacion y diferenciacion
de las células madre embrionarias, sobre todo en las células madre hematopoyéticas y del
mesodermo (Hogan 1996). Esto hace que BMP-4 desempefie un papel clave en la
hematopoyesis embrionaria (Borges y cols. 2012). Ademas, BMP-4 interviene de forma

destacada durante las primeras etapas de desarrollo post-implantacion (Hogan 1996).

Como todas las BMPs, BMP-4 es clave en el desarrollo ¢seo. Se ha descrito que BMP-4
promueve la formacién 6sea por medio de la induccion de la osificacion endocondral
(Miljkovic y cols. 2008). También promueve la formacion de cartilago por medio de la
induccion de la diferenciacion de las células madre mesenquimales a condroprogenitores,
ademas de inducir la maduracion a condrocitos (Miljkovic y cols. 2008). La participacion de
BMP-4 es esencial en la organogénesis del sistema digestivo, principalmente el intestino,
donde ademas juega un importante papel en la renovacion de las células epiteliales
intestinales (Ishizuya-Oka y Hasebe 2008). También se ha descrito a BMP-4 como un factor
clave en el sistema nervioso, regulando el desarrollo de las neuronas y de las células gliales
desde las células precursoras neurales, tanto en etapas embrionarias como en todas las

etapas desde el nacimiento (Jones y cols. 1991; Cole y cols. 2016).

En la vida adulta, se ha descrito la gran relevancia que BMP-4 tiene en la adhesion y
diapédesis leucocitaria, siendo una molécula clave en la inflamacion (Wong y cols. 2010;
Helbing y cols. 2017a; Helbing y cols. 2017b). Se ha descrito a BMP-4 como una molécula

proinflamatoria y profibrotica, relacionandose con inflamacién en el miocardio y aorta,
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asociados a la obesidad (Wu y cols. 2015). En este sentido, se ha observado que los niveles
de BMP-4 se encuentran elevados en pacientes con enfermedad arterial coronaria (Stahls y
cols. 2014). En cuanto a la obesidad, se ha descrito que BMP-4 desempefia una importante
funcion en la transicion de adipocitos pardos a adipocitos blancos, y el reclutamiento de
estos adipocitos blancos hacia la region subcutanea (Tang y cols. 2016). También se ha
relacionado BMP-4 con la hipertrofia ventricular en pacientes con hipertension (Gu y cols.
2015). Se ha demostrado que BMP-4 puede producir estrés oxidativo y disfuncion endotelial.
En concreto, se ha descrito que BMP-4 es capaz de estimular la actividad de la enzima
NADPH oxidasa, que inhibe el acoplamiento del grupo prostético, tetrahidrobiopterina
(BH4) a la eNOS y disminuye la produccion de NO, y de la enzima COX-2, incrementando la
concentracion de especies reactivas de oxigeno (Miriyala y cols. 2006; Wong y cols. 2010;
Wong y cols. 2013; Youn y cols. 2015). Este incremento de las ROS genera una reduccion de
la biodisponibilidad de NO, produciendo disfuncién endotelial e hipertension (Miriyala y
cols. 2006). Ademas, se ha relacionado a BMP-4 con la produccion de disfuncion endotelial
mediante el incremento de la expresion de factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), en concreto el homodimero AA. El incremento de PDGF-AA se ha asociado con
arteriosclerosis, fibrosis, ademas de con la disfuncion endotelial asociada a diabetes mellitus
(Hu y cols. 2016). A BMP-4 también se le ha otorgado un efecto hipertensor, ya que
promueve la contraccion de las células de musculo liso vascular, mediante la activacion del
microRNA-21 (Kang y cols. 2012). Igualmente, se ha sefialado que BMP-4 induce un
aumento de la permeabilidad vascular, mediante la inhibicion de la expresion de VE-
caderina (Helbing y cols. 2017a; Helbing y cols. 2017b). Se ha publicado que BMP-4 esta
incrementado en pacientes con enfermedad renal cronica (Stahls y cols. 2014) y algunos
autores postulan que BMP-4 es capaz de producir glomeruloesclerosis e inducir la sintesis
de matriz extracelular en el rifion en diferentes tipos de nefropatias como la diabética
(Tominaga y cols. 2011; Matsubara y cols. 2015). Por Ultimo, se ha descrito la importancia de
BMP-4 en algunos tipos de cancer, como gliomas (Xi y cols. 2017), carcinoma de ovario
(Laatio y cols. 2011) cancer colorrectal (Yokoyama y cols. 2017), ademas de promover la
migracion vy la invasion de células cancerosas resistentes a farmacos (Zhou y cols. 2017). Asi,
se ha seflalado que BMP-4 es capaz de inducir el crecimiento y la metastasis de
adenocarcinoma de pulmoén (Chen y cols. 2016). Curiosamente, a fecha de hoy no hay nada

descrito sobre la posible implicacion de BMP-4 en preeclampsia.
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Puesto que el estrés oxidativo, la disfuncion endotelial y la hipertension arterial son
sintomas caracteristicos de la preeclampsia y se relacionan con BMP-4, hipotetizamos que

esta molécula podria ser el mediador por el cual la sEng realiza su efecto hipertensor.

En primer lugar, demostramos que la incubaciéon con sEng es capaz de inducir la
expresion de BMP-4 en células HUVEC. Este efecto de sEng sobre la expresion de BMP-4 no
habia sido descrito anteriormente en la bibliografia. A continuacion, medimos los niveles de
BMP-4 en el plasma de los ratones que sobreexpresan sEng. El hecho de que los ratones
que Unicamente sobreexpresan skng presentaran niveles elevados de BMP-4 corroboraba lo
observado en células HUVECs. Ademas, los ratones sEng presentaban el doble de expresion

génica de BMP-4 que los ratones control, tanto en pulmoén como estémago y duodeno.

Una vez que comprobamos que sEng producia incremento de la expresion génica y de
los niveles circulantes de BMP-4 in vivo, quisimos ver los efectos que este incremento de
BMP-4 tenia en los tejidos. Al analizar cortes histologicos de pulmdn, no observamos
diferencias ni en la tincion de BMP-4 ni en la morfologia general del 6rgano. Se ha descrito
que BMP-4 juega un papel importante en el desarrollo del pulmon, donde algunos autores
demuestran que sobreexpresion de BMP-4 provoca graves alteraciones en este érgano. Asi,
se ha descrito que los pulmones expuestos a una mayor concentracion de BMP-4 se
desarrolla menos y presentan importantes alteraciones estructurales (Bellusci y cols. 1996).
Puesto que el transgen que porta la sEng se expresa de forma ubicua y que el pulmoén
presenta una gran cantidad de endotelio, esperariamos que los niveles de BMP-4 mas
elevados de lo normal producirian alteraciones en el desarrollo pulmonar (Bellusci y cols.
1996). En cambio, los ratones sEng muestran un desarrollo pulmonar normal. Una posible
explicacion es que la expresion de BMP-4 inducida por sEng no es lo suficientemente alta
como para producir estas alteraciones. También esperariamos una mayor cantidad de
tincion en el pulmoén de los animales skEng, puesto que gran parte de la tincion que se ve en
este organo es debida a la presencia de macréfagos. Asi, se ha descrito que BMP-4
favorece la diapédesis y la permeabilidad vascular (Wong y cols. 2010; Helbing y cols. 20173;
Helbing y cols. 2017b), por lo que cabria encontrar una mayor cantidad de macréfagos en el

pulmon, y por lo tanto una mayor tincion. En cambio, este hecho no fue constatado.

De igual manera, analizamos el patron de expresion y estructura de estbmago e
duodeno sin encontrar diferencias significativas entre ambos grupos, WT y skEng. Por otro

lado, el patrén de tincion de BMP-4 se correlaciona con lo descrito para esta proteina en
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estos organos (v17.proteinatlas.com 2017). La tincion de BMP-4 es muy abundante en
duodeno, sobre todo en el epitelio intestinal. Esta expresion de BMP-4 en el epitelio
intestinal se correlaciona muy bien con el hecho de que BMP-4 juega un importante papel

en la renovacion del epitelio intestinal (Ishizuya-Oka y Hasebe 2008).

El hecho de no observar diferencias de la cantidad tisular de BMP-4 entre los animales
WT vy sEng por IHC se puede deber a la propia naturaleza de esta técnica porque no es
cuantitativa. La resolucion de esta técnica hace que las diferencias en la expresion génica

sean insuficientes para poder ser cuantificadas como diferentes por IHC.

Una vez comprobado que sEng era realmente capaz de incrementar la expresion tisular
de BMP-4 y que los niveles de esta proteina en plasma eran mayores en los animales skng
que en los WT, nuestro siguiente objetivo fue analizar si realmente BMP-4 esta mediando el
efecto hipertensor observado en los animales sEng. Para tratar de dar respuesta a esta
pregunta se utilizd un antagonista end6geno capaz de unirse a BMP-4, denominado

noggin.

Noggin es una glicoproteina homodimerica de 65 kDa, con efectos pleiotropicos, y que
ha demostrado ser capaz de unirse a ciertas BMPs, antagonizando su efecto y regulando su
actividad (Zimmerman y cols. 1996; Krause y cols. 2011). Noggin es capaz de unirse a BMP-4,
regulando su actividad (Zimmerman y cols. 1996; Hirsinger y cols. 1997). Gracias a esta
capacidad, noggin ha probado ser una buena herramienta para definir las funciones de
BMP-4 en células y tejidos, debido principalmente a que su efecto es especifico (Miriyala y
cols. 2006). Ademas, BMP-4 es capaz de inducir la expresion proteica de noggin (Krause y
cols. 2011).

Con estos antecedentes, se planted la hipotesis de que la infusion de noggin bloguearia
BMP-4, revertiendo el efecto hipertensor inducido por la sEng. Se implantaron bombas, con
noggin o con vehiculo, en animales sEng y WT. Ya desde el 2° dia de infusion de noggin
observamos que la PA de los animales sEng se igualaba a la de los ratones WT que recibian
noggin, y que era algo inferior a la que presentaban los animales WT tratados con vehiculo.
Ademas, observamos como los niveles de BMP-4 de los ratones sEng se reducian con la
administracion de noggin, hasta igualarse con los niveles observados en los animales WT,
tanto tratados con noggin como sin él. Por otro lado, noggin no afectaba a los niveles

plasmaticos de sEng.
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Estos resultados nos demuestran que BMP-4 es realmente un mediador en el efecto
hipertensor de altos niveles de skEng, puesto que al tratar a los animales sEng con noggin,
tanto el incremento en la concentracion de BMP-4, como la hipertension (ambos inducidos
por sEng) revierten hasta valores similares a los de los animales control. Ademas, estos
resultados son compatibles con lo observado en la clinica y otros modelos animales, donde

se produce un retraso entre el incremento de sEng y la aparicion de los sintomas.

Parte de este efecto hipertensor de BMP-4 puede ser directo, ya que se ha descrito que
BMP-4 es capaz de inducir la contraccion de las células musculares lisas de los vasos (Kang y
cols. 2012), lo que produce un incremento de las resistencias vasculares y, por ende, de la
PA. Otra parte de los efectos de BMP-4 sobre la PA podrian estar relacionados con la
disfuncion endotelial que esta proteina produce. Esta disfuncion endotelial es una
caracteristica de la preeclampsia y una de las bases de los otros sintomas de esta patologia
(Powe y cols. 2011; Craici y cols. 2013; Brennan y cols. 2014, Ahmed y cols. 2017). Asi, BMP-4
es capaz de reducir la sintesis de NO mediante la inhibicion de la eNOS. Lo que BMP-4 hace
es inhibir el acoplamiento de BH4 a la eNOS (Youn y cols. 2015), imposibilitando la
formacion de NO y produciendo, ademas un incremento de los niveles de ROS. BMP-4,
ademas, promueve la expresion de NADPH oxidasa y de COX-2, lo que se traduce en un
incremento de los ROS, que a su vez incrementan la disfuncion endotelial, al reducir la
biodisponibilidad de NO (Miriyala y cols. 2006; Wong vy cols. 2010). Es esta disfuncion
endotelial y la inhibicion de la vasorrelajacion lo que se relaciona con el papel hipertensor
de BMP-4 (Miriyala 'y cols. 2006). A su vez, se ha observado que la administracion de noggin
impide que BMP-4 pueda unirse a sus receptores y producir la disfuncion endotelial

(Miriyala y cols. 2006; Krause y cols. 2011).

5. Discusion final
El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido analizar el papel que juegan las altas

concentraciones plasmaticas de skng sobre los sintomas mas caracteristicos de la

preeclampsia (Figura 40).
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Figura 40. Modelo hipotético del papel de sEng en preeclampsia. La combinacion de diversos
factores como hipoxia, radicales libres de oxigeno (ROS) y oxisteroles estimulan la expresion de
endoglina de membrana e inducen la liberacion de endoglina soluble mediada por la metaloproteasa
MMP-14. La endoglina soluble es capaz de interaccionar con integrinas, compitiendo asi con la unién
entre endoglina de membrana en el endotelio y las integrinas de superficie presentes en células
murales vasculares. Como resultado, se produce un incremento de la permeabilidad vascular, lo que
puede provocar edemas. Ademés, la interaccion de endoglina soluble con las integrinas plaquetarias
podria dificultar los procesos de formacion y estabilizacion del trombo, provocando un incremento
en el tiempo y grado de los sangrados. Por otra parte, la administracion de endoglina soluble de
forma aguda no produce la liberacion de podocitos, aunque sf parece inducir podocituria cuando
endoglina soluble esté presente en el organismo de forma constitutiva (efecto crénico). Los dominios
extracelular (EC), transmembrana (TM) y citoplasmico (CYT), asi como los enlaces disulfuro (S-S) de la
endoglina estan indicados.
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No hemos visto un efecto de la exposicion aguda a altos niveles plasmaticos de sEng
sobre la podocituria y proteinuria, pero si que los vemos cuando analizamos la exposicion
cronica a sEng. Este efecto creemos que se debe a que la sEng compite con la endoglina de
membrana por la union a integrinas, desestabilizando las uniones entre los podocitos y la
membrana basal de los capilares glomerulares perdiendose los podocitos en la orina por su
arrastre por el plasma ultrafiltrado (Rossi y cols. 2016) (Figura 40). Esta pérdida de podocitos
altera la permeabilidad de la barrera de filtracion glomerular, lo que produce la proteinuria
(Craici y cols. 2013).

También hemos observado que sEng es capaz de alterar la estabilidad de los vasos. Esta
desestabilizacion entre las uniones de las células endoteliales hace que aumente la
permeabilidad vascular a moléculas de alto peso molecular, demostrando que sEng puede
jugar un papel en los edemas descritos en preeclampsia (Neal y cols. 2004; Lin y cols. 2012)
(Figura 40). En esta permeabilidad vascular también podria estar interviniendo BMP-4, ya
que se ha descrito que BMP-4 es capaz de reducir la expresion de VE-cadherina,
comprometiendo la estabilidad vascular y aumentando la permeabilidad vascular (Helbing y
cols. 2017a; Helbing y cols. 2017b). En este sentido, los elevados niveles plasmaticos de sEng
de la preeclampsia afectarian la permeabilidad vascular y los edemas de la preeclampsia,

tanto directamente como de forma mediada por BMP-4.

En cuanto a la hemostasia, hemos visto que niveles elevados de sEng circulantes se
asocian con un incremento del tiempo de sangrado, parametro que algunos autores han
relacionado con la preeclampsia (Kelton y cols. 1985; Fuentes y cols. 1995; Eskild y Vatten
2009). Al analizar los parametros de la hemostasia que podrian estar alterados por skEng, no
hemos encontrado relacion de esta proteina con la trombocitopenia, ni con la alteracion de
las vias de coagulacion o con la agregacion plaguetaria. Si que hemos observado que skEng
es capaz de alterar el proceso de estabilizacion y maduracion, debido a que es capaz de
unirse a la integrina allbB3 (Rossi y cols. 2017). Esta interaccion disminuye la capacidad de
adhesion del trombo al endotelio y subendotelio, ademas de comprometer la maduracion y
retraccion del trombo, lo que hace que el trombo sea inestable, influyendo asi en el tiempo

de sangrado (Figura 40).

También hemos observado que sEng es capaz de inducir la expresion tisular e
incrementar los niveles circulantes de BMP-4, y que estos niveles elevados de BMP-4

pueden producir incremento de la PA (Figura 40). Este efecto podria ser tanto de forma
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directa (Kang y cols. 2012) o mediante la reduccion de la biodisponibilidad de NO (Miriyala y
cols. 2006; Wong y cols. 2010).

BMP-4 es capaz de inducir un incremento del estrés oxidativo (Miriyala y cols. 2006;
Wong y cols. 2010; Wong y cols. 2013), que a su vez es capaz de inducir la liberacion de
skEng, mediante la activacion de la MMP-14, mediada por oxisteroles (Valbuena-Diez y cols.
2012) . Esto puede hacer que los niveles de skng y BMP-4 se retroalimenten entre si,

disparandose sus efectos y potenciandose el desarrollo de la enfermedad.

Con todo esto, un posible tratamiento para prevenir los sintomas de la preeclampsia
serfa reducir el estrés oxidativo inducido por BMP-4 (inducido por sEng) mediante la
utilizacion de antioxidantes. En este sentido, hay mucha controversia sobre la eficacia de la
utilizacion de antioxidantes en el tratamiento de preeclampsia. Mientras algunos autores
defienden la utilizacion de antioxidantes, como la vitamina D (Sasan y cols. 2009) u otros
antioxidantes (Roberts y cols. 2003) para el tratamiento de la preeclampsia, otros autores no
han observado ningun efecto sobre los sintomas de la preeclampsia al tratar a las pacientes
con antioxidantes como la vitamina C y E (Poston y cols. 2006). Ademas, los ensayos clinicos
llevados a cabo para tratar la preeclampsia con antioxidantes no han mostrado ningun
efecto (Duley 2009).

Otro posible tratamiento para prevenir los sintomas producidos por el BMP-4 serfa la
utilizacion de noggin o de otro tipo de molécula que pueda bloquear el efecto de BMP-4,
como por ejemplo anticuerpos. El problema de este tipo de tratamiento es que BMP-4
juega un papel clave en el desarrollo y la embriogénesis (Jones y cols. 1991, Winnier y cols.
1995; Hogan 1996; Ishizuya-Oka y Hasebe 2008; Miljkovic y cols. 2008; Borges y cols. 2012;
Cole y cols. 2016). Si tanto noggin, como los posibles anticuerpos que unan BMP-4, son
capaces de pasar a la placenta y al feto, los problemas que pueden desarrollar al bloquear
el correcto desarrollo de la funciéon de BMP-4, pueden conllevar desde malformaciones del
feto, hasta su muerte o el aborto. En este sentido, las posibilidades pasarian por desarrollar
anticuerpos especificos con algun tipo de modificacion que impidiera, no solo su paso al
feto, sino a la placenta también. Este tipo de moléculas podrian reducir los niveles de BMP-4
circulantes, reduciendo el estrés oxidativo, la disfuncién endotelial y regularia negativamente
la liberacion de sEng (mediada por oxisteroles). Ademas, esta posible reduccion de la

liberacion de sEng disminuiria la actividad proinflamatoria de la sEng, mediado por NFkB e
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IL6 (Varejckova y cols. 2017), ademas de la disfuncion endotelial que sEng parece producir,

junto a otros factores (Jezkova y cols. 2016; Rathouska y cols. 2017).

Por ultimo, con este estudio queda demostrado, al menos en parte, que los altos niveles
circulantes de skEng juegan un papel importante en el establecimiento y desarrollo de los
sintomas principales que caracterizan a la preeclampsia. El bloqueo de esta isoforma soluble
de la endoglina podria ser un buen tratamiento para tratar la preeclampsia pero tiene
inconvenientes. El primero de todos es que las células endoteliales presentan endoglina de
membrana, con una gran importancia bioldgica, y que tiene la misma estructura externa
que la sEng. Esto imposibilitaria la utilizacion de anticuerpos especificos anti-endoglina, con
el fin de disminuir los niveles de sEng. El sequndo, es que la preeclampsia no se circunscribe
Unicamente a un incremento de skng en el plasma materno, sino que se produce la
variacion de muchas moléculas (sFlt-1, PIGF...), por lo que la eliminacién de la sEng, en el
mejor de los casos, solo favorecerfa el prondstico de la enfermedad. Se podria plantear la
reduccion mediante plasmaféresis terapéutica (un procedimiento extracorpdreo en el que, a
partir de la extraccion de sangre total, se separa el plasma del resto de los componentes
celulares con el objetivo de disminuir o eliminar determinadas sustancias patoldgicas que
intervienen en la fisiopatologia de la enfermedad) de los niveles plasmaticos de sEng, sFlt-1,
PIGF y otras posibles moléculas involucradas en la preeclampsia. Hay que hacer constar que
este procedimiento ha resultado efectivo en el tratamiento de numerosas enfermedades,
aunqgue ha sido inefectivo en otras (Nakanishi y cols. 2014). El uso de la aféresis terapéutica
ha sido ya sugerido como un tratamiento de la preeclampsia (Easterling 2016) vy la
eliminacion mediante esta técnica de sFlt-1 parece tener efectos beneficiosos al menos

sobre los sintomas (Carney 2015; Thadhani y cols. 2016).
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e El aumento agudo de los niveles de endoglina soluble no provoca la podocituria y la
proteinuria observadas en preeclampsia, que pueden ser producidas por la presencia,

mantenida en el tiempo, de esos niveles elevados de endoglina soluble.

e Endoglina soluble es capaz de generar desestabilizacion endotelial, siendo
responsable, al menos en parte, de los procesos de extravasacion de liquido desde el

plasma y el edema, ambos sintomas muy comunes y caracteristicos de la preeclampsia.

e La endoglina soluble no es responsable del desbalance hemostatico observado en
las mujeres con preeclampsia, a la vez que no juega ningun papel en la activacion

plaguetaria y trombocitopenia caracteristicos de esta patologia.

e La presencia de niveles elevados de endoglina soluble dificulta los procesos de
formacion y estabilizacion del trombo, disminuyendo la hemostasia e incrementando el

sangrado.

e La forma soluble de la endoglina no es capaz de producir ningun efecto directo

sobre la contractilidad vascular.

e Endoglina soluble es capaz de estimular la produccion de la Proteina Morfogenética
Osea 4, 0 BMP-4, que podrfa ser la mediadora y responsable del establecimiento de la

hipertension observada en animales que sobreexpresan sEng.

Conclusiones
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