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Resumen

Fundamento: la hipertensién arterial constituye un
desafio global para la Salud Publica. La exposicién a
factores adversos durante etapas criticas del desarrollo
intrauterino o posnatal temprano, incrementa el riesgo
de enfermedades crénicas en la adultez, pero los
mecanismos que intervienen son poco conocidos.
Objetivo: evaluar el estado morfofuncional renal y su
contribucion al desarrollo de hipertensién arterial en
descendientes adolescentes de ratas con insuficiencia
vascular placentaria.

Métodos: se realizé un estudio preclinico en ratas
Wistar hembras gestadas. El dia 16 de la gestacién, a
un grupo se le realizé la ligadura de las arterias uterinas
y a otro se le efectuo el mismo procedimiento
quirdrgico, pero sin ligadura. Las crias se distribuyeron
en dos grupos, en correspondencia con las ratas
madres; al nacer se les determiné el peso corporal y a
las nueve semanas se realizaron estudios de peso
corporal, variables hemodindmicas y variables
morfofuncionales renales.

Resultados: las crias de las ratas con ligadura de las
arterias uterinas presentaron menor peso corporal al
nacimiento. A las nueve semanas, mostraron similar
peso corporal, funcién renal, peso renal y grosor de los
tibulos proximales que los controles, pero menor
nimero de glomérulos, asi como mayor volumen
glomerular, volumen plasmatico corporal y presién
arterial sistdlica y diastolica.

Conclusiones: la insuficiencia vascular placentaria
programa un fenotipo hipertensivo en la descendencia
adolescente, que se caracteriza por hipertrofia
glomerular y expansion del volumen plasmatico
corporal.

Palabras clave: hipertensién, insuficiencia placentaria,
recién nacido de muy bajo peso, hipertrofia, volumen
plasmatico

Abstract

Foundation: hypertension poses a global Public Health
challenge. Exposure to adverse factors during critical
stages of intrauterine or early postnatal development
increases the risk of chronic diseases in adulthood, but
the underlying mechanisms are poorly understood.
Objective: to evaluate renal morphofunctional status
and its contribution to the development of hypertension
in adolescent offspring of rats with placental vascular
insufficiency.Methods: a preclinical study was
conducted in pregnant female Wistar rats. On day 16 of
gestation, one group underwent uterine artery ligation,
while the other underwent the same surgical procedure
without ligation. The pups were divided into two groups,
corresponding to their mothers. At birth, their body
weight was determined, and at nine weeks, body weight,
hemodynamic variables, and renal morphofunctional
variables were assessed.Results: the pups of rats with
uterine artery ligation had lower birth weights. At nine
weeks, they showed similar body weight, renal function,
kidney weight, and proximal tubule thickness to the
controls, but a lower number of glomeruli, as well as
greater glomerular volume, body plasma volume, and
systolic and diastolic blood pressure.Conclusions:
placental vascular insufficiency programs a
hypertensive phenotype in adolescent offspring,
characterized by glomerular hypertrophy and expansion
of body plasma volume.Keywords: hypertension;
placental insufficiency; infant very low birth weight;
glomerular hypertrophy; plasma volume
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INTRODUCCION

La hipertensién arterial (HTA) representa un
desafio global para la Salud Publica. Su
prevalencia se encuentra en aumento y sus
mecanismos fisiopatoldgicos aln no estan
dilucidados del todo.” En las Gltimas décadas, ha
ganado relevancia el concepto de los origenes
tempranos de la enfermedad, conocido como
programacién del desarrollo. Este enfoque
sugiere que la exposicién a factores adversos
durante etapas criticas del desarrollo intrauterino
0 posnatal temprano, incrementa el riesgo de
enfermedades cronicas en la vida adulta, como la
HTA'(Z)

Se consideran factores adversos para el
desarrollo intrauterino la desnutricién materna, la
disfuncion placentaria, la hipoxia, el estrés
materno (ambiental, emocional o fisioldgico), los
cambios en la microbiota, la privacion del suefio,
asi como, la exposicién a glucocorticoides,
nicotina o alcohol. Estos factores desencadenan
respuestas adaptativas, que priorizan la
supervivencia fetal a costa de alterar la
maduracién de estructuras, como: el rifidn, el
corazon y el sistema vascular.”” Aunque se han
identificado alteraciones estructurales y
funcionales asociadas a este proceso, su vinculo
preciso con la patogénesis de la HTA es un
campo de investigacion activo.®?

El rifdn constituye el regulador a largo plazo de
la presién arterial. Es el Unico capaz de llevar las
cifras de presién arterial hasta sus valores
normales. Es por esto que Guyton plantea que,
cualquier alteracién de la presion arterial de
forma crénica debe implicar un cambio en la
capacidad excretora hidrosalina del riidn.” Se ha
documentado que, los individuos sometidos a un
ambiente intrauterino adverso presentan un
menor nimero de nefronas al nacer, un defecto
irreversible en humanos, debido a la ausencia de
nefrogénesis posnatal.”® Esta reduccién
desencadena  hiperfiltracién glomerular
compensatoria, lo que acelera la pérdida de la
funcién renal y la HTA en la edad adulta, también
se sabe que con el aumento de la edad ocurre
una pérdida de nefronas, por obsolescencia y
glomeruloesclerosis. Esto pudiera ser mayor en
los individuos con un menor nimero de nefronas
al nacer, debido a la hiperfiltracion glomerular
que presentan® sin embargo, investigaciones
recientes proponen que otros mecanismos, como
las modificaciones tubulares, podrian contribuir a
la HTA programada.®

El objetivo de esta investigacién fue: evaluar el
estado morfofuncional renal y su contribucién al
desarrollo de la hipertensién arterial en
descendientes adolescentes de ratas con
insuficiencia vascular placentaria

METODOS

Se efectud un estudio preclinico en ratas Wistar
provenientes del Centro Nacional de Produccién
de Animales de Laboratorio (CENPALAB). El
trabajo experimental se realizé en el Laboratorio
de Fisiologia Renal del Instituto de Ciencias
Basicas y Preclinicas Victoria de Girén de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad
de Ciencias Médicas de la Habana, durante los
afos 2022 y 2023. Todos los protocolos
recibieron aprobacién previa del Consejo
Cientifico y el Comité Institucional para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se
garantizé el cumplimiento estricto de los
estdndares éticos nacionales e internacionales
vigentes para el manejo, empleo y eutanasia en
modelos animales.”®
Sujetos experimentales, mantenimiento e
induccién de la prefiez

Se emplearon ocho hembras nuliparas de 180 g a
200 g y cuatro machos de 200 g - 270 g. Los
animales se alojaron en condiciones controladas
de luz y oscuridad (12h cada una) y acceso ad
libitum a agua y alimento: peso estandar para
roedores producido por el CENPALAB. Tras un
periodo de adaptacion de siete dias, se procedid
al apareamiento nocturno durante las fases de
proestro o estro del ciclo estral femenino.” La
identificacion de espermatozoides en el lavado
vaginal matutino establecié el dia 0 de gestacidn.

Configuracién de los grupos

El dia 16 de la gestacidn, se seleccionaron de
forma aleatoria cuatro hembras y se les realizé la
ligadura bilateral de las arterias uterinas en su
porcién distal, con seda quirlirgica 00. El
procedimiento se efectud bajo anestesia con 25
mg/kg intraperitoneal de tiopental sddico, en
condiciones asépticas.® Las cuatro hembras
restantes constituyeron el grupo control, que fue
sometido al mismo procedimiento quirdrgico,
pero sin la ligadura de las arterias uterinas. Tras
el parto espontaneo, se conformaron dos grupos
de crias de 16 ejemplares cada uno, seleccién
aleatoria y ambos sexos representados: grupo L,
descendientes de ratas con ligadura y grupo C
descendientes de ratas sin ligadura.
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Variables y procedimientos para su estudio

Se registré el peso corporal neonatal en las
primeras 24 horas post-nacimiento con una
balanza digital Crystal, (precision 1 mg). A las
nueve semanas del nacimiento, se reevalué el
peso corporal con una balanza Gallenkamp y se
midi6 la presidn arterial sistélica y diastélica
(sistema CODA)."" Luego, de cada grupo se
escogieron de forma aleatoria ocho crias para
determinar el volumen plasmatico corporal
(VPC), mediante la técnica de dilucién de Azul de
Evans.® En las crias restantes, se evalud la
funcién renal, mediante la determinacién de la
tasa de filtracién glomerular, estimada por
depuracién plasmatica de inulina™? y la
excrecién fraccional de sodio: EF,,.;" la
cuantificacién de sodio se realizé por
espectrometria de absorcién atémica con llama,
con un equipo Philips PU 9100."* A continuacidn,
se practicéd la eutanasia, por exanguinacién
cardiaca bajo anestesia profunda. De todos los
animales se determiné el peso renal (peso de
ambos rifiones) y la relacién peso renal/peso
corporal (balanza Crystal). El rifién izquierdo de
siete ratas de cada grupo con estudio de la
funcién renal, se seccion6 en sentido sagital; los
fragmentos se lavaron (solucion salina 0,9 %), se
fijaron en formalina neutra tamponada al 10 % y
se incluyeron en parafina.

De cada bloque de parafina, se prepararon dos
ldaminas histoldgicas con tres cortes de 3 um de
grosor cada una (micrétomo Histo-Line con
cuchillas de acero), que fueron coloreadas con
hematoxilina-eosina y reaccién del &cido
peryédico de Schiff (PAS) (por sus siglas en
inglés). De cada corte se digitalizaron nueve
campos, tres de cada zona de la corteza renal
(polos renales y zona intermedia), desde el borde
de la cépsula renal hasta el limite
cortico-medular. Se desecharon aquellos campos
poco representativos. Las imagenes se tomaron

a 100X y 400X de magnificacién, con una camara
digital MOTICAM 3 de 3,0 megapixeles, acoplada
al microscopio Motic BA 210 y el programa Motic
de andlisis de datos y se guardaron en formato
jpg en una computadora Acer.

Para el andlisis histoldgico se seleccionaron
estructuras con los limites bien visibles. Se
cuantificé el nimero de glomérulos en nueve
campos por animal, a 100X de magnificacién,
mediante la herramienta de conteo del programa
Image). Se calculé el volumen de 20 glomérulos
cortados de forma transversal, mediante el
método de Weibel,*¥ a partir del drea glomerular
medida a 400X de magnificacién con la
herramienta de trazado libre del programa
Image). En 10 tubulos proximales (didmetro
mayor/menor = 1 + 0,2), se determiné la altura
del epitelio como el promedio de las mediciones
realizadas en las posiciones horarias 3, 6, 9y 12,
desde la membrana basal hasta el borde del
ribete en cepillo, a 400X de magnificacion, con la
herramienta linea recta del programa Image).

Procesamiento estadistico

Para el procesamiento estadistico se utilizd el
programa GraphPadPrism v5.01. La normalidad
de las variables se verific6 mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Las comparaciones entre
grupos se realizaron con las pruebas t de Student
(variables con distribucion normal) y U de
Mann-Whitney (variables sin distribucién normal).
Se asumidé una p < 0,05 como diferencia
significativa.

RESULTADOS

El peso corporal de los descendientes del grupo L,
al nacer fue menor, pero no presenté diferencias
a las nueve semanas con respecto a los del
grupo C. (Tabla 1).

Tabla 1. Peso corporal de crias de ratas con v sin ligadura de arterias uterinas

Grupo C Grupo L
Peso corporal
Mediana (Min — Mix) Mediana  (Min — Mix)
Al nacer (g) 6.5 (5.9 -17.1) 53 (4.1-6.6)*

A las 9 semanas (g) 2175

(163.0 - 295.0)

210,0 (158.0 - 305.0)

#p = 0,05 (U de Marm Whitmay). r= 16. C: dazcendhantas da ratzs zin headura, L: dezcendiantaz da ratas con ligadura
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En las crias de nueve semanas de nacidas, hemodinamicas se aprecid, que la presidn
descendientes de ratas sin ligadura, Grupo C, n= arterial y el VPC fueron mayores en el grupo L,
8 y Grupo L, n= 6, descendientes de ratas con correspondiente a los descendientes de ratas con
ligadura, al comprobar las variables ligadura. (Fig. 1).

A) B)
", o
P - . *
L= o
- Tl . 2T -
E 1004 ‘3‘ =
Z o S
@ =5
s g2 %
5 40 2 .
W =3
= 204 ex
o - 2+
o ; =5
PAS PAD - :
C L
O] GrupoC [ Grupo L Grupos

Fig 1. Vanables hemodindmicas d= erizs de ratas con v zin ligadura de arterias uterinas

No se encontraron diferencias entre los grupos corporal y las variables de funcién renal. (Tabla 2
en el peso renal, la relaciéon peso renal/peso ).

Tabla 2. Vanables morfofuncionales renales de crias de ratas con y sin ligadura de arterias uterinas

Grupo C Grupo L
Variables
n Media £ 5D n Media = SD
IFG” (ml/min/100g de peso corporal) 8 0.60=+029 7 046+ 023
EFw-"""(100g de peso corporal) ] 0,77+0,54 b 0.57+0,350
Peso renal (g) 16 1.55+£0.21 16 1.40+0.29
Peso renal/peso corporal 16 0.72+0,09 16 0.73+0.11

# [Fo: mtensidad de filiracion glomerular. **EFy,; excrecion fraccionzl de sodio

En el estudio histolégico cualitativo de la corteza Fotomicrografias dpticas representativas de los
renal se aprecié un menor nimero de glomérulos glomérulos renales de crias de ratas con y sin
y mayor volumen glomerular en el grupo L. ligadura de arterias uterinas. A) menor nimero
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de glomérulos (magnificacion 100X) y en B) mayor volumen glomerular (magnificacién 400X)

en el grupo L. (Figs. 2A y 2B).

Los resultados anteriores fueron corroborados en el estudio morfométrico. (Fig. 3).
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No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en cuanto a la altura del epitelio de
los tUbulos proximales. (Fig. 4).
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Fig 4. Altura del spitelic de tibulo: proximales de crias de ratas con v =in ligadura de arterias uterinas

DISCUSION las ratas sometidas a ligadura de las arterias
uterinas, corrobora la existencia de un ambiente
El menor peso al nacer en los descendientes de intrauterino adverso en el biomodelo utilizado, ya
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gue este constituye uno de los marcadores de
esta condicién.”? A las nueve semanas del
nacimiento, el peso de estos animales fue similar
al de sus controles, lo que se corresponde con la
posterior ganancia de peso acelerada que se ha
descrito tanto en humanos como en animales de
experimentacién.®®

La investigacién actual es continuacién de un
estudio realizado en el mismo biomodelo, pero a
las tres semanas de nacidas las crias.’® Similar a
lo ocurrido en ese estudio, en las crias de nueve
semanas se encontré elevada la presion arterial,
tanto sistdlica como diastdlica. Este resultado
pudiera estar relacionado con el mayor VPC de
los animales y es coherente con la teoria de
Guyton sobre el papel dominante del riién y el
manejo de volumen en la hipertension crénica.”
Un VPC elevado, aumenta la precarga cardiaca y
el gasto cardiaco, lo que ejerce una presién
sostenida sobre las paredes arteriales y
contribuye de forma directa a incrementar la
presién arterial media.

Los resultados confirman la existencia de menor
nimero de glomérulos y mayor volumen
glomerular en las crias a las nueve semanas de
nacidas. Esto refuerza el modelo de nefropatia
por reducciéon de nefronas e hiperfiltracidon
compensatoria en las nefronas remanentes,
descrito por Brenner'® y observado en el
biomodelo a las tres semanas de nacidos los
animales.”® La hipertrofia glomerular persistente
es un sello distintivo de adaptacién inicial, que se
convierte en un factor patogénico a largo plazo.
La hiperfiltracion sostenida conlleva estrés
hemodindmico y mecanico sobre los capilares
glomerulares, que predispone a esclerosis
glomerular y pérdida progresiva de la funcién
renal con el envejecimiento, lo que estaria
incrementado en individuos con un bajo nimero
de nefronas congénito.®?

Los hallazgos actuales aportan perspectivas
criticas sobre la transicion de los ajustes renales
iniciales en el biomodelo utilizado hacia un
fenotipo hipertenso establecido. Una diferencia
con lo observado en las crias a las tres semanas
de nacidas con el presente estudio, es la
ausencia de hipertrofia tubular a las nueve
semanas. Esta discrepancia sugiere que la
hipertrofia tubular temprana® podria representar
una respuesta adaptativa transitoria a la
sobrecarga inicial de solutos derivada de la
hiperfiltracion glomerular. A las nueve semanas,
otros mecanismos compensatorios a nivel tubular,
que pudieran ser neurohormonales o de

transporte mas eficientes, podrian suplantarlas
adaptaciones estructurales, ademas, la
hipertrofia tubular inicial pudiera preceder a
cambios atréficos no evaluados en el presente
estudio, no obstante, la normalidad morfoldgica
tubular no implica normalidad funcional. La
persistencia de valores elevados de presién
arterial y VPC sin hipertrofia tubular en las crias
de las ratas con ligadura de las arterias uterinaa
las nueve semanas de nacidas, apunta a una
alteracién funcional en la reabsorcién tubular de
sodio y agua. La teoria de Guyton predice que la
HTA crénica esencial requiere un desplazamiento
de la curva de excrecién de sodio por el rifién,
por lo que se normaliza la excrecién, pero a una
presion arterial mas alta.®

Los resultados del estudio sugieren que el rifién
de la rata sometida a un ambiente intrauterino
adverso por insuficiencia vascular placentaria, en
la adolescencia mantiene un balance sédico
neutral a expensas de una presién arterial
elevada. Los mecanismos exactos requieren
investigacion futura, pero su efecto neto seria
una reabsorcion aumentada de sodio, que
sostiene la expansion de volumen plasmatico y la
HTA, incluso, sin hipertrofia tubular proximal
detectable. Lo anterior subraya la plasticidad de
las respuestas adaptativas renales a lo largo del
tiempo y la complejidad de la programacién del
desarrollo
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