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RESUMEN

El presente Trabajo Fin de Méster de caracter experimental se basa en un modelo murino
para estudiar un posible tratamiento frente a la dislipidemia en el embarazo. La dislipidemia es
uno de los principales factores de riesgo en la enfermedad cardiovascular, que se mantiene
como la primera causa de muerte en el mundo. El aumento en los niveles fisioldgicos de
colesterol por encima del 50 — 80 % genera en la mujer embarazada una condicién
hipercolesterolémica  suprafisiolégica o MSPH (Maternal  Supraphysiological
Hypercholesterolemia). Debido a la inexistencia de tratamientos no teratogénicos, actualmente
no se incluye en la practica clinica habitual un seguimiento del colesterol, triglicéridos o LDL
en las mujeres embarazadas MSPH. En este trabajo se evallUa, en un modelo experimental
murino con MSPH, una posible intervencion nutricional con aceite de oliva virgen extra
(AOVE) con el fin de mejorar el perfil lipidico y revertir la disfuncion vascular observada en

dicho modelo animal, con el fin Gltimo de extrapolarlo a las mujeres embarazadas.

Palabras clave: embarazo, hipercolesterolemia, disfuncion endotelial, AOVE, 6xido nitrico.

ABSTRACT

This experimental Master’s Degree Final Project is based on a murine model to study a
potential treatment for dyslipidemia in pregnancy. Dyslipidemia is one of the main risk factors
in cardiovascular disease, which remains the leading cause of death worldwide. The increase in
physiological levels of cholesterol by more than 50-80 % generates a condition in pregnant
women, known as Maternal Supraphysiological Hypercholesterolemia (MSPH). Due to the lack
of non-teratogenic treatments, cholesterol, triglycerides, or LDL monitoring is currently not
included in routine clinical practice for MSPH pregnant women. In this study, we evaluate a
possible nutritional intervention using extra virgin olive oil (EVOQ) in a murine experimental
model with MSPH, in order to improve the lipid profile and reverse the vascular dysfunction
observed in the animal model, with the ultimate objective of extrapolating the findings to

pregnant women.

Keywords: pregnancy, hypercholesterolemia, endothelial dysfunction, EVOO, nitric oxide.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Enfermedad cardiovascular

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (who.int), la enfermedad cardiovascular
(ECV) es la primera causa de muerte en el mundo (26,9 %). Entre los principales factores de
riesgo asociados se encuentra la dislipidemia, asociada principalmente a niveles elevados de
colesterol y LDL (Cuevas M. and Alonso K, 2016). Para un correcto desarrollo fetal, el
colesterol total y el LDL aumentan sobre un 20-35 % durante el embarazo, por lo que este
aumento se considera fisiol6gico; sin embargo, en algunas mujeres, este aumento va mas alla
del 50-80 %. En la actualidad, quienes padecen esta condicion desconocen que los niveles
lipidicos no son monitoreados durante el desarrollo del embarazo (Leiva et al., 2013). Aln mas,
los obstetras que deciden revisarlo no cuentan con una posible estrategia terapéutica para tratar
esta dislipidemia durante esta etapa del ciclo vital, ya que los farmacos habituales
hipolipemiantes, como las estatinas, estan contraindicados en el embarazo (Mauri et al., 2021).

1.2 Programacion fetal

La hipotesis del «origen fetal de la enfermedad del adulto», conocida como
programacion fetal, propone que ciertos estimulos que ocurren en etapas criticas o sensibles del
desarrollo fetal cambian permanentemente la estructura, fisiologia y metabolismo en el nuevo
individuo en desarrollo, lo que predispone al desarrollo de enfermedades en la vida adulta
(Palinski and NAPOLLI, 2002; Thornburg et al., 2016). Es ampliamente conocida la importancia
del embarazo para la programacion fetal, sobre todo en patologias obstétricas como
preeclampsia, diabetes gestacional, obesidad o restriccion del crecimiento intrauterino. Asi, la
diabetes materna, la obesidad y la insuficiencia placentaria durante el embarazo estan
fuertemente asociadas con un aumento del riesgo en el recién nacido de desarrollar a largo plazo

diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Figura 1) (Moreno Villares, 2016).

Un desorden obstétrico menos descrito que los anteriores es la hipercolesterolemia
asociada al embarazo. Si los niveles de colesterol en el embarazo aumentan mas alla del limite
considerado fisiologico en esta condicion, la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia
maternas durante este periodo del ciclo vital se correlaciona con disfuncién endotelial
fetoplacentaria, mayor estrés oxidativo en la circulacion materna y fetal y lesiones

aterosclerdticas en arterias fetales (Fuenzalida et al., 2018).


https://www.who.int/

Como se ha comentado, durante el embarazo, las mujeres sufren un aumento fisiolégico
del colesterol total y LDL a nivel plasmatico. Este fendmeno se conoce como
hipercolesterolemia fisiolégica materna del embarazo (MPH, Maternal Physiological
Hypercholesterolemia) y se considera una respuesta adaptativa para satisfacer la creciente
demanda de lipidos por parte del feto (Palinski, 2009). Los niveles de colesterol total en plasma
en un embarazo a término de las mujeres MPH son < 280 mg/dL, lo que supone
aproximadamente un 35 % por encima de los niveles previos al embarazo. Por otra parte, el
aumento del colesterol total materno durante el embarazo por encima de los niveles de MPH se
define como hipercolesterolemia  suprafisiolégica materna  (MSPH, Maternal
Supraphysiological Hypercholesterolemia). En esta condicion materna, los niveles maternos de
colesterol total en un embarazo a término son > 280 mg/dL, pudiendo llegar a un 70-80 % por
encima de los niveles previos al embarazo. En los Gltimos afios se ha descrito que la aparicion
de MSPH puede tener consecuencias vasculares en los hijos: disfuncién endotelial
fetoplacentaria, alteraciones en el trafico placentario de colesterol, aumento de la formacién de
estrias grasas en la aorta fetal, mayor estrés oxidativo a nivel sistémico, lesiones ateroscleréticas
en la infancia y mayor complejidad asociada a enfermedades cardiovasculares en la vida adulta
(Fuenzalida et al., 2020; Leiva et al., 2016, 2015). Por ello, la aparicién de MSPH se ha
propuesto como un nuevo desorden asociado al embarazo, desorden que se asocia con
programacion fetal de enfermedades cardiovasculares. De esta forma, el control de los lipidos
maternos podia ser importante para la prevencion de enfermedades cardiovasculares en hijos
de embarazadas MSPH. Por otra parte, la funcion de las lipoproteinas esta alterada en mujeres
MSPH, alteraciones que se asocian con un mayor perfil prooxidante, lo que a su vez podria

relacionarse directamente con las alteraciones vasculares ya descritas (Cantin et al., 2022).

Desafortunadamente, esta informacion no es suficiente para ser utilizada por el cuerpo
médico y, hasta la fecha, la condicion MSPH es desconocida ya que el sistema sanitario no
mide los niveles de colesterol en los controles rutinarios del embarazo. Uno de los principales
factores por lo que los médicos no lo controlan, es por las escasas herramientas con las que

podrian ayudar a las mujeres MSPH en términos de tratamiento.
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Figura 1. Representacion esquematica de la programacion fetal asociada a la

enfermedad de hipercolesterolemia suprafisiologica humana.

1.3 Funcion vascular y disfuncién endotelial

Uno de los primeros eventos fisiopatoldgicos asociados al desarrollo de ECVs es la
disfuncion vascular. Una correcta funcion vascular es importante para suministrar oxigeno y
nutrientes a todos los érganos y tejidos del organismo, incluyendo en su funcion el equilibrio
de los liquidos corporales y la eliminacion de los desechos. Su disfuncion puede comprometer
a mas de un sistema corporal al mismo tiempo, afectando principalmente a las arterias y/o las

venas, al flujo sanguineo mediante el debilitamiento de los vasos o dafiando las valvulas.

Uno de los eventos iniciales en la disfuncion vascular es la disfuncion endotelial, que
se caracteriza principalmente por la pérdida de la integridad fisioldgica de las células
endoteliales, la disminucion de la produccion y la sensibilidad al 6xido nitrico (NO), lo que en
ultima instancia da como resultado un desequilibrio en la homeostasis vascular que conduce a

una pared de los vasos sanguineos protrombdtica, proinflamatoria y menos distensible (Figura



2). La via de sefalizacion del NO es el principal mecanismo molecular que desempefia un papel
central en el mantenimiento de la homeostasis vascular, siendo este un gas soluble con fuertes
propiedades vasodilatadoras, antiinflamatorias y antioxidantes que se sintetiza a partir del
amino&cido L-arginina por accion de la enzima 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS). EI NO
ejerce estas funciones sobre el endotelio vascular, que es una monocapa de células epiteliales
especializadas que forman la interfaz entre las células del madsculo liso y la luz de los vasos

sanguineos (Cyr et al., 2020).

En términos de disfuncién endotelial, se ha descrito en vasos sanguineos de la placenta
y del cordon umbilical de embarazos MSPH una alteracion de la via L-arginina/NO a nivel
endotelial. Se ha demostrado también que la condicion MSPH se asocia no solo con afectacion
de esta via, sino también con un desequilibrio en la otra enzima que compite con eNOS por su
sustrato, la enzima arginasa. Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC)
poseen transportadores de aminoacidos cationicos humanos, como hCAT-1, que favorecen el
ingreso a la célula de la L-arginina (Saez et al., 2023). Asi, en MSPH se ha descrito menor
actividad de la eNOS y mayor de arginasas, lo que se traduce en una menor sintesis de NO y
una disminucion evidente en sus efectos. Mediante experimentos de reactividad vascular se ha
podido confirmar la presencia de disfuncion endotelial en este contexto en vasos sanguineos de
la placenta y el cordon umbilical, que tienen alterada su capacidad de relajacion en respuesta a
agentes vasodilatadores dependiente del endotelio (Leiva 2013; 2016, Fuenzalida 2018).

Resumiendo, el colesterol circulante materno elevado es un factor importante asociado
a la disfuncién endotelial materna y fetal, lo que puede tener graves consecuencias en la salud
de ambos individuos, predisponiendo al desarrollo de aterosclerosis y enfermedad

cardiovascular (Leiva et al., 2013).
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1.4 Abordaje clinico de la condicion MSPH

En la poblacion general, la dislipidemia se controla habitualmente con la familia de
farmacos llamados estatinas. Sin embargo, en el caso de mujeres embarazadas este tratamiento
no puede utilizarse por su potencial teratogénico, es decir, pueden causar defectos congénitos

en los fetos.

La nutricion materna es un factor importante que contribuye a un entorno favorable para
el desarrollo de la descendencia y para el control de la vida temprana, por lo que se ha propuesto
que intervenciones nutricionales podian tener efectos positivos sobre la salud materna y fetal.

Estudios recientes en modelos murinos y en grupos multicéntricos de pacientes no
embarazados han demostrado que la intervencién dietética mediante una alimentacién muy rica
en antioxidantes, la Ilamada dieta mediterranea (y, mas concretamente, uno de sus principales
componentes, el aceite de oliva virgen extra (AOVE)), no solo mejoran el perfil oxidativo en


http://www.studentconsult.com/

pacientes cardiovasculares, sino que ademas disminuye el riesgo cardiovascular, lo que se
asocia a una mejor funcién de las lipoproteinas HDL y a una menor oxidacion y aterogenicidad
de las lipoproteinas LDL (Jimenez-Torres et al., 2021; Yubero-Serrano et al., 2020). Esta
funcion se atribuye principalmente a los polifenoles contenidos en el AOVE, compuestos con
una actividad relevante para la salud del ser humano (Romani et al., 2019).

La suplementacién con AOVE ha sido evaluada en mujeres embarazadas con patologias
frecuentes como la diabetes gestacional, y se ha descrito que los parametros oxidativos en la
madre mejoran, lo que se ha asociado también con una mejor salud fetal (Biagi et al., 2019;
Crovetto et al., 2021; Gesteiro et al., 2015; Lorite Mingot et al., 2017; Yamashita et al., 2006).

Considerando que el AOVE tiene efectos sobre los lipidos séricos, que presenta
multiples beneficios antioxidantes y antiinflamatorios (Reyes-Goya et al., 2022; Santana-
Garrido et al., 2021) y que esta intervencion es segura en embarazadas con otras patologias,
proponemos evaluar en un modelo animal de MSPH el efecto de la administracion de AOVE
en dos ventanas de tiempo para evaluar parametros oxidativos y cardiovasculares en la madre
y en las crias. De esta forma, el presente Trabajo de Fin de Master propone evaluar una
intervencion nutricional en ratones gestantes con hipercolesterolemia, con el fin tltimo de que

podamos trasladar esta intervencién a embarazadas humanas.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis

La suplementacién con AOVE en un modelo murino de hipercolesterolemia del embarazo es

capaz de mejorar la disfuncién endotelial asociada a esta condicion.

2.2 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la funcion endotelial y el perfil lipidico en

modelos murinos con hipercolesterolemia durante la etapa final del embarazo, después de la

administracion de una dieta rica en AOVE en dos ventanas de tiempo.
Concretamente, se persiguen los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1: Establecer un modelo de hipercolesterolemia durante la etapa final del embarazo
en ratones c57BL/6.

Objetivo 2: Estudiar los efectos del AOVE sobre el perfil lipidico en el modelo animal de

hipercolesterolemia durante la etapa final del embarazo.

Objetivo 3: Estudiar, mediante ensayos de reactividad vascular en la aorta materna, los efectos
del AOVE sobre la funcién endotelial en el modelo animal de hipercolesterolemia durante la

etapa final del embarazo.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Ambito de estudio

El trabajo experimental que se detalla a continuacion se realizo entre los meses de
diciembre y mayo del curso 2022 — 2023, en el laboratorio del grupo de investigacion
Fisiopatologia Cardiovascular del Departamento de Fisiologia, en la Facultad de Farmacia.

3.2 Reactivos

e Bicarbonato sédico (NaHCOs3), Sigma-Aldrich. Art. S5761

e Cloruro calcico (CaCl,), Sigma-Aldrich. Art. C3881

e Cloruro potasico (KCI), PanReac AppliChem. Art. A2939

e Cloruro sédico (NaCl), PanReac AppliChem. Art. 131659

e D- Glucosa, PanReac Applichem. Art. A3666

e di-Potasio hidrdgeno fosfato anhidro, Panreac Applichem. Art. 121512

e Fenilefrina (hidrocloruro), Sigma-Aldrich. Art. P6126

e Nitroprusiato sodico (SNP), Sigma-Aldrich. Art. 717778

e Metacolina (cloruro), Sigma-Aldrich. Art. PHR-19431G

e PBS (Phosphate-buffered saline), Sigma-Aldrich, Art. P4417

e Potasio dihidrogenofosfato anhidro (KH2SO4), PanReac AppliChem. Art.
e Sulfato de magnesio anhidro (MgSOs), PanReac AppliChem. Art. 212486
e Kit para determinaciéon de colesterol, Spinreact MD41021

e Kit para determinacion de triglicéridos, Spinreact MD41031

3.3 Descripcion de la dieta administrada a los animales

Para la elaboracidn de las dietas se han utilizado dos tipos de pienso comercial (Panlab,
S.L.): un pienso estandar de mantenimiento para raton, y un pienso con alto contenido en
colesterol (que contiene 2% de colesterol y 0,5% de é&cido cdlico). En los grupos
experimentales sometidos a suplementacion con aceite, ambos piensos fueron suplementados
en nuestro laboratorio con 12 % de AOVE rico en polifenoles (380 mg/Kg, Varietal coratina,
Alonso S.A, Chile), segin se especifica a continuacién. Para la elaboracion de las 4 dietas
utilizadas en nuestro estudio, los dos piensos comerciales (control y alto en colesterol) se
trituraron en un molino eléctrico, pasando a continuacion a la elaboracion de pellets de

aproximadamente 4 g y 1 cm? con las siguientes caracteristicas:
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Dieta Control: Por cada 200 g de pienso control se afiadieron 120 mL de H.O, para conseguir

una consistencia moldeable para la elaboracion de los pellets del tamafio y peso indicados.

Dieta Colesterol: Por cada 200 g de pienso colesterol (colesterol 2 % y colato 0,5 %) se
afiadieron 120 mL de H20.

Dieta Colesterol-AOVE: Por cada 176 g de pienso colesterol se afiadieron 120 mL de H.O y
24 mL de AOVE (12 % peso/peso).

Dieta AOVE: Por cada 176 g de pienso control se afiadieron 120 mL de H.O y 24 mL de AOVE
(12 % peso/peso).

3.4 Descripcion del modelo animal

Para el desarrollo de este estudio se han utilizado ratones c57BL/6 de 8-12 semanas de
edad procedentes del Centro de Experimentacion Animal Oscar Pintado de la Universidad de
Sevilla (CITIUS I11). Los animales se estabularon en el animalario de la Facultad de Farmacia
hasta la finalizacion de la intervencion dietética. Las condiciones estdndar de estabulacion
fueron 23 + 1 °C, ciclos de 12 horas luz / 12 horas oscuridad, libre acceso al agua de bebida y
alimentacion ad libitum. Durante el estudio, todos los animales machos fueron alimentados con
la dieta control. Los ratones se aparearon cruzando a las hembras durante la noche con un
macho, y la presencia de un tapén mucoso vaginal a la mafiana siguiente se designé como dia
de gestacion 1. En el dia 13 de gestacion, las madres prefiadas fueron aleatoriamente
distribuidas en 4 grupos experimentales (n = 5 en cada grupo) con las especificidades dietéticas

que se describen a continuacion:

Grupo 1 (CT): hembras gestantes alimentadas con Dieta Control en todo momento. El dia
gestacional 18 (GD18) se llevé a cabo la eutanasia de los animales para obtener las muestras

bioldgicas, como se describe mas adelante.

Grupo 2 (HC): hembras gestantes alimentadas con Dieta Control hasta GD13. Seguidamente,
desde GD13 hasta GD18 (momento de la eutanasia y obtencion de muestras), los animales
fueron alimentados con Dieta Colesterol. Este protocolo se ha establecido previamente como
el adecuado para generar un modelo animal de hipercolesterolemia en etapas finales del

embarazo y se ha propuesto que asemeja a la condicion MSPH humana (Saez et al., 2023).



Grupo 3 (HC-AOVE): hembras gestantes alimentadas con Dieta Control hasta GD13, pasando
a Dieta Colesterol-AOVE desde GD13 hasta GD18 (eutanasia y obtencidn de muestras).

Grupo 4 (AOVE-HC-AOVE): hembras gestantes alimentadas durante tres semanas previas a
la cruza con el macho y hasta GD13 con Dieta AOVE, pasando a Dieta Colesterol-AOVE desde
GD13 hasta GD18 (eutanasia y obtencion de muestras).

A lo largo del periodo experimental, se realiz6 un seguimiento de la evolucion del peso

corporal, control diario de ingesta de pienso y volumen de bebida ingerido.

3.5 Obtencion de muestras bioldgicas

Los animales de experimentacion fueron sacrificados mediante sobredosis de anestésico
(isoflurano 5 %). Previo a la parada cardiorrespiratoria se procedio a la exanguinacion del
animal mediante puncion cardiaca (para obtencién de suero al centrifugar la sangre durante 15
min a 2000 g), realizacion de neumotdrax y extraccion de la aorta toracica. La aorta se mantuvo
tras su extraccion en solucion Krebs-Henseleit (mM: 118,5 NaCl, 4,7 KCI, 25 NaHCO3, 2,5
CaCl2, 1,2 KH2PO4, 1,2 MgS04, y 11 D-Glucosa, pH 7.4) a 4°C para evitar la degradacion
del tejido, reducir la actividad metabdlica y mantener la funcion endotelial. Posteriormente, se
extirpo el tejido conectivo y adiposo que rodea a la arteria aorta y se cortaron anillos de 2 mm
de longitud para los experimentos de reactividad vascular. Este proceso se realiz6 con tijeras

de microcirugia tipo Vannas, bisturi y bajo una lupa.

3.6 Determinaciones séricas

Una vez obtenidas las muestras de suero de los animales, se llevo a cabo la
determinacion cuantitativa de los niveles séricos de colesterol total y triglicéridos totales. Estas
determinaciones se llevaron a cabo mediante técnicas colorimétricas, en los que la intensidad
del color obtenido es proporcional a la cantidad de producto presente en la muestra ensayada.
En estos ensayos se usaron dos kits comerciales de la casa comercial Spinreact, utilizando 20

uL de suero de cada uno de los animales de experimentacion.

3.7 Técnica de reactividad vascular

La reactividad vascular es una técnica clasica de fisiologia vascular que se utiliza para
medir la respuesta ante diferentes compuestos vasoactivos. En concreto, en este estudio se ha

utilizado la técnica de miografia de alambre (Figura 3), que consiste en introducir un alambre
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de un didmetro de 100 um por el vaso de estudio con el objetivo de medir la tension que en él
se genera. Esta técnica se usa para estudiar las respuestas contractiles de pequefias arterias y
permitiendo el monitoreo de la tension isométrica del vaso. Esta tension isométrica que
desarrollan los vasos puede evaluarse en respuesta a diferentes estimulos fisioldgicos,

fisiopatoldgicos y farmacologicos.

© Valve buttons

Myo-Interface display e Heat indicator

®
Power indicator

Figura 3. Miografo DMT. Multi wire myograph system 620M.

3.7.1 Estudio de la funcién vascular de la aorta

Los anillos de 2 mm de aorta se montaron en los alambres de la cAmara del miografo
(Danish Myo Technology mod. 620M, CIBERTEC S.A., Espafia) con solucion de Krebs-
Henseleit (5 mL/cdmara), para simular condiciones fisiologicas, a 37°C y con burbujeo continuo
de carbdgeno (mezcla de 95 % O2/5 % COy).

Los anillos se normalizaron mediante el software LabChart 7 Pro v.7.3.8
(ADInstruments). Este software analiza en tiempo real la tension del vaso de estudio. EI proceso
de normalizacion de los vasos de estudio terminGd cuando estos alcanzaron una tension
fisiolégica de 13,3 kPa. Para alcanzar este objetivo, el midgrafo cuenta con un micrometro en
cada camara. Este micrémetro esta conectado a un transductor que mide la fuerza que se ejerce
sobre el vaso hasta alcanzar la tension objetivo del proceso de normalizacion. Una vez
normalizados los anillos de aorta, estos, se dejaron estabilizar por un periodo de 90 minutos.
Una vez estabilizados los vasos, se indujo un estimulo vasoconstrictor inicial con KCI (60 mM)
para comprobar la reactividad del vaso, la vitalidad del tejido y obtener la maxima contraccion

vascular. EI KCI activa canales de calcio dependientes de voltaje en las células de la
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musculatura lisa vascular, provocando la despolarizacion de la membrana, siendo un

mecanismo de contraccion independiente de receptor (Gimeno Raga, 2019).

3.7.2 Curvas de contraccién y relajacion

Se utilizaron concentraciones crecientes de agonistas vasoactivos independientes y
dependientes del endotelio con funcion vasoconstrictora (fenilefrina, independiente) y
vasodilatadora (metacolina, dependiente; nitroprusiato sodico, independiente), para obtener
curvas dosis- respuesta o utilizar solo una concentracion fija para estudiar la tension isométrica
que generan los mismos. El rango de concentraciones utilizadas en las curvas de respuesta
frente a estos estimulos fue establecido en base a experimentos previos realizados en el
laboratorio. Las concentraciones utilizadas fueron las que se detalla a continuacién: fenilefrina
(Phe, 10° — 10° M), metacolina (Mch, 10° — 0° M) y nitroprusiato sodico (SNP, 10 M).

Todos los datos fueron graficados en una curva XY con ajuste farmacoldgico que
permitié obtener las variables Emax (concentracion del agonista que produce el efecto méximo)

y EC50 (concentracion requerida para obtener el 50 % del efecto méximo).

3.7.2.1 Curva de fenilefrina

La fenilefrina (Phe) es un agente simpaticomimético que ejerce su accion
preferentemente sobre los receptores adrenérgicos, con una actividad predominantemente alfa-
adrenérgica. Este estimulo genera vasoconstriccion periférica y un incremento de la presion
arterial. En la reactividad vascular se mide la vasoconstriccion que se genera en los anillos de
aorta (Figura 4). Esta se da tras la activacion de la fosfolipasa C por la proteina G, generando
un aumento de calcio, diacilglicerol e inositol trifosfato. El diacilglicerol estimula a la proteina
quinasa C y fosforila a la miosina de las células musculares provocando la contraccion del
tejido. Para este estudio se determinaron las respuesta a dosis crecientes de Phe (10° — 10 M),

las que fueron agregandose de forma sistematica al bafio con la aorta cada 5 minutos.
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Figura 4. Registro de reactividad vascular visualizado con el software de analisis
de datos LabChart™. En esta imagen se observa un ejemplo representativo de la

vasoconstriccion provocada por la adicion de fenilefrina (curva dosis respuesta 10° — 10° M).

3.7.2.2 Curva de metacolina

La vasodilatacion dependiente de endotelio se evalué mediante una curva de metacolina
(Mch; Figura5). Para ello, se afiadieron dosis crecientes de Mch sobre los bafios con los anillos
de aorta previamente contraidos con la concentracion submaxima de Phe (10 M). La dosis
submaxima de un farmaco se determina experimentalmente y corresponde con la dosis a la que

se genera el 80 % de la contraccion maxima en las células musculares lisas.

La Mch es un derivado sintético de la acetilcolina (acetil-B-metilcolina) cuyo
mecanismo de accidn es actuar sobre los receptores muscarinicos localizados en el endotelio
vascular. Los efectos de Mch se relacionan con la liberacion de NO (agente vasodilatador) hacia

las capas mas profundas de musculo liso en el vaso sanguineo (Perpifia Tordera et al., 2013).
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Figura 5. Registro de reactividad vascular visualizado con el software de analisis
de datos LabChart™. En esta imagen se observa un ejemplo representativo de la
vasodilatacion provocada por la adicién de metacolina (curva dosis respuesta 10°— 10° M) y
nitroprusiato sddico (concentracion Unica 10° M), previa precontraccion con la dosis

subméaxima de fenilefrina (10 M).

3.7.2.3 Vasodilatacion en respuesta a nitroprusiato sddico

La vasodilatacion independiente de endotelio se evaluo para verificar que la respuesta
del musculo liso vascular frente a donantes exdgenos de NO estaba intacta. Esto funcién se
evalu6 con el nitroprusiato sodico. En cada bafio del miografo se afiadi6 SNP a una

concentracion unica de 10° M (Figura 5) (Gimeno Raga, 2019).

3.8 Analisis estadisticos

Los anélisis estadisticos de los datos se realizaron con el software GraphPad Prism
version 9.5.1, utilizando el test ANOVA seguido de la prueba de comparaciones multiples de
Tukey, considerandose las diferencias estadisticamente significativas a partir de valores de p <
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudio de la variacion de peso de los ratones

En la Figura 6 se muestra el incremento de peso en las hembras gestantes de los
diferentes grupos experimentales. El grupo CT corresponde a la condicion control
correspondiente al Grupo 1 explicado en el apartado 3.4 de materiales y métodos. El grupo HC
corresponde a la condicion MSPH correspondiente con la dieta del Grupo 2. EIl grupo HC-
AOVE sigue la dieta del Grupo 3, y la condicion AOVE-HC-AOVE sigue la alimentacion
propuesta para el Grupo 4. Como puede apreciarse, existen diferencias significativas si se
compara la condicién CT con los grupos HC y HC-AOVE (en los que los animales subieron
menos de peso que los controles). Para dilucidar si este menor incremento de peso se asocio
con un menor namero de crias, se grafico el nimero de crias para cada una de las gestantes de
los diferentes grupos (Figura 7). Los resultados indican que el grupo HC y HC-AOVE tienen
un numero de crias comparable al grupo CT. Sin embargo, los animales del grupo AOVE-HC-

AOVE presentaron un menor nimero de crias comparado con los animales controles.
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Figura 6. Incremento de peso de los animales durante el periodo gestacional entre
los diferentes grupos experimentales. El peso de los animales de los cuatro grupos de estudio
fue registrado el dia gestacional 1 y 18. CT (violeta): animales con dieta control toda la
gestacion. HC (amarillos): animales con dieta HC los cinco ultimos dias de la gestacion,
previamente dieta control. HC-AOVE (rosa): animales con dieta HC y AOVE los cinco ultimos
dias de gestacion, previamente dieta control. AOVE-HC-AOVE (verde): animales con dieta
HC y AOVE los cinco ultimos dias de la gestacion, previamente dieta control y AOVE (desde
tres semanas previas al embarazo hasta el dia 13 de gestacion). Los resultados representan la

media y el error estandar. *p < 0,05 vs CT. N=5 animales por grupo.
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Figura 7. Numero de crias de las hembras embarazadas. El nimero de crias
correspondiente a cada grupo se registrd en el eje de ordenadas. CT (violeta): animales con
dieta control toda la gestacion. HC (amarillos): animales con dieta HC los cinco ultimos dias
de la gestacion, previamente dieta control. HC-AOVE (rosa): animales con dieta HC y AOVE
los cinco ultimos dias de gestacion, previamente dieta control. AOVE-HC-AOVE (verde):
animales con dieta HC y AOVE los cinco Gltimos dias de la gestacion, previamente dieta control
y AOVE (desde tres semanas previas al embarazo hasta el dia 13 de gestacion). Los resultados

representan la media +/- error estandar. *p < 0,05 vs CT. #p < 0,05 vs HC. N=5 animales por

grupo.

4.2 Efectos del AOVE sobre el perfil lipidico en un modelo animal de

hipercolesterolemia

En las graficas presentadas a continuacién se muestran las determinaciones séricas de
colesterol y triglicéridos totales en el suero materno. En el eje de abscisas se representan los
cuatro grupos experimentales de estudios descritas en el punto 4.1. En el eje de ordenadas se

representa las concentraciones plasmaticas de dichas determinaciones en mg/dL.

4.2.1 Evaluacién de colesterol total

En la Figura 8 se muestra las determinaciones séricas del colesterol total en las muestras
de los diferentes grupos experimentales. Los valores de colesterol muestran diferencias

significativas entre los grupos experimentales CT y HC.
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Figura 8. Determinaciones séricas del colesterol total en muestras séricas. Se
representa las mediciones de colesterol en muestras de suero maternas. CT (violeta): animales
con dieta control toda la gestacion. HC (amarillos): animales con dieta HC los cinco Gltimos
dias de la gestacién, previamente dieta control. HC-AOVE (rosa): animales con dieta HC y
AOVE los cinco ultimos dias de gestacion, previamente dieta control. AOVE-HC-AOVE
(verde): animales con dieta HC y AOVE los cinco ultimos dias de la gestacion, previamente
dieta control y AOVE (desde tres semanas previas al embarazo hasta el dia 13 de gestacion).

Los resultados representan la media +/- error estandar. *p < 0,05 vs CT. N= 5 animales por

grupo.

4.2.2 Evaluacion de triglicéridos totales

En la Figura 9 se muestra las determinaciones séricas de los triglicéridos totales en las
muestras de los diferentes grupos experimentales. No se apreciaron diferencias significativas

entre los diferentes grupos experimentales.
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Figura 9. Determinaciones séricas de los triglicéridos totales en muestras séricas.
Las diferencias se presentan en el grafico. CT (violeta): animales con dieta control toda la
gestacion. HC (amarillos): animales con dieta HC los cinco ultimos dias de la gestacion,
previamente dieta control. HC-AOVE (rosa): animales con dieta HC y AOVE los cinco altimos
dias de gestacion, previamente dieta control. AOVE-HC-AOVE (verde): animales con dieta
HC y AOVE los cinco ultimos dias de la gestacion, previamente dieta control y AOVE (desde
tres semanas previas al embarazo hasta el dia 13 de gestacion). Los resultados representan la

media +/- error estandar. N= 5 animales por grupo.

4.3 Ensayos de reactividad vascular

En esta seccion se muestran las graficas correspondientes a las curvas dosis - respuesta
frente a los estimulos descritos en el apartado 3.7.2 de la seccién Material y Métodos. La
concentracion de cada estimulo se expresa en escala logaritmica (log M) en el eje de abscisas.
En cuanto a los graficos de barras en el eje de abscisas se muestran las condiciones
experimentales y en eje de ordenadas se expresan los valores de 1C100, contraccion con KCI

(M) o porcentaje de relacion producido por el SNP, segun corresponda.

4.3.1 Valores de circunferencia interna en aorta

En la Figura 10 se presentan los datos de la circunferencia interna de las aortas maternas
estiradas para alcanzar una tension dada, la que corresponde a la requerida para obtener una
presion transmural de 100 mmHg (IC100). En las gréficas se representa el IC100 de las aortas
maternas en el eje de ordenadas en um. En los ensayos de miografia todas las determinaciones
experimentales se realizaron en los vasos sanguineos tensionados a su 1C100, lo que recibe el
nombre de normalizacién y tiene como objetivo la estandarizacion de los escenarios
experimentales y simular condiciones fisiologicas. La figura muestra una uniformidad en los

datos de 1C100 comparando los cuatro grupos experimentales (Slezék et al., 2010).
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Figura 10. Determinaciones de 1C100 en anillos de aorta de ratones. Las diferencias
se presentan en el grafico. CT (violeta): animales con dieta control toda la gestacion. HC
(amarillos): animales con dieta HC los cinco altimos dias de la gestacion, previamente dieta
control. HC-AOVE (rosa): animales con dieta HC y AOVE los cinco ultimos dias de gestacion,
previamente dieta control. AOVE-HC-AOVE (verde): animales con dieta HC y AOVE los
cinco ultimos dias de la gestacion, previamente dieta control y AOVE (desde tres semanas
previas al embarazo hasta el dia 13 de gestacion). Los resultados representan la media +/- error

estandar. N= 5 animales por grupo.

4.3.2 Contraccién vascular frente a KCI

En la Figura 11 se representa la contraccion de los anillos de aorta maternos frente a
una dosis unica del estimulo KCI (60 mM), esto se realiza para deterrminar la maxima

capacidad contractil de los vasos.
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Figura 11. Determinacion de la contraccion de los anillos de aorta con KCI (mN).
En el eje de ordenadas se expresa la contraccion de KCI expresada en mN. CT (violeta):
animales con dieta control toda la gestacion. HC (amarillos): animales con dieta HC los cinco
ultimos dias de la gestacion, previamente dieta control. HC-AOVE (rosa): animales con dieta
HC y AOVE los cinco ultimos dias de gestacion, previamente dieta control. AOVE-HC-AQOVE
(verde): animales con dieta HC y AOVE los cinco ultimos dias de la gestacion, previamente
dieta control y AOVE (desde tres semanas previas al embarazo hasta el dia 13 de gestacion).
Los resultados representan la media +/- error estdndar. N=5 animales por grupo. *p < 0,05 vs
CT.

4.3.3 Curva dosis-respuesta frente a fenilefrina

La Figura 12 muestra la respuesta vasoconstrictora de las aortas maternas a dosis
crecientes de fenilefrina (Phe, 1x10° M - 1x10° M). En el andlisis de la respuesta constrictora,
se aprecia que la contraccion maxima inducida por este agonista alfa-adrenérgico es superior
en los grupos experimentales CT y HC que en los grupos en los que hay un tratamiento con
AOVE, lo que se confirma al analizar la informacion descriptiva de las curvas en las que la
contraccion maxima (Emax) €s mayor en los grupos experimentales CT y HC (27,7 % y 29,6 %,
respectivamente) que en los grupos en los que hay un tratamiento con AOVE (20,8 % y 18,7 %,

respectivamente).
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Figura 12. Curva dosis - respuesta de vasoconstriccion de los anillos de aorta frente
a fenilefrina (10 - 10° M). Los resultados corresponden a la media +/- el error estandar y
estan expresados como porcentajes relativos respecto a la concentracion maxima inducida por
KCI (60 mM). *p< 0,05 vs CT. #p< 0,05 vs HC.

4.3.4 Curva dosis-respuesta frente a metacolina

La relajacion vascular dependiente del endotelio fue evaluada en las aortas maternas en
respuesta a metacolina (Mch). Como se observa en la Figura 13, la mayor capacidad de
relajacion (Emax) Se obtuvo en los grupos experimentales CT, HC-AOVE y AOVE-HC-AOVE
(76,4 %, 61,9 %y 82,3 %, respectivamente), frente al 52,3 % registrado en el grupo HC, aunque
las diferencias estadisticamente significativas se determinaron solo entre CT y HC, asi como
también entre HC y AOVE-HC-AOVE.

21



-201

N
<

Relajacion (%Phe)
N
?

60-
o CT
O HC
809 o Hc-AovE
O~ AOVE - HC - AOVE
4
100' T T T 1
10 8 6 4

Metacolina (LogM)

Figura 13. Curva dosis - respuesta de vasodilatacion frente a metacolina (10°-10°
M). Los resultados corresponden a la media +/- el error estandar y estan expresados como
porcentajes de relajacion respecto a la concentracion subméaxima de Fenilefrina (10 M).
Significancia estadistica *p < 0,05 vs CT; #p < 0,05 vs HC.

4.3.5 Curva dosis-respuesta frente a SNP

El nitroprusiato sédico (SNP), donador de NO, induce una vasodilatacidn independiente
de endotelio, al actuar directamente sobre las células de la musculatura lisa vascular, como se
ha comentado. Como puede observarse en la Figura 14, la relajacion independiente de

endotelio fue similar en los diferentes grupos experimentales.
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Figura 14. Determinacion de vasodilatacion mediada por una concentracion unica
de nitroprusiato sodico (10 M). Los resultados estan expresados como la media +/- el error

estandar y estan expresados como porcentajes de relajacion en cada uno de los grupos

experimentales.
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5. DISCUSION Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La condicion MSPH es una enfermedad materna que se da en periodo gestacional y que
compromete la salud vascular de la madre y la de la vida adulta del recién nacido. De esta
patologia gestacional no se realiza un seguimiento clinico debido a: (1) poca investigacion en
el area que demuestre si los efectos descritos a nivel experimental son extrapolables a grandes
poblaciones, y (2) la inexistencia de tratamientos farmacologicos no teratogénicos, que dificulta
el avance en la investigacion clinica a este respecto. Debido a ello, en este estudio se ha
evaluado como posible tratamiento para MSPH una intervencidn nutricional con un agente con
importantes y reconocidas acciones antioxidantes como es el AOVE, el cual se ha demostrado
que es apto para el consumo en periodo gestacional y que ademas posee importantes efectos

antiteratogenicos (Marcelino et al., 2019).

En este trabajo fin de master se ha establecido un modelo preclinico de la condicién
MSPH utilizando un modelo murino y una dieta alta en colesterol en el periodo final de la
gestacion, modelo que ha sido publicado por otro grupo de investigacién, quienes han
demostrado que estos animales desarrollan las caracteristicas que describe la patologia. De esta
forma, hemos demostrado que nuestro modelo experimental presenta un aumento de los niveles
plasméticos de colesterol en suero materno después de 5 dias de consumo de la dieta alta en
colesterol. Ademas, se ha analizado la ganancia de peso de los ratones entre el dia gestacional
1 y el dia gestacional 18, concluyendo que los ratones de las condiciones HC y HC-AOVE
tienen un incremento de peso menor comparado con CT. Este comportamiento se puede dar por
el tipo de dieta hipercolesterolémica o debido a que la ingesta de pienso fuese menor con el
cambio de dieta. Dado que en nuestro caso no hemos observado diferencias en la ingesta sélida
entre los grupos, podemos sugerir que la ganancia de peso se ve afectada por el tipo de pienso
y no por la cantidad de pienso que se ingiere. Ademas, para determinar que la ganancia de peso
no se viera afectada por el nimero de crias, nuestros datos muestran un namero comparable de
crias en los grupos HC y HC-AOVE respecto al CT, lo que descarta a este factor como
modulador de la ganancia de peso. Curiosamente, el nimero de crias fue menor en el grupo
AOVE-HC-AOVE con respecto al CT. En este sentido, especulamos que una de las causas que
podria asociarse a este cambio es la edad en la que se embarazaron las hembras después del
cruce. La fecha de nacimiento de todas las hembras utilizadas en este TFM fue el 25 de
septiembre de 2022. En grupos CT, HC y HC-AOVE, las hembras se encontraban embarazadas
a los dos-tres meses de edad. Debido al disefio experimental, el que requeria una

suplementacion de tres semanas con AOVE previo al embarazo, las hembras de la condicion
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AOVE-HC-AOQVE se pusieron en cruce a una edad mayor, lo que dificult6 el apareo con los
machos, y esto se manifestd en un embarazo efectivo casi a los 4 meses de edad, pudiendo

influir, por tanto, esta edad madura de las hembras en los eventos reproductivos.

Los estudios de las determinaciones séricas de colesterol mostraron un aumento
significativo del colesterol en la condicion HC con respecto a CT, siendo el resultado esperado
debido a que la dieta seguida por la condicion HC presenta un 2 % de colesterol y 0,5 % de
acido colico. En la condicion HC-AOVE, también se induce un aumento de la concentracion
sérica de colesterol, aunque el cambio no tiene significancia estadistica. Por otro lado, las
determinaciones séricas de triglicéridos no muestran cambios significativos entre las

condiciones experimentales propuestas en este estudio.

En los estudios de reactividad vascular se analizaron diferentes parametros, incluyendo
la presion transmural de los anillos adrticos (IC100, um), la contraccion mediada por KCI (mN),
el porcentaje de relacion producido por el SNP, los eventos de contraccion mediados por

fenilefrina, y la relajacion mediada por metacolina.

La presidn transmural o IC100 de los anillos de aorta de los animales presentaron poca
variacion en cuanto a este parametro y, por tanto, no presentaron cambios significativos entre
los cuatro grupos experimentales, lo que determina que el comportamiento de los vasos en

cualquier condicién experimental es uniforme.

El grafico de contraccion mediado por KCI muestra cambios significativos si
comparamos la condicion HC con la CT, siendo este valor de contraccion menor en los anillos
aorticos de los ratones tratados con dieta hipercolesterolémica. Este dato puede dar evidencia
de que exista una disfuncion vascular de base en los anillos aérticos de los animales HC, lo que
se corrige al tratar a los animales con AOVE solo durante la gestacidn o antes y durante este
periodo. Por otra parte, el nivel de contraccion del vaso frente a fenilefrina no arroja diferencias
significativas entre las condiciones HC y CT. Por tanto, se puede concluir que la dieta
hipercolesterolémica suministrada en este estudio no interfiere en su capacidad de contraccion
en respuesta a fenilefrina, la que depende de receptores alfa adrenérgicos y canales de calcio
(Kim et al., 2014).

Un resultado importante de este TFM se observa en el grafico de contraccion en
respuesta a fenilefrina, donde se observa que los animales tratados con AOVE muestran una

menor contraccion ante este agonista adrenérgico. Estos resultados podrian indicar que el
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AOVE actla, mediante un mecanismo no descrito hasta el momento, sobre los receptores
adrenérgicos o los canales de calcio de los anillos adrticos maternos, generando un menor efecto
de la fenilefrina. En téerminos vasculares, este resultado podria interpretarse como positivo, ya
que se asocia con menor contraccion, lo que eventualmente podria ser beneficioso en un modelo
de hipertension arterial del embarazo. Si bien se ha descrito previamente que el AOVE no
modifica la respuesta a fenilefrina en animales no embarazados (Reyes-Goya et al., 2022), los
resultados de este TFM muestran por primera vez un efecto diferencial cuando la aorta proviene
de un hembra con embarazo a término, lo que se presenta como una nueva area de estudio
especialmente interesante si se plantea como modelo una patologia gestacional asociada con un

aumento en la presion arterial, como es la preeclampsia.

En la grafica de relajacion frente a metacolina se puede observar cambios significativos
si comparamos la condicién HC con respecto al CT, lo que permite concluir que una
alimentacion hipercolesterolémica disminuye la capacidad de relajacién de los vasos
sanguineos frente a un donador de NO dependiente de endotelio como es la metacolina. Este
resultado confirma que el modelo con el que trabajamos replica lo que ya se ha publicado por
otro grupo de investigacion (Séez et al., 2019). En la misma figura se puede observar el
resultado que confirma la hipdtesis de este TFM, ya que se observa una diferencia significativa
en términos de relajacion vascular dependiente del endotelio entre la condicién HC y AOVE-
HC-AOVE. Si bien se observa una diferencia entre HC y HC-AOVE, no se alcanza la
significacion estadistica. En este sentido, seria interesante incrementar el tamafio muestral para

poder alcanzar conclusiones mas robustas a este respecto.

En cuanto al comportamiento de los vasos frente a la vasodilatacion producida por el
donador de NO independiente de endotelio (SNP), no hay cambios significativos entre los
cuatro grupos experimentales, lo que indica que los vasos reaccionan adecuadamente al 6xido
nitrico yo que la musculatura se encuentra en condiciones dptimas. Por tanto, los defectos
vasculares en el modelo HC parecen responder a problemas de funcion endotelial, una
alteracion que se corrige al agregar AOVE a la dieta.

En otros estudios, se han determinado otras vias de intervencion en madres
hipercolesterolémicas con el objetivo ultimo de reducir la aterogénesis. Una via descrita en un
modelo experimental es el uso de otro agente antioxidante como la vitamina E en madres
hipercolesterolémicas, que tiene efectos beneficiosos a largo plazo en la descendencia. En este

estudio han disminuido notablemente la formacion de estrias grasas durante el desarrollo fetal
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en hembras hipercolesterolémicas tratadas con vitamina E o colestiramina. También se observé
una reduccion del contenido de la intima en productos de peroxidacion lipidica en el momento
del nacimiento (Palinski et al., 2001). Este estudio indica que los efectos de nuestro agente
antioxidante, el AOVE, son independientes de su efecto sobre el colesterol. Otra de las opciones
que se ha planteado es la induccion de anticuerpos especificos contra la oxidacion en la madre
antes del embarazo, ya que las citocinas e interleucinas inflamatorias promueven la
aterogénesis. La inmunizaciobn materna con antigenos prevalentes en las lesiones
aterosclerdticas reduce notablemente la aterogénesis en la descendencia adulta mediante
mecanismos que incluyen la proteccion del feto contra la programacion aterosclerética por la
hipercolesterolemia materna. También indican que la inmunizacion materna con OxLDL
provoca cambios persistentes en las respuestas especificas postnatales de células B y
anticuerpos, que son independientes del paso transplacentario de inmunoglobulinas. Esto
establece, en principio, que es posible influir en la programacion fetal de las respuestas IgM
postnatales mediante la inmunizacién materna con antigenos seleccionados, y puede abrir un
nuevo enfoque preventivo no soélo para la aterosclerosis, sino también para otras enfermedades

inmunomoduladas (Yamashita et al., 2006).

En este contexto y en términos de posibles perspectivas futuras de este trabajo, una de
ellas, seria determinar el estatus oxidativo en los animales, evaluando niveles de LDL oxidadas,
peroxidacion lipidica, capacidad antioxidante total, expresion y actividad de la enzima NADPH
oxidasa en organos como el higado de las diferentes condiciones experimentales. La mayor
proyeccion de este estudio preliminar de investigacion béasica supondria una eventual
extrapolacién del modelo murino a un ensayo poblacional en mujeres embarazadas, para
comprobar si el AOVE tiene efectos beneficiosos en un contexto MSPH en humanos. Por otro
lado, seria interesante estudiar y analizar el mecanismo de accién por el cual el AOVE cambia
el perfil de contraccion de los vasos sanguineos frente a un estimulo contractil como es la

fenilefrina.
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CONCLUSIONES

Se ha conseguido establecer en nuestro laboratorio un modelo experimental de
hipercolesterolemia materna en un modelo animal murino, confirmado por mediciones

séricas de colesterol.

La edad de los animales afecta al proceso gestacional disminuyendo el nimero de crias.
Es decir, se concluye que cuanta mas edad tuviesen en el momento del cruce, menor

namero de crias tendrén cuando el embarazo llegue a término.

La dieta hipercolesterolémica cambia el perfil de colesterol total en el suero de los
animales embarazados. En cambio, no cambia el nivel de triglicéridos, que se mantienen

uniforme entre los grupos experimentales.

Se ha demostrado una menor contraccion de los anillos adrticos frente a fenilefrina en
los grupos tratados con AOVE, abriendo una posible via de estudio para enfermedades

como la preeclamsia.
La dieta hipercolesterolémica en embarazadas disminuye la capacidad de relajacién

vascular dependiente de endotelio, alteracion que se revierte mediante suplementacion

dietética continuada (incluyendo el periodo preconcepcién) con AOVE.

28



7. BIBLIOGRAFIA

Biagi C, Di Nunzio M, Bordoni A, Gori D, Lanari M. Effect of Adherence to Mediterranean
Diet during Pregnancy on Children’s Health: A Systematic Review. Nutrients 2019;11:997.
https://doi.org/10.3390/nu11050997.

Cantin C, Garchitorena MJ, Escalona R, Carvajal JA, Illanes SE, Gutierrez J, et al. Increased
Circulating Levels of PCSK9 and Pro-Atherogenic Lipoprotein Profile in Pregnant Women
with Maternal Supraphysiological Hypercholesterolemia. Antioxidants 2022;11:869.
https://doi.org/10.3390/antiox110508609.

Crovetto F, Crispi F, Casas R, Martin-Asuero A, Borras R, Vieta E, et al. Effects of
Mediterranean Diet or Mindfulness-Based Stress Reduction on Prevention of Small-for-
Gestational Age Birth Weights in Newborns Born to At-Risk Pregnant Individuals. JAMA
2021;326:2150. https://doi.org/10.1001/jama.2021.20178.

Cuevas M. A, Alonso K R. DISLIPIDEMIA DIABETICA. Rev Médica Clinica Las Condes
2016;27:152-9. https://doi.org/10.1016/j.rmclc.2016.04.004.

Cyr AR, Huckaby L V., Shiva SS, Zuckerbraun BS. Nitric Oxide and Endothelial
Dysfunction. Crit Care Clin 2020;36:307-21. https://doi.org/10.1016/j.ccc.2019.12.009.

Fuenzalida B, Cantin C, Kallol S, Carvajal L, Pastén V, Contreras-Duarte S, et al.
Cholesterol uptake and efflux are impaired in human trophoblast cells from pregnancies with
maternal supraphysiological hypercholesterolemia. Sci Rep 2020;10:5264.
https://doi.org/10.1038/s41598-020-61629-4.

Fuenzalida B, Sobrevia B, Cantin C, Carvajal L, Salsoso R, Gutiérrez J, et al. Maternal
supraphysiological hypercholesterolemia associates with endothelial dysfunction of the
placental microvasculature. Sci Rep 2018;8:7690. https://doi.org/10.1038/s41598-018-25985-
6.

Gesteiro E, Bastida S, Rodriguez Bernal B, Sanchez-Muniz FJ. Adherence to Mediterranean
diet during pregnancy and serum lipid, lipoprotein and homocysteine concentrations at birth.
Eur J Nutr 2015;54:1191-9. https://doi.org/10.1007/s00394-014-0798-5.

Gimeno Raga M. Alteraciones vasculares inducidas por un modelo de sindrome metabolico
en conejo 2019; PhD Thesis. https://roderic.uv.es/handle/10550/70019 (Acceded June 2023)

29



Jimenez-Torres J, Alcala-Diaz JF, Torres-Pefia JD, Gutierrez-Mariscal FM, Leon-Acufia A,
Gomez-Luna P, et al. Mediterranean Diet Reduces Atherosclerosis Progression in Coronary
Heart Disease: An Analysis of the CORDIOPREV Randomized Controlled Trial. Stroke
2021;52:3440-9. https://doi.org/10.1161/STROKEAHA.120.033214.

Kim J, Choi B-K, Choi J, Ryu T, Roh WS, Song S. Role of calcium channels responsible
for phenylephrine-induced contraction in rat aorta 3 days after acute myocardial infarction.
Korean J Anesthesiol 2014;66:143. https://doi.org/10.4097/kjae.2014.66.2.143.

Leiva A, Fuenzalida B, Salsoso R, Barros E, Toledo F, Gutiérrez J, et al.
Tetrahydrobiopterin Role in human umbilical vein endothelial dysfunction in maternal
supraphysiological hypercholesterolemia. Biochim Biophys Acta - Mol Basis Dis
2016;1862:536-44. https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2016.01.021.

Leiva A, de Medina CD, Salsoso R, Saez T, San Martin S, Abarzla F, et al. Maternal
Hypercholesterolemia in Pregnancy Associates With Umbilical VVein Endothelial Dysfunction.
Avrterioscler Thromb Vasc Biol 2013;33:2444-53.
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.113.301987.

Leiva A, Salsoso R, Saez T, Sanhueza C, Pardo F, Sobrevia L. Cross-sectional and
longitudinal lipid determination studies in pregnant women reveal an association between
increased maternal LDL cholesterol concentrations and reduced human umbilical vein
relaxation. Placenta 2015;36:895-902. https://doi.org/10.1016/j.placenta.2015.05.012.

Lorite Mingot D, Gesteiro E, Bastida S, Sanchez-Muniz FJ. Epigenetic effects of the
pregnancy Mediterranean diet adherence on the offspring metabolic syndrome markers. J
Physiol Biochem 2017;73:495-510. https://doi.org/10.1007/s13105-017-0592-y.

Marcelino G, Hiane PA, Freitas K de C, Santana LF, Pott A, Donadon JR, et al. Effects of
Olive Oil and Its Minor Components on Cardiovascular Diseases, Inflammation, and Gut
Microbiota. Nutrients 2019;11:1826. https://doi.org/10.3390/nu11081826.

Mauri M, Calmarza P, Ibarretxe D. Dislipemias y embarazo, una puesta al dia. Clinica e
Investig En Arterioscler 2021;33:41-52. https://doi.org/10.1016/j.arteri.2020.10.002.

Moreno Villares JM. Los mil primeros dias de vida y la prevencién de la enfermedad en el
adulto. Nutr Hosp 2016;33:337. https://doi.org/10.20960/nh.337.

30



Palinski W. Maternal—Fetal Cholesterol Transport in the Placenta. Circ Res 2009;104:569—
71. https://doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.109.194191.

Palinski W, D’ Armiento FP, Witztum JL, de Nigris F, Casanada F, Condorelli M, et al.
Maternal Hypercholesterolemia and Treatment During Pregnancy Influence the Long-Term
Progression of Atherosclerosis in Offspring of Rabbits. Circ Res 2001;89:991-6.
https://doi.org/10.1161/hh2301.099646.

Palinski W, NAPOLI C. The fetal origins of atherosclerosis: maternal
hypercholesterolemia, and cholesterol-lowering or antioxidant treatment during pregnancy
influence in utero. FASEB J 2002. https://doi.org/0892-6638/02/0016-1348.

Perpifia Tordera M, Garcia Rio F, Alvarez Gutierrez FJ, Cisneros Serrano C, Compte
Torrero L, Entrenas Costa LM, et al. Normativa sobre el estudio de la hiperrespuesta bronquial
inespecifica en el asma. Arch Bronconeumol 2013;49:432-46.
https://doi.org/10.1016/j.arbres.2013.05.001.

Reyes-Goya C, Santana-Garrido A, Aguilar-Espejo G, Pérez-Camino MC, Mate A,
Vazquez CM. Daily consumption of wild olive (acebuche) oil reduces blood pressure and
ameliorates endothelial dysfunction and vascular remodelling in rats with NG-nitro-L-arginine
methyl ester-induced hypertension. Br J Nutr 2022;128:1206-19.
https://doi.org/10.1017/S0007114522000034.

Romani A, leri F, Urciuoli S, Noce A, Marrone G, Nediani C, et al. Health Effects of
Phenolic Compounds Found in Extra-Virgin Olive Oil, By-Products, and Leaf of Olea europaea
L. Nutrients 2019;11:1776. https://doi.org/10.3390/nu11081776.

Saez T, Pageé A, Kirschenman R, Quon A, Spaans F, Davidge ST. A High Cholesterol Diet
During Late Pregnancy Impairs Long-Term Maternal VVascular Function in Mice. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 2023;43:120-32. https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.122.318421.

Séez T, Toledo F, Sobrevia L. Impaired signalling pathways mediated by extracellular
vesicles in diabesity. Mol Aspects Med 2019;66:13-20.
https://doi.org/10.1016/j.mam.2018.12.001.

Santana-Garrido A, Reyes-Goya C, Milla-Navarro S, de la Villa P, André H, Vazquez CM,
et al. Anti-Inflammatory Action of Dietary Wild Olive (Acebuche) Qil in the Retina of

31



Hypertensive Mice. Foods 2021;10:1993. https://doi.org/10.3390/foods10091993.

Slezak P, Waczulikova I, Bali§ P, Puzserova A. Accurate normalization factor for wire
myography of rat femoral artery. Physiol Res 2010;59:1033-6.
https://doi.org/10.33549/physiolres.932043.

Thornburg KL, Kolahi K, Pierce M, Valent A, Drake R, Louey S. Biological features of
placental programming. Placenta 2016;48:547-53.
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2016.10.012.

Yamashita T, Freigang S, Eberle C, Pattison J, Gupta S, Napoli C, et al. Maternal
Immunization Programs Postnatal Immune Responses and Reduces Atherosclerosis in
Offspring. Circ Res 2006;99. https://doi.org/10.1161/01.RES.0000244003.08127.cc.

Yubero-Serrano EM, Fernandez-Gandara C, Garcia-Rios A, Rangel-Zufiiga OA, Gutierrez-
Mariscal FM, Torres-Pefia JD, et al. Mediterranean diet and endothelial function in patients
with coronary heart disease: An analysis of the CORDIOPREYV randomized controlled trial.
PLOS Med 2020;17:€1003282. https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1003282.

32



