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RESUMEN

La restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) es una causa importante de mortalidad
y morbilidad perinatal. Una interaccion compleja y dindmica del ambiente materno, la
placentay el feto esta involucrado en asegurar el crecimiento normal del feto. Por lo tanto,
un desequilibrio en este complejo sistema puede llevar a un retraso del crecimiento
intrauterino y condicionar la salud en la vida posnatal del animal que padece esta
condicion. Esta memoria de titulo se ha enfocado en describir el crecimiento fetal
intrauterino y la funcion vascular umbilical en un novedoso modelo de RCIU en cobayos.
La induccién de RCIU se realiz6 de manera quirdrgica a través de la implantacion de
oclusores ameroides que disminuyen progresivamente el flujo uterino durante la segunda
mitad de la gestacion. El seguimiento del crecimiento fetal y la funcion umbilical se
realizd mediante ultrasonografia Doppler que asociado a estudios post mortem
permitieron describir las caracteristicas de una gestacién normal y de una con marcada
restriccion de crecimiento (46%). Este menor peso de los fetos de término se asocio a una
caida de 29% de la eficiencia placentaria. Finalmente, se observaron cambios
significativos en la funcion vascular umbilical, tanto in vivo como ex vivo, lo que deja de
manifiesto una menor funcion vasodilatadora en los animales RCIU. Este estudio
demuestra que los fetos que presentan una disminucion de la perfusion Gtero-placentaria
tienen una marcada restriccion de crecimiento asimétrica y una disfuncion endotelial

umbilical.
Una vez implementado este modelo, podria ser un aporte para futuros estudios que

indaguen en los mecanismos de la disfuncion endotelial a lo largo de la gestacion y en

posibles ventanas terapéuticas.
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SUMMARY

Intrauterine growth restriction (IUGR) is a major cause of perinatal mortality and
morbidity. A complex and dynamic interaction of maternal, placental and fetal
environments is involved in ensuring normal fetal growth. Therefore, an imbalance in this
complex system can lead to intrauterine growth retardation and compromise health in
postnatal life. This undergraduate Thesis has focused on describing the intrauterine fetal
growth and umbilical vascular function in a novel model of IUGR in guinea pigs. IUGR
was surgically induced by the implantation of ameroid occluders that progressively
decreased utero-placental blood flow in the second half of gestation. The fetal growth and
umbilical vascular function follow-up was assessed by Doppler ultrasound technology
that related to post-mortem outcomes, allowed the characterization of a normal gestation
and a 46% IUGR. This decreased term fetal weight was associated with a 29 % fall in
placental efficiency. Finally, there were marked changes in umbilical vascular function,
both in vivo and ex vivo, evidence of a diminished vasodilator function in JUGR animals.
This study indicate that fetuses with a decreased utero-placental perfusion display a

marked asymmetric IUGR and endothelial dysfunction.
Once implemented this model, it could be a contribution for future studies that investigate

the mechanisms of endothelial dysfunction during pregnancy and possible therapeutic

windows.
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INTRODUCCION

La restriccion de crecimiento intra-uterino (RCIU) es una condicion que se define en
humanos como un peso fetal por debajo del percentil diez basado en la curva de
crecimiento fetal segun edad gestacional (Kyle y Sankaran, 2009). Esta condicion se
asocia con un aumento en la morbilidad y mortalidad perinatal, existiendo ademas
alteraciones a largo plazo en individuos nacidos con RCIU, como un mayor riesgo de
desarrollar en la adultez enfermedades como sindrome metabdlico e hipertension arterial
sistémica, entre otras (Gluckman et al, 2008). Numerosos estudios en modelos animales
han centrado esfuerzos en caracterizar los efectos asociados a la RCIU sobre el riesgo de
desarrollar ciertas patologias a lo largo de la vida y los mecanismos subyacentes a estos,
lo que ha sido denominado como “programacion durante el desarrollo de la salud y
enfermedad” (Gluckman et al, 2008).

A pesar de que aun se desconocen con precision los mecanismos que determinan un
crecimiento fetal alterado, se ha logrado identificar como causales de la RCIU las
alteraciones de la salud materna, fetal y la funcidn placentaria (Filly et al, 2009). Una de
las principales alteraciones que conducen a una RCIU corresponde a cambios vasculares
que derivan en una menor perfusion atero-placentaria (UP), con el consecuente menor
aporte de nutrientes y oxigeno (O>) al feto. Durante la gestacion se presenta un aumento
considerable en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
desempefian un papel importante en el normal desarrollo y diferenciacion de la placenta
y el feto (Burton y Jauniaux, 2011). Sin embargo niveles exagerados de ROS resultan en
un estrés oxidativo (EOx) asociado a dafio y disfuncion vascular. Es asi como la mayoria
de los casos de RCIU presentan un compromiso de la perfusion UP, con un aumento en
marcadores de EOx a nivel placentario y fetal (Herrera et al, 2014). Con el fin de
profundizar en la comprension de las condicionantes de la RCIU hay un creciente interés
en el desarrollo de modelos animales y asi poder postular y evaluar posibles tratamientos
para paliar los efectos deletéreos inmediatos, a mediano y a largo plazo en el humano.
En este trabajo se propone el uso de un nuevo paradigma de RCIU mediante la oclusion
progresiva de la circulacion uterina en cobayas para estudiar los efectos cardiovasculares
feto-placentarios. Para esto se evalud el impacto de la reduccién del flujo UP en el
crecimiento fetal, el desarrollo y funcion placentaria/umbilical. Asi mismo, se analizo si
los efectos observados en la funcion vascular se revierten con la administracion ex vivo

del antioxidante N-Acetilcisteina.




REVISION BIBLIOGRAFICA

Restriccion de Crecimiento Intra-Uterino (RCIU)

En toda poblacion existe una distribucion normal del tamafio fetal (i.e. peso y talla) segun
edad gestacional. Se han utilizado distintos criterios para definir la RCIU en la poblacién
humana, entre los que estdn: a) Perimetro abdominal menor al percentil 10 6 2,5;
b) 2 Desviaciones estandares (o) por debajo de la media para la edad gestacional; y c)
Peso fetal estimado (PFE) menor que los percentiles 3, 5y 15. Sin embargo, la definicion
comunmente utilizada y mas aceptada es la de un peso por debajo del percentil 10 basado

en la curva de crecimiento fetal (Abdalla y Harrington, 2005; Kyle y Sankaran, 2009).

Etiologia de RCIU

La restriccion de crecimiento intrauterino puede ser causada por factores ambientales,
maternos, placentarios y/o fetales. Entre algunos de los factores maternos que determinan
el establecimiento de esta patologia estan la pre-eclampsia, desnutricion, hipertension
cronica y compromiso del flujo sanguineo UP, los cuales inducen una disfuncién
placentaria que reduce el crecimiento fetal (Cafici, 2003b; Filly, et al, 2009). El origen
multifactorial de este cuadro clinico dificulta su estudio y tratamiento, por lo que se ha
establecido un método de clasificacién que distingue entre dos grandes causas, basandose
en la simetria o asimetria del crecimiento fetal (Filly et al, 2009). La distincidn basada en
patrones de simetria procede de la idea de que las afecciones globales al feto dan lugar a
una total restriccion de crecimiento, manteniendo las proporciones. En contraste, las
restricciones nutricionales y de O originan un patrén asimétrico, particularmente después
de la segunda mitad de la gestacidn, que tiende a preservar el desarrollo de las estructuras
vitales, tales como el cerebro y corazon, en desmedro del crecimiento del resto del cuerpo,
reflejado en cambios de la biometria fetal y los patrones de crecimiento intrauterino
(Cafici, 2003b; Filly, et al, 2009). La medicion de biometria fetal se basa en
determinaciones ecogréaficas tales como: diametro biparietal (DBP), circunferencia
abdominal (CA), longitud del fémur (LF), largo corona-cola (LCC), altura toracica (AT)
y la estimacion del peso corporal. De esta manera, los fetos con crecimiento asimétrico
tendrian un peso corporal muy disminuido con un tamafio cefalico normal (i.e DBP

normal).




Fisiopatologia de RCIU

El O2 es uno de los principales sustratos para el crecimiento y desarrollo fetal, por lo que
una reduccion sostenida de su concentracion en sangre (hipoxemia cronica) se asocia a
modificaciones perjudiciales en el desarrollo. En condiciones de hipoxia crénica, la
generacion de ROS aumenta, radicales que al superar la capacidad antioxidante endogena,
inducen EOx (Herrera et al, 2014). Tanto hipoxia cronica como EOXx son potentes
inductores de respuestas vasculares, que al ser sostenidas en el tiempo podrian derivar en
fallas cardiovasculares (Montezano y Touyz et al, 2014). Un efecto importante del EOx
sobre el tono vascular es la disminucion de la biodisponibilidad y/o de sefializacion del
oxido nitrico (NO), un poderoso vasodilatador enddgeno (Daiber et al, 2014). A la vez,
un exceso de ROS también puede promover la proliferacion, migracion, inflamacion y
apoptosis de células vasculares (Gong y Kim, 2014). Todo lo anterior induce cambios
vasculares que podrian llevar a la disfuncion endotelial, en la cual hay un aumento

importante de la resistencia vascular y disminucion del flujo sanguineo.

Existen diversas fuentes de ROS a nivel vascular, por ejemplo los complejos I y 111 de la
cadena trasportadora de electrones mitocondrial, la NADPH oxidasa, la eNOS
desacoplada y la xantino oxidasa, entre otros (Burton y Jauniaux, 2011; Daiber et al,
2014). Condiciones de hipoxia y EOx pueden inducir alteraciones vasculares uterinas y
umbilicales durante la gestacion. Una reduccion del flujo sanguineo umbilical puede ser
causada por el compromiso del flujo UP, lo que va acompafiado de hallazgos
histopatolégicos en las placentas de fetos RCIU como reduccidon de la superficie vascular
en las vellosidades placentarias (Baker et al, 2004), reduciendo el suministro adecuado
de nutrientes al feto. La respuesta inicial a la disminucion de la irrigacion placentaria en
una gestacion tardia establece un patrén de crecimiento asimétrico con alteracion del peso
corporal del feto y un aumento en la proporcion del peso cerebro/higado (Ismail y Chang,
2012). La severidad de la disfuncion vascular placentaria se puede evaluar clinicamente
por ecografia Doppler color (Eco-Doppler). El eco-Doppler de las arterias uterinas evalla
la resistencia vascular y perfusion uterina, mientras que las mediciones Doppler fetal
proporcionan informacién sobre la funcion cardiovascular y vascular del feto y la
placenta, asi como acerca de las respuestas fetales a condiciones de estrés como son
hipoxia y desnutricion (Mari y Picconi, 2008). La funcion vascular depende en gran
medida del endotelio, monocapa de la tdnica intima vascular capaz de responder a

estimulos fisicos y quimicos, aportando gran parte de las sefiales vasodilatadoras.




Esto se consigue mediante la produccion y liberacion de varias moléculas vasoactivas
como Oxido nitrico (NO), Prostaciclina (PGI2) y el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF), entre otros (Daiber et al, 2014; Herrera et al, 2014). Se sabe que la
RCIU induce alteraciones vasculares con disfuncion endotelial en arteria umbilical y
algunos territorios fetales, los cuales podrian estar mediados por una disminuida funcién
oOxido nitrérgica (Giussani et al, 2012). Ademas, la persistencia de la disfuncién endotelial
deriva en aumento de resistencia vascular, remodelamiento vascular y disminuida

perfusion de 6rganos (Daiber et al, 2014; Herrera et al, 2014; Gong y Kim, 2014).

Consecuencias en la salud feto-neonatal de RCIU

Como se indico previamente, un crecimiento fetal restringido se asocia a compromisos
en la salud del individuo a corto, mediano y largo plazo. Inicialmente, existen
consecuencias en el sistema cardiovascular fetal y/o neonatal que resultan de las
adaptaciones a la hipoxia crdnica, en el cual aumenta la presion arterial sistémica y la
postcarga cardiaca, con una consecuente hipertrofia ventricular izquierda (Bahtiyar y
Copel, 2008). Esto se asocia con una disminucion de la fraccion del gasto cardiaco
combinado fetal, que transita en la placenta; lo que conduce a un aumento en la
recirculacién de la sangre desoxigenada dentro del cuerpo fetal, manteniendo una hipoxia
fetal cronica (Pardi et al, 2002, Ismail y Chang, 2012). Una informacién relevante que
permite discriminar una restriccion de crecimiento fetal de un feto pequefio pero
constitutivamente sano, es el aumento de la resistencia vascular placentaria, lo cual es
frecuente en gestaciones RCIU asociado a insuficiencia placentaria (Mari y Picconi,
2008). Lo anterior no solo impacta en el crecimiento fetal, sino que aumenta la
morbilidad/mortalidad fetal y neonatal. Entre las causas de muerte perinatal se encuentra
la acidosis fetal, edema cerebral severo, cardiomiopatia dilatada y shock, entre otras.
(Abdalla y Harrington, 2005; Kyle y Sankaran, 2009). Esta condicion se asocia ademas
con alteraciones a largo plazo en individuos nacidos con RCIU, como un mayor riesgo de
desarrollar en la adultez enfermedades como sindrome metabolico, enfermedad

coronaria, hipertension arterial sistémica, entre otras (Gluckman et al, 2008).




La cobaya - Modelo de estudio RCIU

La interrupcion del flujo sanguineo uterino al lecho placentario ha sido el método mas
frecuentemente utilizado en modelos experimentales animales para inducir RCIU (Taylor
y Lee, 2012). Uno de las técnicas utilizados es la ligadura de arteria uterina en cobayos
(Cavia porcellus) como forma de causar restriccion de crecimiento con patron asimétrico.
El modelo de cobayas gestantes representa un buen paradigma de disfuncion vascular
asociada a RCIU secundaria a una insuficiencia placentaria (Turner y Trudinger, 2009).
Esta especie comparte muchos rasgos reproductivos con los seres humanos, por ejemplo
tienen una estructura placentaria (discoidal hemo-monocorial), patrones de invasion del
trofoblasto, distribucion de la vasculatura uterina y maduracion cardiovascular similares
al de la especie humana (Dyson et al, 2014). Adicionalmente, el largo de la gestacion
(65-70 dias) permite desarrollar un grupo experimental en un tiempo relativamente breve

y evaluar los efectos inmediatos y a largo plazo.

A pesar de lograr una RCIU considerable (70% del peso fetal), el modelo de ligadura de
arteria uterina tiene un enfoque de todo o nada, donde el flujo uterino es anulado
agudamente durante un procedimiento quirurgico, presentado una alta tasa de pérdidas
fetales por aborto. Con el fin de disminuir el porcentaje de aborto postoperatorio, Turner
y Trudinger (2009) modificaron la técnica quirurgica con diatermia de la mitad de las
ramas de la arteria uterina que irrigan cada placenta. A pesar de que la técnica
implementada por aquel grupo mejoro la sobrevida fetal de 22% a 53%, no pudo evitar la
totalidad de los abortos (Turner y Trudinger, 2009). Es por esto, que un grupo de
investigadores en una colaboracién entre la Pontificia Universidad Catélica de Chile y la
Universidad de Chile, decidieron implementar una mejora en este modelo de RCIU a
través de la oclusidon progresiva de las arterias uterinas y asi disminuir las pérdidas

postoperatorias (Alegria et al, 2014).

La presente memoria de titulo pretende caracterizar este novedoso modelo de RCIU en
cobayas donde se induce la reduccion progresiva y estable del flujo sanguineo uterino a
través de la implantacion de un anillo constrictor ameroide (AA), el que asegura una baja

mortalidad fetal con un nivel importante de RCIU.




OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el crecimiento fetal y la funcidon vascular umbilical en un modelo de
restriccion de crecimiento intra-uterino, a través de la implantacion quirdrgica de

oclusores en las arterias uterinas de cobayas gestantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En cobayas gestantes, con (RCIU) y sin (Control) oclusores en arterias uterinas,
determinar:

1. Las variables de biometria fetal (DBP, DAP, AT, CA y LF) mediante ultrasonografia,

semanalmente, durante la segunda mitad de la gestacion.

2. Las variables de velocimetria (indice de Pulsatilidad, indice de Resistencia y relacion
Sistole/Diastole) de la arteria umbilical mediante eco-Doppler, semanalmente, durante

la segunda mitad de la gestacion.

3. La funcién vascular umbilical ex vivo (vasoconstrictora y vasodilatadora) del feto de

término, mediante miografia de alambre.




MATERIALES Y METODOS

Animales

En este estudio se utilizaron 14 cobayas prefiadas, las que se dividieron en 2 grupos:
control sin RCIU (Control, N mateno=10) y RCIU (RCIU, N materno=4), ademas de 4 machos
adultos para las cruzas. Todos los animales fueron mantenidos y experimentados en el
Bioterio de Cobayos de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Todos los manejos
y procedimientos experimentales con animales contaron con la aprobacion del protocolo
de bioética CBA#0694, de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile ademas del
permiso incluido en el proyecto Fondecyt n° 1130801.

Antecedentes de los Animales de Laboratorio

Especie(s) utilizada(s): Cobayos (Cavia porcellus), cepa Pirbright White.

Edad/Estado de desarrollo: Fetos y adultos jovenes (<6 meses).

Peso: 60-100 g (fetos) — 600-800 g (adultos).

Sexo: Ambos

Lugar de obtencion de los animales: Instituto de Salud Pablica (ISP).

Lugar de mantencion: Bioterio de la Facultad de Medicina Oriente, Universidad de Chile.
Lugar de procedimientos in vivo: Bioterio de la Facultad de Medicina Oriente,
Universidad de Chile.

Lugar de procedimientos ex vivo: Laboratorio de Funcion y Reactividad Vascular, ICBM,
Universidad de Chile; Laboratorio de Investigacion en Perinatologia, Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

Manejo de los Animales

Los animales se trasladaron desde su lugar de adquisicion (ISP) en jaulas transportadoras
hasta el bioterio de la Facultad de Medicina Oriente, Universidad de Chile. En este
bioterio se mantiene un ambiente controlado (T° 20-25 °C, HR 50-60%, Luz/Oscuridad
12:12) y jaulas individuales que permiten la interaccion visual de los ejemplares. Los
animales se alimentaron con una dieta comercial (LabDiet 5025, Guinea Pigs, 20-30
grs/dia) junto con heno de alfalfa, y agua de bebida ad libitum. Las hembras fueron
examinadas diariamente durante su ciclo estral de 16 dias. Al ser pesquisado el estro
(apertura vaginal), la hembra se mantuvo con un macho previamente probado durante dos
dias o hasta el cierre genital de la hembra. Todas las cobayas gestantes se mantuvieron en
jaulas individuales. Luego de confirmar gestacion entre los 20-25 dias por ecografia, la

cobaya gestante entro a uno de los 2 grupos.




A los 35 dias de gestacion, todas las cobayas fueron sometidas a una cirugia: el grupo
control a una falsa (Sham-control) y el grupo RCIU a una cirugia con implantacion de
oclusores ameroides (AA) en ambas arterias uterinas (RCIU). Los AA consisten en un
anillo interno de caseina comprimida y endurecida con formalina (ameroide) y otro
exterior de acero inoxidable que se implantan alrededor de la arteria. Posterior a la
instalacion quirurgica, el ameroide se hidrata lentamente y se expande. El anillo de acero
impide la expansion centrifuga del ameroide y, por lo tanto, el diametro del lumen
cilindrico central se reduce gradualmente, permitiendo una oclusién progresiva del flujo
sanguineo del vaso en cuestion (Leshem et al, 2008). La oclusion completa del vaso

sanguineo se logra a los 10-14 dias post instalacion.

Procedimientos

A. Induccion de RCIU

Las cobayas prefiadas fueron sometidas a cirugia aséptica bajo anestesia general
(ketamina 60 mg/kg, xilacina 4 mg/kg y atropina 0,1 mg/kg IM) y tratamiento analgésico
(carprofeno 4 mg/kg SC) y antibiético profilactico (oxitetraciclina 20 mg/kg SC) al dia
35 de la gestacion. Una vez logrado un plano anestésico profundo, se realizd una
laparotomia media infra-umbilical, exponiéndose el Gtero gravido. Los AA (COR-2.00-
SS, Research Instruments NW, Inc, EEUU) fueron implantados bilateralmente en las
arterias uterinas. Posteriormente, la pared abdominal y piel fueron suturadas por capas
con sutura absorbible (Vicryl 4/0, Ethicon, EEUU). Finalmente se instalaron grapas
quirdrgicas (Auto Suture ™, Condivien, Rep. Dominicana) en la piel. EI monitoreo post
operatorio se realizd mediante examen fisico diario de todos los animales y las grapas de
piel se retiraron a los 7-8 dias postoperatorios. Los grupos controles se sometieron al

mismo procedimiento quirargico pero sin implantacion de AA (sham operated).

B. Evaluacion in vivo
Todos los exdmenes y evaluaciones in vivo fueron realizados con la cobaya consciente e
inmovilizada mediante contencion manual por un operador experimentado.

Eco-Doppler durante la gestacién

A partir del dia 25 de gestacion se obtuvieron dos veces por semana los siguientes indices:
relacion sistole/diastole (S/D), compuesto por la velocidad sistélica maxima (VSM)
y la velocidad diastolica final (VDF), indice de resistencia (IR) o indice de Pourcelot y el
indice de pulsatilidad (IP) o indice de Goslin, de la arteria umbilical por medicion eco-
Doppler (SonoVet R3, Samsung Medison) junto a un transductor de 5-12 MHz




(modelo TZLN5-12, Samsung Medison) . La férmula del IR se puede descomponer en
(VSM-VDF)/VSM que puede tomar como valor 1 el maximo teorico. La formula del 1P
se define como (VSM-VDM)/VMC, donde VDM es la velocidad diastélica minima y
VMC, la velocidad media del ciclo. A diferencia de lo descrito para IR, este indice no
tiene un valor maximo, pudiendo ser infinito cuando las velocidades diast6licas son
escasas o nulas. Ambos indices (IR e IP) reflejan resistencia al flujo producido por el

lecho micro vascular distal al sitio de medicién.

Biometria fetal durante la gestacién

A partir del dia 20-25 post monta se comenzaron los registros de la biometria en las
cobayas gestantes. Para cada feto, se determin6 didmetro biparietal (DBP), altura toracica
(AT), circunferencia abdominal (CA), diametro antero-posterior (DAP) y largo femoral
(LF), dos veces a la semana.

Eutanasia a término

Al término de la gestacion (60-62 d) y previo al parto, las cobayas y sus fetos fueron
eutanasiados por sobredosis anestésica (Tiopental Sodico, 200 mg/kg IP, Opet,
Laboratorio Chile). Esta anestesia traspasa la barrera placentaria por lo que induce una
anestesia profunda materna y fetal previa a la muerte. Una vez confirmado el paro
cardio-respiratorio, se extrajeron los fetos y sus placentas, los cuales fueron disecados,

sus érganos pesados y muestras de tejidos conservadas.

Reactividad Vascular umbilical

A la diseccion, se obtuvieron rapidamente segmentos de arterias umbilicales, las cuales
fueron mantenidas en PBS a 4°C. Las respuestas vasoactivas de las arterias umbilicales
fueron caracterizadas mediante “miografia de alambre” (Giussani et al 2012; Krause et
al, 2012). Brevemente, segmentos de entre 2 a 3 mm de largo de arterias fueron disecados
bajo lupa (aumento 10X) con el fin de liberar todo el tejido conectivo posible. Los anillos
vasculares fueron montados en un miégrafo de alambre (Multiwire Myograph System
610M, DMT) y mantenidos a 37°C con burbujeo constante de aire/CO2 (95/5) en tampon
Krebs (NaCl 118.5 mM, NaHCO3 25 mM, KCI 4.7mM, CaCl, 2.5 mM, KH2PO4 1.2 mM,
MgSO4 1.2 mM y D-glucosa 5.5 mM). Luego de 30 minutos en reposo, se determino el
diametro optimo de cada segmento mediante el método de tension activa generada por
despolarizacion con Krebs-KCl 62,5 mM, para lo cual se remplaza parcialmente el Na*

por K*, sin alterar la osmolaridad de la solucién.




Este método determina la tension activa en respuesta a KCl (62,5 mM) a didmetros
crecientes, hasta el estado donde una mayor apertura del segmento no incrementa la
fuerza en respuesta al estimulo, siendo el didmetro 6ptimo aquel donde el agente
constrictor genera la mayor respuesta (Ward et al, 2004). Una vez determinado el
diametro optimo, se dejaron reposar los anillos montados durante al menos 30 min. En
vasos pre-contraidos con KCI 37,5 mM se determind la respuesta farmacoldgica al
agonista vasodilatador dependiente de NO, insulina (1022 a 10® M) para arterias
umbilicales en condiciones basales y en vasos pre-incubados (30 min) con el inhibidor de
las NOS L-NC-Nitroarginina (L-NAME, 10 M); con el inhibidor de la actividad de
arginasas, S-(2-boronoetil)-L-Cisteina-HCI (BEC 10 M); en presencia del antioxidante
N-acetil cisteina (NAC 10° M) y un pro oxidante, 3-Morfolinosidnona Imina (SIN-1).
Luego de cada experimento, las arterias se lavaron 5 veces con Krebs y se dejaron reposar
por 30 minutos antes de la siguiente condicion experimental. Adicionalmente se analiz6
la relajacion en respuesta a NO independiente del endotelio, mediante la estimulacion de
arterias pre-contraidas con el dador de NO, nitroprusiato de sodio (SNP, 10'** a 10° M).
Las tensiones registradas fueron expresadas como porcentaje de relajacion (obteniendo el
0 por KCI en cada condicion antes de agregar el estimulo vasodilatador), y las curvas
concentracion-respuesta se ajustaron a una funcién sigmoidea utilizando el programa
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego, USA). De los ajustes se
derivaron los valores de respuesta maxima (Rmax) y la concentracion necesaria para

obtener el efecto maximo medio (ECso) también representado como pD2 (-logECso).

Analisis Estadistico

Las regresiones y funciones de los datos ecograficos, doppler y de la reactividad vascular
fueron generadas y analizadas mediante GraphPad Prism 6.0. La prueba Shapiro—-Wilk se
utilizo a fin de determinar la presencia de una distribucion normal de datos en cada grupo.
Dependiendo de este resultado, los valores de pesos fetales y relaciones biométricas entre
cada grupo fueron comparados mediante la prueba paramétrica (t de Student) o no
paramétrica (Mann-Whitney). Para las curvas de concentracion-respuesta derivadas de
los experimentos de miografia, el analisis de la respuesta maxima y pD2 a los distintos
agentes farmacologicos asi como de los valores eco-Doppler fue realizado mediante una
prueba ANOVA de 1y 2 vias, segun corresponda. En el caso de las regresiones se utilizd

la prueba ANCOVA y se consideraron diferencias significativas cuando p < 0,05.
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Relacion S/D
(Arteria Umbilical)

RESULTADOS

Eco-Doppler Umbilical

Relacion sistole/diastole (S/D)

El analisis de la sonografia Doppler muestra que en el primer tramo de datos analizados
(25-34 dias) denominado rango pre quirdrgico, no existen diferencias significativas entre
ambos grupos. Posterior a la intervencién, en el tramo post intervencion quirurgica
inmediato (35-39 dias) y el rango post quirtrgico temprano (40-44), el grupo RCIU posee
una elevacion de ~35% del S/D promedio respecto del Control (p<0,01). El grupo RCIU
aumenta progresivamente la S/D hasta llegar a un nivel maximo en el rango de 45-49 dias
(p <0.001, vs control). En los ultimas dos tramos (50-54, 55-60), se mantiene el aumento

significativo (p < 0.01) para el grupo RCIU respecto del control (Figura 1).
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Dias de Gestacion

Figura 1. Relacion sistole/diastole (S/D) de la arteria umbilical. (A) Se muestra la S/D en
intervalos de 5 dias a lo largo de la gestacién en cobayas controles (barras blancas, new=10) y
RCIU (barras negras, nww=8). Diferencias significativas (vs control): ** p<0,01;
*** p<0,001. (B) Medicion de S/D desde la velocimetria de arteria umbilical.
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Indice de Resistencia

(Arteria Um bilical)

indice de Resistencia (IR)

Previo a la intervencion quirdrgica, los indices de resistencia umbilicales fueron similares
entre ambos grupos. En cambio, el grupo RCIU presenta un mayor valor de IR que los
controles en los tramos post quirdrgicos. IR resalta sus diferencias con respecto al grupo
Control en el trecho 40-44 y 45-49 de manera significativa (p < 0.001 y p < 0.01,

respectivamente), el cual se mantiene en el tramo terminal de la gestacion (Figura 2).

En el dltimo rango de medicidn, destaca que ambos grupos presentaron los valores mas
bajos de IR durante la gestacion, que llevados a nimeros estaria representado por una
reduccion del 43.83 % y 31,43% para el grupo Control y RCIU, respectivamente
(Figura 2). Al ajustar el IR a lo largo de la gestacion a una regresion lineal, se obtienen
diferencias significativas en la trayectoria de las curvas entre grupos con un cambio en la

pendiente (Figura 3).
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Dias de Gestacién

Figura 2. indice de resistencia (IR) de la arteria umbilical. (A) Se muestra la IR en intervalos
de 5 dias a lo largo de la gestacion en cobayas controles (barras blancas, netw=10) y RCIU
(barras negras, nrww=8). Diferencias significativas (vs control): * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001. (B) Medicion de IR desde la velocimetria de la arteria umbilical.
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Indice de Pulsatilidad

(Arteria Um bilical)

=0 control
- RCIU

0.025 1
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(Arteria Um bilical)

0.005 9

Indice de Resistencia

0.000 T
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Regresiéon de Indice de Resistencia

[-(pendiente de regresion lineal)]
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Figura 3. Indice de resistencia (IR) de la arteria umbilical. Se muestra la IR en una regresion
lineal a lo largo de la gestacién (A) y la pendiente generada por la regresion lineal (B) en cobayas
controles (circulos blancos y linea discontinua, nww=10) y RCIU (circulos negros y linea continua,
Ntei=8). Diferencias significativas (vs control): * p<0,05.

indice de Pulsatilidad (1P)

En el periodo inicial, previo a la intervencién quirurgica, ambos grupos muestran un IP
similar. En cambio, los individuos del grupo RCIU alcanzan el pico de IP en el periodo
40-44 dias, siendo significativa (p < 0.001) respecto al grupo control, diferencias que se
mantienen hasta el término de la gestacion (Figura 4). Al ajustar la IP a lo largo de la
gestacion a una regresion lineal, se obtienen diferencias significativas en la trayectoria de
las curvas entre grupos con un aumento significativo en la pendiente del grupo RCIU
(Figura 5).
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Figura 4. Indice de pulsatilidad (IP) de la arteria umbilical. (A) Se muestra la IP en intervalos
de 5 dias a lo largo de la gestacion en cobayas controles (barras blancas, nrww=10) y RCIU (barras
negras, Newi=8). Diferencias significativas (vs control): * p<0,05; ** p<0,01. (B) Medicion de IP
en la velocimetria de la arteria umbilical.
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Figura 5. Indice de pulsatilidad (IP) de la arteria umbilical. Se muestra la IP en una
regresion lineal (A) y la pendiente generada (B) a lo largo de la gestacion en cobayas controles
(circulos blancos y linea discontinua, new=10) y RCIU (circulos negros y linea continua,
Ntei=8). Diferencias significativas (vs control): * p<0,05.

Biometria Fetal

Todas las variables de biometria fetal determinadas durante este estudio fueron similares

entre grupos experimentales previo a la intervencion quirurgica (dias 25-34 de gestacion).

Diametro biparietal (DBP)

Posterior a la cirugia, hubo una disminucion en la tasa de crecimiento del DBP. Al ajustar
la curva de crecimiento del DBP a una correlacion lineal, se desprende un r = 0.9736 y
r=0.9711 para el grupo control y RCIU, respectivamente (Figura 6).

Al comparar las funciones generadas por el grupo Control (Y=0.03871*X-0.322) y
RCIU (Y=0.03560*X-0.2227) se obtuvo que sus pendientes no eran distintas.

DBP (cm)

20 30 40 50 60

Dias de Gestaci6n

Figura 6. Didmetro biparietal fetal (DBP). (A) Se muestra la DBP en el rango de 25 a 60
dias de gestacion en cobayas controles (circulos blancos, linea discontinua, newi=10) y RCIU
(circulos negros, linea continua, n«w=8). (B) Medicién de DBP en craneo fetal.
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Didmetro antero-posterior (DAP)

Al ajustar la curva de crecimiento del DAP a una correlacion lineal, se desprende un
Fcontro = 0.9881 Y rreiv = 0.9814, con Y contra=0.08110*X-1.459 y Yrciuv=0.06769*X-1.049
como respectivas funciones. Las pendientes obtenidas de las funciones, demuestran una

caida significativa del grupo RCIU vs. Control (p <0.05) (Figura 7).

17 0@

20 30 40 50 60

Dias de Gestacidén

Figura 7. Didametro anteroposterior (DAP). (A) Se muestra la DAP en el rango de 25 a 60
dias de gestacion en cobayas control (circulos blancos, linea discontinua, New=10) y RCIU
(circulos negros, linea continua, new=8). (B) Medicion de DAP en corte transversal abdomen
fetal.

Altura toracica (AT)

Del seguimiento de la AT a lo largo de la gestacion, se desprenden correlaciones de
Feord= 09789 'y  rrav=  0.9453, con las funciones  respectivas
Y controt =0.06544*X-0.9063 y Yrcw =0.05161*X-0.4907. Al comparar las pendientes,

RCIU presenta una caida significativa respecto al grupo control (p < 0.05) (Figura 8).
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Dias de Gestacion

Figura 8. Altura toréacica (AT). (A) Se muestra la AT en el rango de 25 a 60 dias de gestacion
en cobayas control (circulos blancos, linea discontinua, nrw=10) y RCIU (circulos negros,
linea discontinua, net1=8). (B) Medicion de AT en corte transversal de abdomen fetal.

CA (cm)

Circunferencia abdominal (CA)

El ajuste del seguimiento de la CA a lo largo de la gestacion, dio correlaciones de
rcontroi= 0.9821 y rrciv= 0.9763, con las siguientes funciones lineales:
Y controi=0.2392*X-4.145y Yrciu=0.1845*X-2.643.

Al analisis estadistico, las pendientes para ambos grupos fueron considerados

significativamente distintos (p < 0.01) de (Figura 9).

20 30 40 50 60

Dias de Gestacibn

Figura 9. Circunferencia abdominal (CA). (A) Se muestra la CA en el rango de 22 a 60
dias de gestacidn en cobayas controles (circulos blancos, linea discontinua, nsw=10) y RCIU
(circulos negros, linea discontinua, Net=8). Diferencias significativas (p<0,01): ** vs control.
(B) Medicién de la CA en corte trasversal del abdomen fetal
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LF (cm)

Longitud femoral (LF)

El ajuste lineal de LF a lo largo de la gestacion posee un rcontroi= 0.9786 y
rrciu= 0.9787, con las funciones Y controi=0.05715*X-1.651 y Yrciu=0.04748*X-1.335,
respectivamente. Ademas de una diferencia significativa (p < 0.01) de las pendientes para

ambos grupos (Figura 10).

A B

Dias de Gestacidn

Figura 10. Largo de fémur (LF). (A) Se muestra la LF en el rango de 32 a 60 dias de
gestacion en cobayas control (circulos blancos, linea discontinua, nrew=10) y RCIU (circulos
negros, linea continua, nww=8). Diferencias significativas (p < 0,01): ** vs control. (B)
Medicion de LF en un corte transversal de la dltima seccidn lumbar del feto.

Peso corporal y de 6rganos en los fetos de término

Peso corporal fetal y placentario

El peso promedio para el grupo Control vs. grupo RCIU obtuvo una diferencia del 46%
del peso corporal (p <0.001) (Figura 11).

La diferencia del peso placentario promedio para grupo Control vs. grupo RCIU
corresponde al 40% (p < 0.001) (Figura 12). Al calcular la razon del peso fetal/peso
placentario, como indice de eficiencia placentaria, se obtiene una diferencia de 29% en la
eficiencia placentaria de los RCIU (p < 0.001 vs control) (Figura 13).
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Figura 11. Peso fetal. Se muestra el peso fetal a término en cobayas control (barras blancas,
Netw=16) Yy RCIU (barras negras, new=8). Diferencias significativas (vs control): ***
p=<0,001.
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Figura 12. Peso placentario. Se muestra el peso placentario de los feto a término en cobayas
controles (barras blancas, nrww=16) y RCIU (barras negras, nrw=8). Diferencias significativas
(vs control): *** p<0,001.
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Figura 13. Relacion peso fetal/placentario (F/P). Se muestra la relacion del peso fetal a
término y sus placentas en cobayas controles (barras blancas, nww=10) y RCIU (barras
negras, New=8). Diferencias significativas (vs control): *** p<0,001.
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Peso (g)

Peso de organos fetales

El peso del cerebro fetal fue similar entre grupos. En contraste, el pulmon presento un
peso promedio del 43,8% menor para el grupo RCIU vs Control, considerado
significativo (p < 0.001).

De igual manera, el peso promedio del higado para el grupo RCIU, presentd una
diferencia del 58,28% respecto del Control. (p <0.001).

De manera consistente, el corazon de los RCIU también present6 una diferencia en su
peso, lo cual representa una diferencia del 52,29% respecto de Control (p < 0.001).
El peso de ambos rifiones también presentd una diferencia significativa en el grupo RCIU
de 50,57% vs. Control (p < 0.001). En contraste, el bazo presentd pesos similares
(p = 0.92) entre grupo Control y RCIU (Figura 14).

Para obtener el tipo de crecimiento predominante en cada grupo, se obtuvo la relacion
cerebro/higado, que indica el grado de simetria en el crecimiento corporal fetal. Para el
grupo RCIU se calcul6 un aumento del 209,56% (p < 0.001) respecto del grupo Control,

interpretado como un patron asimétrico del crecimiento (Figura 15).
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Figura 14. Peso de 6rganos fetales. Se muestra el peso de cerebro, pulmén e higado (A) y
corazdn, rifiones y bazo (B) del grupo control (barras blancas, new=10) y RCIU (barras
negras, New=8). Diferencias significativas (vs control): ** p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 15. Relacion peso cerebro/higado (C/H). Se muestra la relacion peso del cerebro e
higado fetal del grupo control (barras blancas, nrw=10) y RCIU (barras negras, Nre=8).
Diferencias significativas (vs control): *** p<0,001.

Reactividad vascular umbilical

Funcidn vasoconstrictora

El ajuste de la curva concentracion-respuesta a dosis ascendentes de K+ demostro
importantes diferencias entre los segmentos umbilicales Controles y RCIU (Figura 16).

La contraccion maxima lograda fue significativamente menor para el grupo RCIU
(Control 22,57 £ 1,96 vs RCIU 14,39 + 1,88 mN, p <0.05), manteniendo una sensibilidad
similar (Figura 17).
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Figura 16. Contraccion Arteria Umbilical. Se muestra la tensién (mN) ejercida un por
segmento de la arteria umbilical en concentraciones ascendentes de KCI de grupo control
(circulos blancos y linea discontinua, new=10) y RCIU (circulos negros y linea continua,
Ntetai=8). Diferencias significativas (vs control): ** p<0,01.
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Figura 17. Capacidad contrctil de arterias umbilicales. Se muestra la fuerza (A, Kmax,
mN) y la sensibilidad (B, EC50) de la arteria umbilical en grupo control (barras blancas,
Nretai=10) y RCIU (barras negras, neww=8). Diferencias significativas (vs control): * p<0,05.

Funcién vasodilatadora

Al ajustar la respuesta al dador de NO a una curva de agonista-respuesta de pendiente
estandar, se obtuvo una curva sigmoidea con relajacion maxima cercana al 75%
(Figura 18). El anélisis de esta curva entrega %Rmax similares para ambos grupos
(Control 88,90 + 3,47 vs RCIU 78,97 + 6,12%), mientras que el grupo RCIU mostr6 una
mayor sensibilidad con un pD2 significativamente mayor (Control 6,483 £ 0,094 vs RCIU
7,758 + 0,247, p <0.001) (Figura 19).
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Figura 18. Vasodilatacion dependiente de muasculo. Se muestra la relajacion de la arteria
umbilical en concentraciones acumulativas de Nitroprusiato de Sodio (SNP) en el grupo
control (circulos blancos y linea discontinua, new=11) y RCIU (circulos negros y linea
continua, nrtw=8). Diferencias significativas (vs control): ** p<0,01.
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Figura 19. Respuesta vasodilatadora a SNP. Se muestra la Rmax (A) y el pD2 (B) en
respuesta a SNP de las arterias umbilicales para el grupo control (barras blancas, New=11) y
RCIU (barras negras, nsww=8). Diferencias significativas (vs control): *** p<0,001.

Al administrar dosis acumulativas de Insulina (INS) sobre un vaso contraido, se evidencia
la accion vasodilatadora dependiente de endotelio de este agente. En ambos grupos se
obtuvo una curva de relajacion, pero ésta es menor en el grupo RCIU (Figura 20).
Al ajuste de una curva sigmoidea de Agonista vs. Respuesta Normalizada de pendiente
variable, se obtiene una caida significativa del Rmax en el grupo RCIU (Control 32,74
+2,42 vs. RCIU 6,87 £6,93 %, p < 0.01). En contraste, ambos grupos presentaron una
sensibilidad a INS similar, representada por pD2 (Figura 21).
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Figura 20. Vasodilatacion dependiente de endotelio. Se muestra la relajacion de la arterias
umbilicales en concentraciones ascendentes de insulina (INS) en grupo control (circulos
blancos y linea discontinua, newi=11) y RCIU (circulos negros y linea continua, Netai=8).
Diferencias significativas (vs control): * p<0,05.
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Figura 21. Respuesta vasodilatadora a Insulina. Se muestra la Rmax (A) y pD2 (B) obtenida
en la arterias umbilicales frente a dosis acumulativas de insulina para grupo control (barras
blancas, nfetal=10) y RCIU (barras negras, nww=8). Diferencias significativas (vs control): **
p<0.01.

Funcién vasodilatadora vy via 6xido nitrérgica

La respuesta basal a INS en el grupo RCIU posee un %Rmax menor que el Control
(Control: 22,77 + 4,37% vs. RCIU: 8,42 + 1,20%), diferencias no consideradas
significativas respecto de los valores Basales (Control 7,68 £2,42 vs. RCIU 7,25 £0,76)
(Figura 22). Se estudié el efecto de un bloqueador de la eNOS (L-NAME) en la

vasodilatacion inducida por INS.

La incubacion con L-NAME indujo una caida significativa de %Rmax (17,2%) de la
respuesta vasodilatadora para el grupo Control, asi como una significativa
vasocontraccion en el grupo RCIU (Control 5,488 + 4,8% vs RCIU 0,5 + 10,1, p < 0.5,
RCIU Basal 8,42 + 1,20% vs RCIU L-NAME -24,7 £10,1% p < 0.001), pero una pD2
sutilmente mayor pero significativo en el grupo RCIU (Control 7,928 + 1,146 vs RCIU
8,096 + 0,782, p <0.5) (Figura 22).

Para determinar el rol de arginasa en la vasodilatacién dependiente de endotelio inducida
por INS, se repiti6 la curva dosis respuesta a INS en presencia de inhibidor de la arginasa
(BEC). La incubacion con BEC indujo un aumento significativo de %Rmax para ambos
grupos en estudio (Control 64,68 + 9,56% vs RCIU 21,42 + 2,32%, RCIU Basal 8,42 +
1,20% vs RCIU BEC 21,42 + 2,32% p <0.001), sin embargo este aumento fue mayor en
el grupo control. Ademas, BEC indujo un ascenso significativo de la sensibilidad solo en
el grupo RCIU (Basal 4,553 + 1,220 vs BEC 8,274 + 0,229, p <0.5) a este farmaco
(Figura 22).
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Figura 22. Vasodilatacion con Inhibidores. Se muestra la relajacion de la arterias
umbilicales de animales Control (simbolos y barras blancos, newi=6) y RCIU (simbolos y
barras negras nww=11) en concentraciones ascendentes de INS en basal (circulos), en
presencia de BEC (triangulos, inhibidor arginasa) y L-NAME (cuadrados, bloqueador
actividad eNOS), con su Rmax y pD2 calculados. Diferencias significativas (vs Basal):
* p<0,05; *** p<0,001.
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Funcioén vasodilatadora v efecto de Pro-oxidante y anti-oxidante.

En presencia del anti oxidante NAC la %Rmax a INS tuvo un ascenso significativo
(51,34 £ 7,45%, p <0,01 vs Basal) para el grupo Control. En contraste, en el grupo RCIU
bajo la misma condicion, se observd una respuesta similar con respecto de Basal
(Control 51,341 7,454 vs RCIU 4,762 %1,785, RCIU Basal 5,688 +0,904 vs
RCIU NAC 4,762 £1,785, p <0.01) (Figura 23). Finalmente, NAC no indujo diferencias

en la pD2 en ambos grupos.

Por otro lado, la incubacion con un pro-oxidante (SIN-1) determiné una abolicién de la
respuesta vasodilatadora (basal vs SIN-1 para el grupo Control, p <0.01) (Figura 23). Por
su parte el grupo RCIU, no solo presentd una abolicion de la vasodilatacion inducida por
INS, sino que se indujo una marcada vasoconstricciéon (Control 1,087 + 3,844 vs RCIU
1,652 + 4,875, RCIU Basal 5,688 +0,904 vs RCIU SIN-1 -30,52 +4,875, p <0.001)
(Figura 23). Tanto para el grupo RCIU como el Control no se presentaron modificaciones
significativas en la pD2 bajo ninguna de las tres condiciones (Figura 23).
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Figura 23. Vasodilatacién con Pro y Anti Oxidante. Se muestra la relajacion de la
arterias umbilicales de animales Control (simbolos y barras blancos, nNfw=11) y RCIU
(simbolos y barras negras nww=8) en concentraciones ascendentes de INS en basal
(circulos) o en presencia de NAC (tridngulos, antioxidante) y SIN-1 (cuadrados, pro
oxidante), con su Rmax y pD2 calculados. Diferencias significativas (vs Basal):
** p<0,01; *** p<0,001.
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DISCUSION

La presente memoria de titulo permitié caracterizar un novedoso modelo de RCIU
mediante oclusion progresiva de arterias uterinas en cobayos. Este estudio es Unico en el
mundo y adn no ha sido publicado in extenso. De hecho, muchos de los resultados
ultrasonograficos y de funcion vascular ni siquiera han sido descritos para una gestacion
normal en cobayas. En particular, este estudio se ha enfocado en describir el crecimiento
fetal intrauterino y la funcién vascular umbilical, pudiendo describir las caracteristicas de
una gestacion normal y de una marcada restriccion de crecimiento asimétrica cercana al
46%. Esta caida en el peso de los fetos se asocid a una disminucién de la eficiencia
placentaria y marcados cambios en la funcién vascular, tanto in vivo como ex vivo. Es
mas, los estudios ex vivo permitieron describir mecanismos que estan participando en la
RCIU, como una menor capacidad vasodilatadora dependiente de NO en arteria
umbilical. Este modelo pareciera asemejarse en lo que ocurre en gestaciones RCIU de
otras especies animales, incluyendo al humano (Alegria et al, 2014), lo cual permite
postular este paradigma de cobayo como un buen modelo para estudiar RCIU por
insuficiencia placentaria. Por lo tanto, esta memoria de titulo aporta nuevos
conocimientos a la fisiologia y fisiopatologia de gestacion en cobayas, que podrian ser

extrapoladas a gestaciones en otras especies.
Eco-Doppler Umbilical

Es necesario tener en cuenta que la ecografia Doppler proporciona un método no invasivo
para el estudio de la hemodinamica fetal. Los valores de S/D, IR e IP umbilicales dan
informacion sobre la circulacion feto placentaria, ademas de estos indices, la forma de
onda de flujo puede ser descrita o clasificada por la presencia o ausencia de una
caracteristica particular, por ejemplo la ausencia de flujo diastdlico final y la presencia de
una muesca post-sistolica.

El grupo Control mostr6 una negativa correlacion entre los dias de gestacién y el valor de
los indices Doppler, situacién considerada fisiol6gica para Cavia porcellus, en donde se
obtuvo valores de IR similares a otros estudios con el mismo modelo (Turner y Trudinger,
2000; Turner y Trudinger, 2009). Ademas este tipo de correlacion se ha descrito en otras
especies tales como caninos (Di Salvo et al, 2006; Baschat et al, 2011), felinos (Blanco
et al, 2014) y equinos (Bollwein et al, 2004), asi como en humanos (Cafici, 2003c; Kyle
y Sankaran, 2009), lo que en definitiva se refleja como un flujo anterdgrado

progresivamente mayor en la forma de onda Doppler de la arteria umbilical.
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El aumento de la resistencia de la perfusion feto-placentaria en el grupo RCIU fue
detectado tempranamente en el tramo post quirargico temprano por la elevacién de S/D,
y en etapas posteriores por la reduccion de la pendiente en IR e IP, explicado por el
crecimiento centripeto del ameroide en el anillo sobre las arterias uterinas. El aumento de
IR e IP a lo largo de la gestacion, es una situacion comin en embarazos humanos con
RCIU (Cafici, 2003c, Baker et al, 2004). Sin embargo, el IR medido difiere levemente en
el modelo caviomorfo de Turner y Trudinger (2009), donde mostraron aumentos
significativos solo hacia el final de la gestacion, desde el dia 57 en adelante. Estudios
clinicos describen que el aumento sostenido de estas variable ecogréafica se asocia con la
perturbacion en el patron de angiogénesis placentaria, desde uno ramificado a uno no
ramificado (Aronow et al, 2013; Davidge et al, 2013). Esto Gltimo se ha asociado a un
elevado riesgo de acidosis fetal y muerte perinatal, asi como a un bajo peso fetal a término
en gestaciones RCIU (Cafici, 2003c; Kyle y Sankaran, 2009; Turan et al, 2013; Kessous
et al, 2014). La maduracion y especializacion del sistema vascular esta influenciado por
sefiales ambientales como: el flujo de la sangre, la tension de O, y el EOx. La friccion del
lumen arterial modula positivamente la sintesis y liberacién de NO, sustancia clave en la
angiogeénesis y maduracion normal de la placenta durante la gestacion (Garing y Berk,
2006; Krause et al, 2011). Sin embargo, condiciones como EOx y/o disminucién de
cofactores de eNOS, traen consigo una reduccion en la biodisponibilidad de NO,
pudiendo aumentar la resistencia vascular, disminuir la perfusion Gtero-placentaria e
inducir hipoxia fetal (Chiba et al, 2010; Herrera et al, 2014).

Biometria Fetal y peso de érganos fetales

El grupo Control mostr6 valores de DBP, DAP, y AT equivalentes a los descritos en la
literatura para animales normales, tomando en consideracion la edad gestacional (Turner
y Trudinger, 2000; Turner y Trudinger, 2009, Santos et al, 2014). Para el caso de CA'y
LF, no se pudo encontrar referencias bibliogréficas, por los que esta memoria estaria
describiendo por primera vez estas variables en los fetos de cobayo. En el caso del grupo
RCIU, el DBP sufri6 modificaciones significativas respecto del grupo Control pero no
del peso cerebral, un escenario similar fue descrito para los fetos RCIU del modelo de
Turner y Trudinger (2009). Lo anterior sugiere una redistribucion de flujos para sostener
el desarrollo del cerebro, fendmeno cardiovascular de “centralizacion de flujos”, descrito

en distintas especies, incluyendo al humano (Gagnon, 2006; Herrera et al, 2014).
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Esta respuesta fetal consiste en una dilatacion de la circulacion cerebral acompafada de
una intensa vasoconstriccion periférica y de organos abdominales en respuesta a la
hipoxemia fetal. De esta manera, se protegen y conservan funciones vitales, favoreciendo
el flujo sanguineo a glandulas adrenales, corazén y cerebro (Cafici, 2003c; Gagnon,
2006). Existen evidencias de que el efecto preservador del flujo cerebral es un mecanismo
protector de inicio temprano, que al prolongarse precede a la aparicion de la
desaceleracion del crecimiento fetal (Cafici, 2003c; Gagnon, 2006; Gluckman et al,
2008).

Mediante las mediciones ecogréaficas del grupo RCIU se observa una disminucion de la
CA'y una modificacion de las relaciones corporales, como es C/H, dando un crecimiento
asimétrico de estos fetos, hallazgo descrito con anterioridad para la especie por Turner y
Trudinger (2009). EI menor crecimiento abdominal de los fetos RCIU, esta explicado
principalmente por un menor desarrollo del higado fetal y sistema gastrointestinal, menor
reserva del depdsito adiposo, lo que ha sido descrito en la literatura tanto en modelos
animales como en fetos humanos (Cafici, 2003a, Larciprete et al, 2005; Morales-Rossell6
y Ledn-Mendoza, 2005; Turner y Trudinger, 2009). Lo anterior se explica porque las
anomalias hemodindmicas umbilicales (aumento en S/D, IR e IP) ocurridas durante el
periodo post implantacion del AA, se asocian con un impacto negativo sobre la irrigacion
de las arterias mesentéricas, asi como de los sinusoides hepaticos (Cafici, 2003c; Turan
et al, 2013), determinando un reduccidn de nutrientes y oxigeno. Ahora bien, la literatura
describe qué afecciones en la mitad de la gestacion afectan principalmente el crecimiento
hipertrofico (por sobre la mitosis) de los érganos fetales, hecho que explicaria resultados
descritos para los 6rganos fetales del grupo RCIU. Es probable que el compromiso tardio
de LF sea porque el crecimiento de este y otros huesos largos se encuentra en un periodo
avanzado y por tanto, sus células sean menos sensibles a alterar su ciclo (Proctor et al,
2010).

La placenta tiene cometidos fisioldgicos tales como: intercambio de gases, transporte de
nutrientes, secrecién hormonal, funcion excretora, funcion de higado transitorio y funcion
inmunoldgica (Lager y Powell, 2012). Por lo tanto, disfunciones o incompetencias
placentarias inducen una carencia funcional multi-organica en el feto, estableciéndose
alteraciones que afectan la fisiologia fetal (Baker et al, 2004; Abe et al, 2013; Boldrini et
al, 2013).
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Estudios clinicos en humanos asi como en modelos en ovino, murino y caviomorfo de
RCIU por compromiso Utero-placentario (UP), reportan una disminucion significativa de
la superficie capilar placentaria, asi como del volumen total de la placenta (Schroder,
2003; Aronow et al, 2013). Estos resultados son consistentes con nuestros hallazgos, en
donde una superficie vascular placentaria disminuida podria aumentar los indices de
resistencia umbilical, reducir el crecimiento fetal y establecer disfuncion umbilical. La
razén F/P es una forma de determinar el grado de suficiencia de la placenta para sostener
un crecimiento 6ptimo del feto. Los valores F/P obtenidos para ambos grupos son
equivalentes a los descritos por Turner y Trudinger (2009), por lo que es posible afirmar
que las gestaciones del grupo RCIU desarrollaron un cuadro de insuficiencia placentaria
cronica. Sin embargo, a diferencia el estudio de Turner y Trudinger que present6 infartos
placentarios, las placentas del presente estudio no presentaron zonas infartadas. Futuros
estudios histo-morfoldgicos podrian determinar los efectos estructurales placentarios de

este modelo.
Reactividad Vascular Umbilical

Para el grupo Control, la curva sigmoidea generada para la contraccion dependiente de
voltaje en presencia de KCI describe valores ligeramente superiores de Kmax respecto de
arterias umbilicales de fetos humanos considerados normales (Krause et al, 2012; Krause
et al, 2013). La significativa reduccion de fuerza contractil del grupo RCIU a
concentraciones ascendentes de KCI, es un escenario ya descrito para las arterias
umbilicales de fetos humanos con la misma condicién (Krause et al, 2013). Unos de los
potenciales mecanismos detras de esta alteracion se relacionan con los canales de Kv
sensibles a Oz (02KvV), esenciales para la funcion celular endotelial vascular normal,
incluyendo la liberacion del EDHF que modula localmente el tono del mdsculo liso,
siendo clave en la relajacion normal a agonistas. Los ROS regulan la funcién de los o.Kv
y su aumento exacerbado contribuye al desarrollo de patologias cardiovasculares.
La literatura describe que inducciones cronicas de ROS perturban la reactividad vascular
de vasos umbilicales aislados (Wareing y Greenwood, 2011, Herrera et al, 2014) tal y
como ha sido informado en la presente memoria de titulo. La respuesta vasodilatadora
dependiente de musculo fue evaluada mediante el uso de SNP, un donante de NO, que
activa de manera directa la guanilato ciclasa soluble presente en musculo liso, resultando
en una mayor concentracion de cGMP intracelular, que relaja al muasculo liso umbilical
(Lovren y Triggle, 2000; Wanstall et al, 2005; Leung et al, 2006).
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En la presente memoria, tanto el Rmax como el pD2 obtenidos para el grupo Control y
RCIU son sustancialmente superiores a lo descrito por Leung et al (2006) para arterias
umbilicales de fetos humanos a término, ya que estos Gltimos poseen una baja sensibilidad
a vasodilatadores, en especial los que actdan en la via NO, con el fin de prevenir perdidas

criticas de sangre del feto durante el parto (Leung et al, 2006).

La explicacion al incremento de la pD2 umbilical a SNP en el grupo RCIU, se sustenta
en que el aumento de la concentracion de NO en la capa muscular lisa vascular, producto
del incremento de la NOS inducible (iNOS) en condiciones patologicas, modifica
positivamente la respuesta de canales Kv y Kca quienes aportan un mecanismo efector
complementario al de cGMP, lo que explicaria la fuerte caida en la pendiente de la curva
agonista-respuesta (Lovren y Triggle, 2000; Wanstall et al, 2005; Koumallos et al, 2014).
Otra explicacién descrita por la literatura, pero que no fue evaluada en esta memoria de
titulo, se relaciona con los mecanismos celulares subyacentes a contraccion/relajacion
miogénica, que incluyen cambios en el transporte intracelular de calcio. Por ejemplo, a
través de los canales de calcio de tipo L y canales de TRPC6 de las células musculares
lisas vasculares, asi como un variaciones en la sensibilidad al calcio de la maquinaria
contractil a través de la activacion de la Proteina quinasa C, MAP quinasas, y / 0 la via
RhoA-Rho-quinasa (Hampl y Jakoubek, 2009; Yao et al, 2010).

La respuesta vasodilatadora dependiente de endotelio fue medida a través de INS,
la cual desempefia un papel importante en la regulacion de la actividad vasomotora
(Muniyappa et al, 2007; Szijarto et al, 2014). La accion vasodilatadora se atribuye
principalmente a la liberacion de NO, la via de sefializacién de INS en el endotelio
vascular regula la NO-sintasa endotelial (eNOS) empleando un mecanismo dependiente
de la fosforilacion, a través de los receptores de INS y posterior activaciéon de la via
fosfatidilinositol 3-quinasa / Akt (Muniyappa et al, 2007). Al igual que en los agentes
vasoactivas previos, %Rmax del grupo Control es superior al de fetos humanos descritos
en la literatura (Krause et al, 2013). En cuanto a la respuesta encontrada en los fetos
RCIU, la capacidad de relajacién INS-dependiente fue mermada respecto de fetos
Control, resultados comparables a estudios en fetos humanos clasificados clinicamente

como restrictos (Krause et al, 2012), quienes mostraron disfuncion endotelial.
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La disfuncion endotelial es un estado patologico del endotelio, que se caracteriza por un
desequilibrio entre los factores relajantes derivados del endotelio por ejemplo: NO y la
prostaciclina y factores constrictores derivados del endotelio por ejemplo, tromboxano
A2 (TXA2), prostaglandina H2 (PGH2) y endotelina-1 (Daiber et al, 2014).
Una caracteristica distintiva de la disfuncion endotelial es una reduccion de la
biodisponibilidad de NO, que puede ser causada por una expresion reducida de la eNOS,
disminuida activacion y desacoplamiento de la eNOS, o inactivacién de NO por anion
superdxido (Daiber et al, 2014).

El uso de inhibidores en el grupo Control, tales como BEC, que interrumpe la degradacion
de la L-arginina a urea y L-ornitina por parte de la arginasa en la via de formacion de NO
y LNAME, un blogueador especifico de la eNOS, permite comprender el aporte relativo
de ambas enzimas en la funcion vasodilatadora dependiente de NO en sujetos normales.
La mejora en la respuesta vasodilatadora mediada por INS en arterias umbilicales pre
incubadas con BEC, ya habia sido reportada por Krause et al (2013) para fetos humanos
normales, lo cual coincide con nuestro reporte tanto para sujetos Control como RCIU,
con la diferencia que %Rmax obtenido para Cavia porcellus es superior. En condiciones
fisiopatologicas, se ha demostrado la activacion de arginasa en vasos umbilicales de
neonatos humanos RCIU (Chandra et al, 2012; Krause et al, 2012). Ademas se ha
reportado que ROS como por ejemplo H202 incrementan la actividad de arginasa en las
células endoteliales a través de la ruta de la quinasa RhoA / Rho (Chandra et al, 2012),
situaciones que podrian relacionarse al aumento de la pD2 para BEC en el grupo RCIU,
en que prevalece posiblemente alguna isoforma de arginasa de la que BEC es més avida.

Alavez, larespuesta frente a LNAME presentd una radical caida respecto de la condicién
basal, 1o que sugiere fuertemente que el NO es el principal vasodilatador de la arteria
umbilical para los fetos de cobayo. Esto ha sido descrito para el territorio feto-placentario
de distintas especies (Hampl y Jakoubek, 2009; Krause et al, 2013; Dyson et al, 2014;
Herrera et al, 2014). La fuerte respuesta contractil (y casi nula vaso relajacion) en
presencia de L-NAME en el grupo RCIU refuerza la idea que la formacion de NO
mediada por eNOS, es de radical importancia en la respuesta endotelial umbilical, y por
lo tanto, una disminucion de eNOS o sus sustratos claramente estd participando en la
disfuncion endotelial umbilical pesquisada en los cobayos RCIU de esta memoria de

titulo.
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La exposicion de las arterias umbilicales de animales Control a SIN-1 -un pro oxidante-
demuestra la importancia que tiene el adecuado balance oxidativo en la funcién
vasodilatadora. La casi nula respuesta vasodilatadora en este grupo se debe
probablemente a la neutralizacion del NO y el desacoplamiento de la eNOS, estado en
que la eNOS reduce el O en lugar de transferir electrones a L-arginina, produciendo O»-
y H202, un proceso aun mas perjudicial que la inhibicion de la eNOS, puesto que su
desacoplamiento cambiard la enzima desde una fuente de NO a una de anidn superoxido.
Esta modificacion lleva la eNOS de un fenotipo protector/beneficioso a uno
perjudicial/toxico. Ambos mecanismos derivan en una limitada biodisponibilidad de NO
y a un aumento progresivo del EOx (Al-Gubory et al, 2010; Davis et al, 2010; Daiber et
al, 2014; Montezano y Touyz et al, 2014).

A diferencia, el antioxidante NAC en las arterias umbilicales Control mejora la respuesta
vasodilatadora respecto de la condicion basal, el mecanismo subyacente se basaria en que
este farmaco es un precursor directo en la sintesis de GSH (glutation) intracelular y actla
como un neutralizador directo de radicales libres como OH~, H20.y O,--, favoreciendo
la funcion endotelial y la biodisponibilidad de NO. Sorprendentemente, NAC no mejord
la funcién vasodilatadora dependiente de endotelio, probablemente por una marcada
disfuncion endotelial que el antioxidante no es capaz de rescatar. Es posible que en una
gestacion RCIU de término, los dafios celulares vasculares hayan comprometido
mecanismos que no son revertidos por la neutralizacion de ROS. Sin embargo, esto no
descarta el uso de antioxidantes en gestaciones mas tempranas, cuando el dafio no esté
tan avanzado.

Futuros estudios debieran focalizarse en el desarrollo de la disfuncion endotelial a lo largo
de la gestacion y posibles ventanas terapéuticas con antioxidantes. Se ha asociado con
ROS, la progresion acelerada de ciertas enfermedades. Sin embargo, estudios
epidemioldgicos sugieren fuertemente que los antioxidantes, en concentraciones
adecuadas, puede disminuir la incidencia de algunas condiciones patoldgicas (Guvendag
et al, 2013; Daiber et al, 2014). Sin embargo, una de los grandes retos de este campo, es
la comprension parcial de la farmacodinamia funcional de agentes antioxidantes en la
biologia animal y su respectivo ajuste clinico. Finalmente, esta memoria ha aportado
nuevos conocimientos a un area de la biomedicina que aun tiene muchas preguntas por
responder y que sin duda este modelo ayudara para aclarar los mecanismos determinantes
de la RCIU.
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CONCLUSIONES

1. Esta memoria de titulo ha permitido la caracterizacién de un novedoso modelo de
RCIU, que ayudaria a estudiar de mejor forma los efectos cardiovasculares que
sufren individuos gestados bajo condiciones de compromiso de la perfusion Utero-

placentaria.

2. Segun este estudio, el aumento de los indices del eco-Doppler umbilical
demuestra ser un signo clinico temprano para diagnosticar una gestacion anormal

y de riesgo para la salud feto-neonatal del cobayo.

3. Las curvas de biometria fetal confirman ser de gran utilidad para este modelo, al
estimar alteraciones del crecimiento de 6rganos fetales y predecir el peso del
recién nacido, sustentada por una alta correlacion entre las variables biométricas

y la edad gestacional.

4. En particular, este modelo RCIU tiene una marcada disfuncién endotelial
umbilical, con una menor vasodilatacién dependiente de endotelio, que mejora

mediante la inhibicion de arginasas, pero no a la exposicion del anti oxidante.

5. Este modelo de cobayo es un paradigma de RCIU, que una vez implementado,
permitiria a otros estudios indagar en los mecanismos y potenciales terapias para

esta condicion que afecta tanto a humanos como otras especies animales.
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ANEXOS

Gestacidn Normal

ESTIMACION DE ROS
{Unidad Arbitraria)

Edad Gestacional (%)

Maodificado de: HERRERA, ot o, Frontiers Fharmacol. 5:148, 2004,
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