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RESUMEN

En la produccién ovina, la obtencion de mellizos es una estrategia clave para mejorar la
productividad predial. Sin embargo, los corderos mellizos nacen con menor peso que las
crias gestadas individualmente, lo cual esta asociado a mayor mortalidad perinatal, y en
consecuencia se podria afectar negativamente la rentabilidad del sistema productivo.
El desarrollo intrauterino de las crias depende principalmente de su potencial genético y de
la disponibilidad de nutrientes y oxigeno. La transferencia de nutrientes y gases entre los
compartimentos materno-fetal responde al flujo sanguineo utero-placentario y a la
capacidad (suficiencia) placentaria, por lo que la subnutricion materna y la insuficiencia
placentaria pueden perjudicar el desarrollo de las crias al comprometerse el influjo de

nutrientes y/o oxigeno.

Este estudio se realiz6 utilizando 64 ovejas de la raza Corriedale, categorizadas por
gestacién (Unica o mellicera). Las ovejas fueron sometidas a dos planos nutricionales desde
el dia 30 hasta el término de la gestacion; uno cubre el ~70% y otro el ~100% de los
requerimientos energético-proteicos de la oveja gestante. Ademas se evaluo6 el peso y la
condicion corporal de las ovejas cada 30 dias. A los 100 y 140 dias de gestacion se
realizaron cesareas y se tomaron muestras sanguineas desde la vena umbilical de cada feto,
para evaluar variables asociadas a la oxigenacion fetal (PO, PCO,, saturacion de
hemoglobina con oxigeno, hematocrito y pH) y de la morfometria fetal (longitud cabeza-
cola, perimetro toraxico, largo de mano y largo de pata). Adicionalmente, a los 140 dias de
gestacion se evaluo el peso y la morfologia placentaria. Los resultados se analizaron
mediante analisis de varianza (ANOVA), donde los factores fijos fueron el nimero de fetos
en gestacion (Unico o mellizos) y el plano nutricional (~70 6 ~100% de los requerimientos
establecidos por el National Research Council, NRC), seguido del test post-hoc de Duncan
para deteccion de diferencias entre grupos. Se consideraron diferencias significativas
cuando p<0,05. A los 100 dias de gestacion, no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las variables estudiadas. A los 140 dias de
gestacion el peso de las ovejas alimentadas con dieta control (~100% NRC) fueron mayores
que el de las ovejas alimentadas con dieta de restriccion (~70% NRC). Las ovejas del grupo
control gestacion unica (CU) presentaron la mayor condicion corporal al compararse con
11



los demas grupos. Las ovejas de gestacion mellicera presentaron mayores valores de peso
placentario total por oveja y mayor numero de placentomas por oveja que las de gestacion
unica. Las ovejas de gestacion Unica presentaron mayores valores de peso placentario total
por feto y mayor numero de placentomas por feto que las de gestacion mellicera. Los tipos
de placentomas predominantes en todos los grupos fueron los de tipo A y B, presentandose
en menor proporcion los C y D. Las concentraciones de oxigeno fetal fueron mayores en el
grupo dieta control gestacion unica (CU) en comparacion con los demas grupos
experimentales. Ademas, se evidencié una correlacion positiva, moderada (r=0.459) y
estadisticamente significativa (p=0.013) entre la PO2 de la vena umbilical y peso fetal a los
140 dias de gestacion. Los fetos gestados individualmente presentaron mayor peso que los

obtenidos por gestacion mellicera.

Palabras claves: Hipoxemia, hipoxia, subnutricion materna, insuficiencia placentaria,

restriccion del crecimiento intrauterino, gestacion mellicera, ovinos.
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ABSTRACT

In sheep production, obtaining twins is a key strategy to improve farm productivity.
However, twin lambs are born lighter and smaller than singletons, which is associated with
higher perinatal mortality, therefore the profitability of the productive system can be
reduced. The intrauterine development of the offspring depends mainly on their genetic
potential and the availability of nutrients and oxygen. The transfer of nutrients and gases
between the maternal-fetal compartments responds to utero-placental blood flow and
placental capacity (sufficiency), so that maternal undernourishment and placental
insufficiency can adversely affect the development of the offspring by compromising the

nutrient and/or oxygen influx.

This study was conducted on 60 corriedale bred sheep, separated by pregnancy rank
(singleton or twin bearing). The sheep in this study underwent two nutritional plans from
day 30 until the end of gestation, one that covered ~70% and another ~ 100% of the
energetic-protein requirements of the pregnant sheep. The weight and body condition score
of the sheep were evaluated every 30 days. At 100 and 140 days of gestation, caesarean
sections were performed. Blood samples were collected from the umbilical vein of each
fetus to evaluate variables associated with fetal oxygenation (PO., PCO2, hemoglobin
saturation with oxygen, hematocrit and pH). Fetal morphometric parameters were also
measured (crown-rump length, thoracic perimeter, arm and leg length). Additionally, at 140
days of gestation, an evaluation of placental weight and morphology was performed. The
results were evaluated by analysis of variance (ANOVA), where the fixed factors were the
number of fetuses in gestation (single or twins) and the nutritional level (~70 or ~100% of
the requirements established by the NRC), followed by the post-hoc Duncan test.
Significant differences were considered at p<0.05. At 100 days of gestation, no differences
were evident in any of the variables studied. At 140 days of gestation the weight of the
ewes fed with the control diet (~100% NRC) was greater than that of the ewes fed with the
restriction diet (~70% NRC). The ewes from the single gestation control group (SC) had
the highest body condition score when compared with the other groups. Twin-bearing ewes
had higher values of total placental weight per sheep and a greater number of placentomes

per sheep than those of single-gestation ewes. The single-gestation ewes had higher values

13



of total placental weight per fetus and more placentomes per fetus than twin-bearing ewes.
The predominant type of placentome in all groups were A and B, with a lower proportion
of C and D. Fetal oxygen concentrations were higher in the single gestation control group
(SC) compared to the other experimental groups. In addition, there was a positive
correlation (r = 0.459) and statistically significant (p = 0.013) between the PO obtained
from the umbilical vein and fetal weight at 140 days of gestation. All singletons were

heavier than the twins.

Key words: Hypoxemia, hypoxia, maternal undernutrition, placental insufficiency,
intrauterine growth restriction, twin pregnancy, sheep.
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1. INTRODUCCION

En los sistemas productivos ovinos se podria definir la eficiencia de produccién como el
numero y peso de corderos destetados por hembra encastada al afio. Asi, el incremento en
el tamafio de la camada se convierte en una opcion para aumentar la produccion y

consecuentemente la rentabilidad del predio.

Las gestaciones multiples son una opcion atractiva para mejorar la eficiencia de produccién
por oveja, ya que los partos de ovejas melliceras en comparacion a los partos individuales
tienen mayor peso total de camada. Sin embargo, individualmente los mellizos tienen
menor peso al nacimiento, lo que se asocia con mayores tasas de mortalidad. Ademas, los
mellizos tardan mas tiempo en alcanzar el peso comercial de venta y poseen una canal mas

liviana y magra en comparacion a los ovinos gestados individualmente.

El crecimiento fetal esta directamente relacionado con la disponibilidad de nutrientes y
oxigeno materno, asi como la habilidad de la placenta para transportar dichos compuestos
desde la circulacion materna hacia el feto. De este modo, al presentarse alteraciones en la
entrega de nutrientes u oxigeno desde la madre hacia el feto, como ocurre en la
subnutricién materna, disfuncion placentaria o en las gestaciones multiples, actuando en
conjunto o por separado, pueden afectar negativamente el crecimiento fetal y

consecuentemente el peso al nacimiento.

Debido a que, bajo condiciones climéticas extremas, como ocurre en la Patagonia Chilena,
(lugar que concentra més del 50% de la ganaderia ovina nacional), las gestaciones
acontecen durante la época de menor oferta nutricional de la pradera, desarrollandose bajo
restriccion nutricional, por lo que se abordara el impacto de la subnutricion materna vy el
posible efecto de la hipoxia sobre el crecimiento y desarrollo fetal en gestaciones

melliceras.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

La duracion promedio de la gestacion ovina es de 147 dias. Durante este periodo se
desarrolla la futura cria y su placenta. No obstante, la dinamica de crecimiento de ambas
estructuras no es sincronica, ya que el mayor desarrollo placentario ocurre antes de la etapa
de crecimiento exponencial fetal. Durante la primera mitad de la gestacion el crecimiento
fetal es lento, al final de este periodo éste tendria el 10% de su peso al nacimiento
(Gootwine et al., 2007). Sin embargo, es durante el ultimo tercio de gestacion que ocurre el
crecimiento exponencial, periodo en el cual se evidencia una ganancia diaria de peso entre
70 a 150 g/dia (Gootwine et al., 2007).

La placenta por su parte incrementa progresivamente su peso, tamafio y superficie, desde el
periodo peri-implantacion (16 a 30 dias de gestacion), alcanzando su maximo tamafio entre
los dias 75-80 (Gootwine et al., 2007). Es importante destacar que a medida que se
desarrolla la placenta, va incrementando su vascularizacién en conjunto con un aumento en
el flujo sanguineo uterino para soportar adecuadamente el proceso de crecimiento fetal
rapido (Reynolds et al., 2006).

2.1 Importancia de la placenta durante la gestacion

La implantacién del embridn en la especie ovina ocurre entre los dias 14-16 de gestacion y
se completa alrededor de los 22 dias, iniciandose el proceso de placentacion, que involucra
el crecimiento y desarrollo placentario, resultando en la maduracion de las unidades
funcionales llamadas placentomas (Zhang et al., 2015). Los placentomas son estructuras
que contienen los complejos utero-placentarios responsables del intercambio de gases y
micronutrientes. Cada placentoma esta compuesto por dos partes, una materna (caruncula)
y una fetal (cotiledon), las cuales crecen sincrénicamente entre el trofoblasto y el
endometrio caruncular (Reynolds et al., 2005).

El tipo de placentacién en las ovejas es cotiledonario y no invasivo, donde las carinculas
endometriales maternas son sitios de anclaje para el trofoblasto del corion fetal, formandose
entre 50 a 90 placentomas en las gestaciones individuales (Reynolds et al., 2005). Existen
dos capas en las vellosidades placentarias a través de las cuales deben atravesar los
sustratos, gases y agua presentes en la circulacion materna para llegar al feto. La primera

capa cercana a la circulacion materna estd conformada por el sinciciotrofoblasto, el cual
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constituye el epitelio de transporte de la placenta. Después de su paso por el
sinciciotrofoblasto, los sustratos deben atravesar la segunda capa celular,
el epitelio capilar fetal, que es selectivamente permeable a moléculas como aminoacidos y
glucosa, segun el tamafio de la molécula. De este modo, funcionaria como una barrera
restrictiva contra la difusion de moléculas de gran tamafio (Brett et al., 2014).

El transporte de nutrientes a traves de la placenta depende de su tamafio (peso), morfologia
(superficie de intercambio y grosor), capacidad/disponibilidad de transportadores de
nutrientes y flujo sanguineo utero-placento-fetal (Brett et al., 2014). Debido a que la
placenta es el 6rgano que transporta los nutrientes, gases respiratorios y desechos en la
interfase materno-fetal, resulta fundamental el desarrollo del lecho vascular placentario
(Reynolds et al.,, 2005) ya que, es necesaria la adecuada aproximacion de ambas
circulaciones (Reynolds et al., 2006) para realizar adecuadamente el transporte de sustratos
requeridos para el crecimiento fetal: oxigeno, glucosa, aminoacidos y acidos grasos.
Los procesos de transporte dependen de las caracteristicas de la placenta como el tamafio
placentario, morfologia, vascularidad y flujo sanguineo (Zhang et al., 2015). Respecto al
tamafo placentario, el peso es un indicador de la superficie disponible para el intercambio
de nutrientes materno-fetal. Si la placenta no alcanza un tamafio adecuado podria ponerse
en riesgo el desarrollo del feto (Brett et al., 2014). De este modo, el desarrollo vascular
placentario y el tamafio placentario juegan un papel central en el adecuado intercambio
transplacentario (Reynolds et al., 2005). Su desarrollo deficiente podria conducir a un
estado de restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR por sus sigla en inglés), causado
por subnutricion o hipoxemia fetales, derivando finalmente en una disminucion en el peso
del feto.

2.2 Efecto de las gestaciones multiples en el peso al nacimiento

Existe evidencia que el crecimiento y desarrollo fetal dependen de la compleja relacion
entre el sistema materno-utero-placentario-fetal. Desde esta perspectiva, las gestaciones
individuales tendrian mayor disponibilidad de nutrientes, flujo sanguineo y placentomas en
comparacion a gestaciones multiples (Gootwine et al., 2007). Es por esta competencia
individual relativa, que los fetos en gestaciones multiples sufriran IUGR, dependiendo del
tamafio de la camada, el cual se expresaria finalmente en menor peso individual al

nacimiento.
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Se ha evidenciado que en gestaciones multiples cada feto dispondré de una menor cantidad
relativa de placentomas. Esto, porque el nimero de placentomas disponibles por individuo
disminuye en promedio de ~70 para los fetos de gestacion individual a ~40 para mellizos
(Greenwood et al., 2000). La disminucion en el numero de placentomas por feto esta
asociada con un aumento en el tamafio promedio de éstos y un aumento en la densidad
vascular de los cotiledones (Virrenga et al., 2004). Sin embargo, a pesar de este aumento de
tamanio, las placentas de mellizos no alcanzarian la masa total de los placentomas presentes
en gestaciones individuales (Gootwine et al., 2007). Es de este modo que, las caracteristicas
placentarias de los fetos de gestaciones multiples, podrian significar una entrega deficiente
de nutrientes (subnutricién) y oxigeno (hipoxemia) para los fetos en desarrollo, derivando
en una disminucion del peso al nacimiento al compararlos con fetos provenientes de
gestaciones individuales. Se ha evidenciado que, como resultado de gestaciones multiples,
cada feto tendrd un menor peso al nacimiento en comparacién a un feto de gestacion
individual, ya que, los pesos promedio al nacimiento de corderos mellizos, trillizos y
cuatrillizos corresponden respectivamente al 83%; 70% y 63% del peso de un feto gestado
individualmente (Gootwine, 2005). No obstante, las gestaciones multiples significan un
mayor peso total de camada, el cual corresponde, en el caso de los mellizos ovinos a 1,6
veces el peso de un cordero gestado individualmente (Freetly y Leymaster, 2004).

En vista de lo anterior y desde un punto de vista productivo, resulta atractivo obtener
gestaciones mdltiples. Sin embargo, bajo condiciones de crianza en climas extremos (como
ocurre en la Patagonia Chilena), la disminucion del peso al nacimiento reduce la
posibilidad de sobrevivencia de los mellizos (Claro, 1978). En las especies ganaderas, las
crias nacidas con el peso promedio de la especie, o algo superior, presentan un incremento
en la probabilidad de sobrevivir al compararse con las crias nacidas bajo el peso promedio
(Vonnahme et al., 2012). Como consecuencia, al obtener fetos con menor peso/tamario al
nacimiento se estaria poniendo en riesgo su sobrevida y finalmente, su comercializacion.
Es importante sefialar que la disminucion en el peso al nacimiento de corderos provenientes
de gestaciones multiples esta asociada con un menor peso muscular al ser comparado con

fetos provenientes de gestacion individual (McCoard et al., 1997).
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2.3 Subnutricion materna

Las gestaciones invernales en sistemas basados en el pastoreo, como ocurre en Magallanes,
se desarrollan con baja oferta nutricional de las pasturas, en relacién a las demandas
energéticas y/o proteicas de la madre y su feto (Dunlap et al., 2015). Lo anterior significa
una seria limitante, puesto que la restriccion alimentaria durante la gestacion ovina, resulta
en disminuciones en el tamafio placentario, peso de los fetos y/o desarrollo vascular
placentario (Clarke et al., 1998; Arnold et al., 2001), dependiendo del periodo gestacional
en que ocurre. En efecto, la subnutricion materna puede llevar a IUGR, la cual se
caracteriza en que el feto no alcanza el crecimiento de acuerdo con su potencial genético
(Brett et al., 2014), ya sea como consecuencia directa de la menor transferencia de
nutrientes de la madre al feto, de hipoxia, o de ambas, dado el menor desarrollo placentario

asociado a la subnutricidon materna.

En vista de lo anteriormente expuesto, el presente estudio propone que en las gestaciones
melliceras habria una mayor demanda de nutrientes y oxigeno en comparacion a una
gestacion individual, lo que, sumado a la restriccion nutricional materna ocurrida durante la
gestacion, debido a la alimentacion con pasturas de baja calidad nutricional en Magallanes,
afectarian negativamente el crecimiento y desarrollo embrio-fetal. Esto podria ocurrir por
dos causas principales: la primera seria al comprometerse el desarrollo placentario, con la
correspondiente disminucion en el intercambio materno-fetal de nutrientes, gases (oxigeno
principalmente) y metabolitos que utilizara el concepto durante su gestacion. La segunda
seria el efecto de la gestacion multiple, al desarrollarse una competencia nutricional relativa
entre los animales en desarrollo. Ambas situaciones, en forma individual o en asociacion,
Ilevarian a la restriccidn del crecimiento intrauterino, dando como resultado, menores pesos

al nacimiento.
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3. OBJETIVO GENERAL

Establecer el posible rol de la hipoxia en la restriccion del crecimiento fetal en ovinos por

gestaciones de mellizos y/o restriccion nutricional durante la gestacion en ovejas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar la posible presencia de hipoxia fetal en prefieces de mellizos.
2. Establecer el rol de la hipoxia en prefieces ovinas desarrolladas bajo subnutricién.

3. Relacionar la hipoxia fetal y la subnutricion materna con la restriccion del crecimiento

intrauterino.

4. MATERIALES Y METODOS

Los protocolos y actividades propuestas en esta seccién se realizaron en la unidad de
investigacion ovina del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro Regional
de Investigacion (CRI) Kampenaike, en la region de Magallanes, Chile (Lat 52° 36"; Lon
70° 56").

Los animales considerados para este estudio fueron hembras ovinas de la raza Corriedale de
entre 4 a 6 afos. Durante la temporada reproductiva normal se seleccionaron desde el
rebafio comercial un grupo de 64 ovejas con pesos y condicién corporal similar (2,5-3), en
la escala 1-5 descrita por Jefferies (1961). Su alimentacion fue exclusivamente a pastoreo.
Las pasturas empleadas se caracterizan por tener entre ~4-6% de proteina cruda (PC) y
~2,3 Mcal de energia metabolizable (EM) por kilogramo de materia seca. Se estima que la
digestibilidad de la pradera debiera presentar valores de ~41-46%, pues la composicion de
la misma no ha variado respecto de la descrita previamente por Wernli et al. (1977). En la
mitad de la temporada reproductiva, se indujo sincronizacién estral y superovulacion en
todas las ovejas. Esto se logro mediante la administracion de una dosis intramuscular de un
analogo de prostaglandina F2a (PGF2a) (125 pg cloprostenol, Estrumate®: ICI,
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Macclesfield, U.K.) para inducir la lutedlisis de los posibles cuerpos liteos presentes en ese
momento, seguido por la instalacion de un dispositivo intravaginal con 0,3 g de
progesterona (Eazi-breed™ CIDR® G, Pfizer Animal Health; New Zealand), el cual se
mantuvo puesto durante 11 dias para inducir y simular el periodo diestral. Posterior a la
remocion de dicho dispositivo (Dia 0), cada oveja recibi6é una inyeccion intramuscular con
400 Ul de gonadotrofina corionica equina (eCG) (Novormon 5000®, Syntex, Argentina)

(Saevre et al., 2010) para inducir la ovulacion multiple.

Las hembras ovinas fueron encastadas mediante monta natural, utilizando 4 carneros de la
raza Corriedale, de fertilidad probada, a los que se les pint6 diariamente el pecho con una
mezcla de aceite de comer y tierra de color, para marcar a las hembras montadas. El
periodo de encaste fue de 4 dias y el color de la pintura se cambié diariamente para tener
certeza del dia de monta y el posible dia de inicio de la gestacion.

Veintiocho dias después de las montas, las ovejas fueron ecografiadas para evaluar nUmero
de embriones contenidos en el Utero (Gnico = U y mellizo = M). Los animales se ubicaron
en potreros distintos segun el plano nutricional al que fueron sometidos. La mitad de los
animales fueron considerados como grupo de restriccion nutricional, ya sea de gestacion
Unica o gestacion mellicera (RU: n=16 y RM: n=16), pues su alimentacion fue solo con
pradera natural, cubriendo ~70% del requerimiento (NRC, 1985). La otra mitad de los
animales se consider6 como grupo control para cada condicién gestacional
(CU: n=16 y CM: n=16), los cuales se mantuvieron en base a la pradera natural con la
adicion diaria de una suplementacion energético-proteico (Cosetan: 17% Proteina Cruda y
3,2 Mcal/Kg, lansa) a modo de cubrir ~100% del requerimiento nutricional (NRC, 1985).
El régimen alimentario experimental para cada grupo fue aplicado desde el dia 28 de
gestacion, tras la evaluacion ecografica, hasta el final del experimento. Cada 30 dias se
evalué el peso corporal y la condicion corporal de las ovejas, a modo de ajustar la cantidad

de suplemento alimentario en la medida que avanzo la gestacion.

El nimero de animales por grupo se estimO sobre la base de la variabilidad del peso

corporal al nacimiento y considerando un poder estadistico del 95% y 0=0.05 (Freitas de

Melo et al., 2015).
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A los dias 100 y 140 de gestacion, se anestesio a la mitad de los animales de cada grupo
(control y restringidos) segun tiempo de gestacion; CU=8, CM=8, RU=8 y RM=8 mediante
una inyeccion intravenosa de ketamina (20 mg/kg de peso corporal).
Posteriormente, se realizd una laparotomia ventro-medial y luego una histerotomia para
acceder al feto. Tras la histerotomia se aislo el cordon umbilical para la obtencion de
muestras de sangre desde la arteria y vena umbilicales (1 mL) con jeringas heparinizadas
para la medicién de variables asociadas con el estado de oxigenacion (PO, PCO.,
saturacion de hemoglobina con oxigeno, hematocrito y pH), utilizando un analizador de
gases IL Synthesis 25 (Instrumentation Laboratory, Lexington, Massachusetts, USA),

ajustado a la temperatura corporal ovina.

Posterior a ello, se extrajo el(los) feto(s) para ser eutanasiados por sobredosis de tiopental
sodico, luego se secaron, pesaron, midieron y sexaron. En las ovejas de 100 dias de
gestacion, se realizd una histerorrafia, seguida de la sutura de la pared abdominal.
Finalizada la cirugia, se administraron antibidticos y analgésicos, supervisandose por un

periodo de recuperacion de 3 dias. Luego de ello, fueron reincorporadas al rebafio general.

Las ovejas de 140 dias de gestacion fueron sometidas a eutanasia materna y posterior a ello,
se removid el Gtero y placenta para la diseccion de sus placentomas, los cuales fueron
clasificados morfoldgicamente en tipos A, B, C y D, de acuerdo con el criterio descrito por
Vatnick et al. (1991). Se obtuvo el peso de cada placentoma y se registrd segln su

clasificacion.

4.1 Andlisis Estadistico

Los datos obtenidos para las variables estudiadas (gases sanguineos fetales, pesos y
medidas fetales al nacimiento, peso de la placenta y nimero de placentomas totales y por
tipo) fueron analizados para verificar su ajuste a una distribucion normal. De acuerdo con el
resultado de esta prueba se realizaron comparaciones mediante pruebas parametricas
(ANOVA vy test de Duncan), utilizando el software estadistico SPSS (IBM Corp, 2013).
Las comparaciones realizadas en cada edad gestacional incluyeron dos factores cruzados:
el tipo de gestacion segun el numero de conceptos (individual y mellizos) y el nivel

nutricional (~100% o ~70% NRC), asi como la interaccion entre ambos factores.
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Para relacionar la presion parcial de oxigeno de la sangre fetal con la posible restriccion de
crecimiento intrauterino, se realizé un andlisis de regresion lineal, considerando como
variable independiente la PO, fetal y como variable dependiente el peso fetal a los 140 dias

de edad gestacional.

Se consider6 una probabilidad de p<0,05 para que dichos resultados fuesen
estadisticamente significativos, los cuales se expresaron como medias + error estandar de la

media.
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5. RESULTADOS
5.1 Variables maternas

El peso de las ovejas durante el periodo experimental se presenta en la Figura 1A. En el
primer periodo se observé un incremento de peso en todas las ovejas, tendencia que se
mantuvo en los grupos control. Sin embargo, en los grupos restringidos el peso continuo sin
cambios hasta el final de la gestacion, lo que resulto en un peso significativamente menor al
de las ovejas control en el dia 140 (p<0,05). En la figura 1B, se presenta el curso de la
condicion corporal (CC) de las ovejas. En los grupos restringidos, la CC presentd una
tendencia a una leve disminucion hasta el final de la gestacion. Contrariamente, la CC de
los grupos control incrementé durante el primer periodo, para luego presentarse sin
variaciones, siendo significativamente mayores en los Gltimos tres puntos muestrales (dia

77 de la gestacion en adelante).
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Figura N°1: Peso (A) y condicion corporal (B) de las ovejas a lo largo de la gestacion.
Asterisco (*) indica diferencia significativa entre grupos suplementados y restringidos en el

mismo tiempo muestral. 8 indica diferencia significativa entre grupos suplementados y
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restringidos en el mismo tiempo muestral, pero RM y CM son iguales. & indica diferencia
significativa entre grupos suplementados y restringidos en el mismo tiempo muestral y CU

también presenta diferencia con CM (p < 0,05).

En la Figura N°2 se puede observar la diferencia porcentual en los valores promedio del
peso y la condicién corporal de las ovejas a los 140 dias de gestacion de los grupos CM,
RU y RM, respecto del grupo CU (linea base, 0%). El peso de las ovejas del grupo CM fue

similar al CU, pero ambos grupos restringidos fueron significativamente mas livianas (RU
15,98% y RM 13,99%). La condicion corporal de los grupos CM, RM y RU fueron
30,22%, 46,04% y 50,72% menores. Mayor detalle en Anexo N°6 (Tabla N°9).

T=T 7 W %

70 Lé é Z 77zl CM
. M EE
3 % % 77 RM
-40- é

Peso oveja CC oveja

Figura N°2: Diferencia porcentual en los valores promedio en variables maternas en los

grupos CM, RU y RM respecto del grupo CU a los 140 dias. Asterisco (*) significa

estadisticamente significativo (p <0,05).
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5.2 Variables placentarias

En la Figura N°3 se puede observar que el peso placentario total por oveja fue
significativamente mayor en los grupos de hembras que gestaron mellizos (CM y RM)
(p<0,05), respecto a las de gestacion unica. No se observaron diferencias significativas
entre los grupos de dieta control o restringida para cada tipo de gestacion, es decir entre CU
y RU, como tampoco entre CM y RM. Para mayor detalle ver Anexo N°4 (Tabla N°5).
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Figura N°3: Peso placentario total por oveja. Distintas letras representan diferencias

significativas entre los grupos de estudio (p < 0,05).

En la Figura N°4 se puede observar que el nimero de placentomas por oveja fue
significativamente mayor en los grupos de hembras que gestaron mellizos (CM y RM) y en
las hembras de gestacién Unica dieta control (CU) (p<0,05). Ademas, comparando el plano
alimentario (C y R) e igual tipo de gestacion (U o M), se evidenci6 diferencia entre grupos
de gestacion unica, es decir CU y RU (p<0,05), pero no hubo diferencia entre las ovejas de

gestacion mellicera (CM y RM) (p<0,05). Para mayor detalle ver Anexo N°4 (Tabla N°5).
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Figura N°4: Numero de placentomas por oveja. Distintas letras representan diferencias

entre grupos de estudio (p < 0,05).
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En la Figura N°5 se puede observar que el peso placentario total por feto fue
significativamente mayor en los grupos hembras de gestacion individual (CU y RU) y
también en las de gestacion mellicera dieta control (CM) (p<0,05). Ademas, se evidencio
una diferencia significativa en las ovejas del grupo restringido para cada tipo de gestacion,
es decir entre RU y RM (p<0,05). Para mayor detalle ver Anexo N°4 (Tabla N°5).
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Figura N°5: Peso placentario total por feto. Distintas letras representan diferencias entre

grupos de estudio (p < 0,05).

En la Figura N°6 se puede observar que el numero de placentomas por feto fue
significativamente mayor en los grupos de hembras de gestacion individual (CU y RU), al
compararlos con los grupos de gestacion mellicera (CM y RM) (p<0,05). Ademas, las
ovejas del grupo RU presentaron valores significativamente menores que las ovejas CU
(p<0,05). No se observaron diferencias significativas entre los grupos de gestacion
mellicera, para ambos planos nutricionales (CM y RM). Para mayor detalle ver Anexo N°4
(Tabla N°5).
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Figura N°6: Numero de placentomas por feto, distintas letras representan diferencias entre
grupos de estudio (p < 0,05).
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La proporcion de placentomas por tipo (A, B, C o D) respecto del total de placentomas por
cada feto se representa en la Figura N° 7. Se puede observar que las gestaciones melliceras
presentaron similar proporcion de placentomas tipo B y C, independiente del plano
nutricional: Tanto la dieta control como la de restriccion, a pesar del numero de crias,
presentan respectivamente (CU con CM y RU con RM) una proporcion similar de
placentomas tipo A. El grupo RU presenta la mayor proporcién de placentomas tipo Ay B,
mientras que presenta la menor de placentomas tipo C y D. Las ovejas del grupo CU
presentaron la mayor proporcién de placentomas tipo D. No se evidencid diferencia

estadistica en ningun caso (p < 0,05).
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Figura N°7: Proporcion de placentomas segun tipo (A, B, C o D).
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En la Figura N°8 se pueden observar la diferencias porcentuales en los valores promedio
del peso placentario por oveja, peso placentario por feto, nimero de placentomas por oveja
y nimero de placentomas por feto a los 140 dias de gestacion en los grupos CM, RU y RM,
respecto del grupo CU (linea base, 0%). En las ovejas del grupo CM, el peso placentario
total por oveja fue 57% mayor y el nmero de placentomas por feto 41,7% menor (p<0,05).
No obstante, el peso placentario por feto y el nimero total de placentomas por oveja no
presentaron diferencias. Las ovejas del grupo RU no presentaron diferencias significativas
en el peso placentario total por oveja ni en el peso placentario por feto. Sin embargo, el
namero total de placentomas por oveja, y por tanto el namero de placentomas por feto,
fueron 17,9% menores (p<0,05). En las ovejas del grupo RM, el numero total de
placentomas por oveja no presentd diferencias. El peso placentario total por oveja fue
36,85% mayor Yy el peso placentario por feto con nimero de placentomas por feto fueron
31,58% y 41,67% respectivamente menores (p<0,05). Mayor detalle en Anexo N°6 (Tabla
N°9).
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Figura N°8: Diferencia (%) de valores promedio en variables placentarias en los grupos

CM, RU y RM respecto del grupo CU a los 140 dias. Asterisco (*) significa

estadisticamente significativo (p<0,05). ““variables sin barra indican diferencia <1%.
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5.3 Variables gasométrico-sanguineas

En la Figura N°9 se puede observar que la PO umbilical venosaa los 100 dias de gestacion
no presentd diferencias significativas en ninguno de los grupos (p<0,05). Sin embargo, a los
140 dias esta fue significativamente mayor en el grupo de hembras de gestacion individual
dieta control (CU) en relacion a los grupos de ovejas melliceras (CM y RM), asi como

también, a ovejas de gestacion Unica dieta de restriccion (RU) (p<0,05). Para mayor detalle
ver Anexo N°4 (Tablas N°4 y N°6).
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Figura N°9: Presion de oxigeno (PO2) en la vena umbilical a los 100 y 140 dias. Distintas
letras representan diferencias dentro de cada edad gestacional (p < 0,05).

La saturacion de la hemoglobina por oxigeno (SAT O) de la sangre umbilical venosa se
presenta en la Figura N°10. Se puede observar a los 100 dias de gestacion la SAT Oz no
presento diferencias significativas en ninguno de los grupos (p<0,05). Sin embargo, a los
140 dias fue significativamente mayor en el grupo de hembras de gestacion individual dieta
control (CU) en relacién los grupos de ovejas melliceras (CM y RM), asi como también, a

ovejas de gestacion Unica dieta de restriccion (RU) (p<0,05). Mayor detalle en Anexo N°4
(Tablas N°4 y N°6).
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Figura N°10: Saturacion de oxigeno (SAT Oz %) en la vena umbilical a los 100 y 140 dias.
Distintas letras representan diferencias dentro de cada edad gestacional (p < 0,05).

En la Figura N°11 se puede observar el pH en sangre (panel a), hematocrito (panel b) y
PCO:2 (panel c) proveniente de la vena umbilical a los 100 y 140 dias de gestacion, en
ovejas de gestaciones Unicas (U) y melliceras (M) sometidas a dieta de restriccion
(R=~70% NRC) o dieta control (C= ~100% NRC). Tanto a los 100 como a los 140 dias de

gestacion no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (p < 0,05).
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Figura N°11: pH de sangre (a), hematocrito (b) y PCO2 (c) proveniente de la vena

100

umbilical a los 100 y 140 dias de gestacion.
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Las diferencias porcentuales en los valores promedio de la POz, SAT Oz, PCO2, pHy VGA
a los 140 dias de gestacion respecto del grupo CU (linea base, 0%) se presentan en la
Figura N° 12. En las ovejas del grupo CM, la PO2y la SAT O resultaron 21,3% y 28,8%
respectivamente menores (p<0,05). En las ovejas del grupo RU, la PO,y la SAT O fueron
20,7% y 27,9% respectivamente menores (p<0,05). Para las ovejas del grupo RM, la PO, y
la SAT O2 resultaron 35% y 40,2% respectivamente menores (p<0,05). Sin embargo, para
las variables PCO2, pH y VGA no se evidenciaron diferencias en ningun grupo. Para mayor
detalle ver Anexo N°6 (Tabla N°10).
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Figura N°12: Diferencia porcentual de valores promedio en variables gasométrico-

sanguineas en los grupos CM, RU y RM respecto del grupo CU a los 140 dias.

Asterisco (*) significa estadisticamente significativo (p<0,05) “variables sin barra

representa diferencia <1%.
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5.4 Variables morfométricas

En la Figura N°13 se puede observar que el peso fetal a los 100 dias de gestacién no
presentO diferencias significativas en ninguno de los grupos (p<0,05). No obstante, a los
140 dias fue significativamente mayor en los grupos de hembras de gestacion individual
para cada plano nutricional, en relacion a los de gestacién mellicera, es decir, al comparar
los grupos CU con CM y los grupos RU con RM (p<0,05). Ademas, se puede observar que
existe diferencia significativa en los grupos de hembras de gestacion mellicera para cada
plano nutricional (CM y RM) (p<0,05). Para mayor detalle ver Anexo N°4 (Tablas N°4 y
N°6).
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Figura N°13: Peso fetal en kilogramos a los 100 y 140 dias de gestacion. Distintas letras
representan diferencias dentro de cada edad gestacional (p < 0,05).

La longitud cabeza-cola fetal se muestra en la Figura N°14. A los 100 dias de gestacion no
presento diferencias significativas en ninguno de los grupos (p<0,05). Por otra parte, a los
140 dias fue significativamente mayor en los grupos de hembras de gestacién individual
para cada plano nutricional (CU y RU), y también en las de gestacion mellicera con dieta
control (CM), resultando menor en el grupo de hembras melliceras con dieta de restriccién
(RM) (p<0,05). Para mayor detalle ver Anexo N°4 (Tablas N°4 y N°6).
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Figura N°14: Longitud cabeza-cola a los 100 y 140 dias de gestacion. Distintas letras
representan diferencias dentro de cada edad gestacional (p < 0,05).

En la Figura N°15 se presenta la variable largo de mano fetal. Se puede observar que el
largo de mano a los 100 dias de gestacion no presento6 diferencias significativas en ninguno
de los grupos (p<0,05). Por otro lado, a los 140 dias fue significativamente mayor en los
grupos de hembras de gestacion individual para cada plano nutricional (CU y RU), y
también en las de gestacién mellicera con dieta control (CM), resultando menor en el grupo
de hembras melliceras con dieta de restriccion (RM) (p<0,05). Para mayor detalle ver
Anexo N°4 (Tablas N°4 y N°6).
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Figura N°15: Largo de mano a los 100 y 140 dias de gestacion. Distintas letras representan
diferencias dentro de cada edad gestacional (p < 0,05).
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El largo de pata fetal se presenta en la Figura N°16, donde se puede observar a los 100 dias
de gestacion esta caracteristica no presentd diferencias significativas en ninguno de los
grupos (p<0,05). Sin embargo, a los 140 dias fue significativamente mayor en los grupos de
hembras de gestacion individual para cada plano nutricional en relacion a las gestaciones
melliceras, es decir, al comparar los grupos CU con CM vy los grupos RU con RM (p<0,05).
Ademas, no se encontraron diferencias en las gestaciones del mismo tipo y distinto plano
nutricional, es decir, al comparar CU con RU y CM con RM. Para mayor detalle ver Anexo
N°4 (Tablas N°4 y N°6).
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Figura N°16: Largo de pata a los 100 y 140 dias de gestacidn. Distintas letras representan

diferencias dentro de cada edad gestacional (p < 0,05).

Respecto del perimetro toraxico (Figura N°17), se puede observar que a los 100 dias de
gestacion no presento diferencias significativas en ninguno de los grupos (p<0,05). Por otra
parte, a los 140 dias fue significativamente mayor en los grupos de hembras de gestacion
individual dieta control (CU) (p<0,05). Adicionalmente, se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de dieta control y restringido para cada tipo de gestacion, es
decir, al comparar CU con CM y RU con RM) (p<0,05). No se encontraron diferencias en
las gestaciones del mismo tipo y distinto plano nutricional, es decir, al comparar CU con
RU y CM con RM. Para mayor detalle ver Anexo N°4 (Tablas N°4 y N°6).
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Figura N°17: Perimetro toréxico a los 100 y 140 dias de gestacion. Distintas letras
representan diferencias dentro de cada edad gestacional (p < 0,05).

En la Figura N°18 se pueden observar la diferencias porcentuales en los valores promedio
del peso fetal, longitud cabeza-cola, largo mano, largo pata y perimetro toraxico a los 140
dias de gestacion en los grupos CM, RU y RM, respecto del grupo CU (linea base, 0%). En
las ovejas del grupo CM, las variables peso fetal, largo de pata, y perimetro toraxico fueron
12,2%, 5,5%, y 5,8% respectivamente menores (p<0,05). No obstante, el largo cabeza-cola
y largo de mano no presentaron diferencias. En las ovejas del grupo RU, las caracteristicas
El peso fetal, largo de mano, largo de pata, largo cabeza-cola y perimetro toraxico no
presentan diferencias. Finalmente, las variables peso fetal, largo de mano, largo de pata,
largo cabeza-cola y perimetro toréxico en las ovejas del grupo RM, fueron 25,3%, 10,7%,
9,5%, 9%, y 10,5% respectivamente menores (p<0,05). Para mayor detalle ver Anexo N°6
(Tabla N°10).
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Figura N°18: Diferencia porcentual de valores promedio en variables morfométricas en los

grupos CM, RU y RM respecto del grupo CU a los 140 dias. Asterisco (*) significa

estadisticamente significativo (p<0,05).
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5.5 Consolidacion de resultados

En la figura N°19 se representa la correlacion lineal entre PO y peso fetal a los 140 dias de
gestacion, la cual indica que existe una correlacion positiva y moderada (r=0.459) y

estadisticamente significativa (p<0,05).
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Figura N°19: Correlacion lineal entre peso fetal y PO de la vena umbilical a los 140 dias

de gestacion.

En la tabla N°1 se presenta un resumen del anélisis de las variables estudiadas en los
grupos CM, RU y RM respecto al grupo CU a los 140 dias de gestacion, evaluando la
posible presencia de la subnutricion materna, insuficiencia placentaria, hipoxemia fetal y/o

restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR) en funcion de los resultados expuestos.

Grupo Subnutricion materna |Insuficiencia placentaria JHipoxemia [IUGR
CM NO Sl S Sl
RU Sl Sl SI NO
RM S Sl S Sl

Tabla N°1: Efectos dietarios y del numero de fetos respecto del grupo CU a los 140 dias.

Todos los grupos mostraron hipoxemia, lo cual puede atribuirse a la insuficiencia

placentaria concomitante. Sin embargo, la insuficiencia placentaria no fue suficiente para
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alterar la PCO., lo cual podria explicarse por alteraciones vasculares placentarias o por
alteraciones en el gradiente de difusion (concentracion) de O a nivel materno-placentario-
fetal, ya que el CO2 posee mayor afinidad por la hemoglobina que el oxigeno. Ademas, las
alteraciones presentes en la POz PCO» y SAT O2 no fueron suficientes para modificar
significativamente el VGA ni pH. El grupo CM a pesar de no presentar subnutricion
materna, su placenta seria menos eficiente por feto que la de CU, ya que los fetos fueron
hipoxémicos y sufrieron restriccion del crecimiento intrauterino, lo cual, es explicado en
parte por la competencia fetal relativa de las gestaciones multiples. El grupo RU a pesar de
presentar subnutricion materna e insuficiencia placentaria no evidenci6 restriccion del
crecimiento intrauterino. En consecuencia, y bajo estas condiciones experimentales, la
disminucion de la condicion corporal materna observada en el ultimo tercio de la gestacién
seria suficiente para evitar la IUGR al cubrir los requerimientos fetales durante el periodo
de crecimiento exponencial. ElI grupo RM presentd subnutricion materna, insuficiencia
placentaria, hipoxemia y restriccion del crecimiento intrauterino. Aparentemente, el
desarrollo placentario fue insuficiente para abastecer adecuadamente los requerimientos
fetales, esto pues la dieta suministrada en el primer tercio de gestacion pareciera ser
inapropiada para el correcto desarrollo placentario. Ademas, la condicion nutricional previa
de la madre y la dieta suministrada en el ultimo tercio de gestacién, fueron en conjunto,
insuficientes para evitar el desarrollo de IUGR en gestaciones melliceras. Como hallazgo
transversal, se puede sefialar que, considerando los valores de la morfometria fetal a los 100
y 140 dias se puede desprender que, independiente del plano nutricional o tipo de
gestacion, la insuficiencia placentaria y/o el desarrollo de una gestacion con IUGR, sdlo se
hace evidente cuando aumentan las exigencias nutricionales fetales, debido al crecimiento

exponencial fetal durante el ultimo tercio de gestacion.

En la tabla (N°2) se presenta un resumen del analisis de las variables estudiadas del grupo
RM respecto del grupo CM (efecto dieta) a los 140 dias de gestacion.

Grupo Subnutricion materna JInsuficiencia placentaria |Hipoxemia J[IUGR
RM Sl NO NO Sl

Tabla N°2: Efectos dietarios en el grupo RM respecto del grupo CM a los 140 dias
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Al comparar el grupo CM con RM (efecto dieta de restriccion con gestacion mellicera) a
los 140 dias de gestacion se puede desprender que el peso de las ovejas del grupo RM es
10,13% menor (p<0,05). Ademaés, la condicion corporal no presenta diferencia estadistica.
Sin embargo, los valores comparados a los 140 y 100 dias indican que la condicién
corporal de las ovejas disminuyd un 25% en RM y se mantuvo en CM, para mayor detalle
ver Anexo N°5 (tabla N°7). Por otra parte, el peso placentario total por oveja, peso
placentario por feto, nimero de placentomas por feto y numero total de placentomas por
oveja no presentaron diferencia (p<0,05). También, la PO,, SAT O,, PCO2, pH y VGA no
presentaron diferencia (p<0,05) y el peso fetal, longitud cabeza-cola, largo de mano, largo
de pata, y perimetro tordxico son 14,94%, 6,9%, 6,1%, 3,7%, y 5.0% respectivamente
menores (p<0,05). Para mayor detalle ver Anexo N°5 (tabla N°8). De ese andlisis, se puede
desprender que en gestaciones melliceras, la subnutricion materna por si sola acentta la

IUGR debido a la competencia fetal relativa propia de las gestaciones maltiples.

6. DISCUSION

De acuerdo con la bibliografia revisada, este es el primer estudio en evaluar crecimiento
fetal, gasometria venosa umbilical fetal y desarrollo placentario, para relacionarlos con los
efectos derivados de la subnutricion materna y gestaciones melliceras tanto a los 100 como
a los 140 dias de gestacion y la restriccion del crecimiento intrauterino en ovinos. El
hallazgo principal de este estudio es la presencia de hipoxemia a los 140 dias de gestacion
en mellizos, independientemente del plano nutricional de la madre y también en
gestaciones individuales cuyas madres fueron sometidas a subnutricién durante todo el

periodo gestacional.

A continuacion se presenta una discusion para los resultados obtenidos, organizada segun

cada uno de los objetivos de la presente memoria.
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6.1 Posible presencia de hipoxia fetal en prefieces melliceras y rol de la hipoxia en

prefieces bajo subnutricion.

La medicion de parametros gasométricos (PO2, SAT Oz, pH, PCO2, concentracion de Hb) y
morfomeétricos (largo cabeza-cola, largo mano, largo pata, y perimetro toraxico) se efectud
a los 100 y 140 dias de gestacion, puesto que estd ampliamente aceptado que a los 100 dias
de gestacion la placenta ovina estaria plenamente desarrollada, por lo tanto, estudiarlas en
ese momento entregaria una vision general del intercambio materno-fetal de gases y
nutrientes, cuando las demandas fetales ain no son muy altas, pues el tamafio fetal aun es
pequefio. La medicion de las mismas variables antes mencionadas al término de la
gestacion (140 dias), permite conocer el comportamiento de la eficiencia placentaria

cuando las demandas fetales por nutrintes y oxigeno son maximas.

Los resultados de este experimento mostraron que en los gases a los 100 dias de gestacion,
aun cuando se observa cierta tendencia a menores valores de PO2 y SAT O- en las prefieces
RU y en melliceras para ambos planos nutricionales (CM y RM), estas diferencias no son
estadisticamente significativas. Por otra parte, a los 140 dias de gestacion, tanto la PO; y la
SAT Oz venosas umbilicales fueron significativamente menores (p<0,05) en prefieces RU y
en prefieces melliceras, independiente del plano nutricional (CM y RM) respecto al grupo
CU. Es decir, tanto el nivel de subnutricion materna, como la gestacion mellicera, por si
solas 0 en asociacion, son capaces de generar gestaciones hipoxémicas a los 140 dias, lo
cual es indicativo de que en esos grupos, la etapa de crecimiento fetal acelerado se

desarrolla en condiciones hipoxémicas.

Nuestros resultados difieren con los obtenidos por Rurak y Bassette (2013), quienes
utilizando un esquema experimental similar, midieron las variables fetales en gestaciones
ovinas de gestacion unica, mellicera y de trillizos a los 103 y 146 dias de gestacion. Sus
hallazgos principales indican que a nivel general, mientras la gestacion avanza, la POy,
SAT O, pH, y contenido de Oz disminuyen significativamente, mientras que se incrementa
la PCOg, y la concentracion de Hb. Adicionalmente, identificaron un aumento significativo
en los niveles de lactato cuando el contenido de O2 cae bajo ~13mmHg. Sin embargo, al
evaluar el comportamiento de las variables de acuerdo a la cantidad de fetos, sélo los
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trillizos fueron hipoxémicos, mientras que los de gestacion Unica y mellicera no
presentaron alteraciones en los pardmetros de oxigenacion. Estas diferencias con nuestros
resultados podrian explicarse por los regimenes alimentarios de las ovejas, puesto que los
investigadores no especificaron el plano nutricional de las madres durante el periodo de
estudio. Siendo el esquema de alimentacion méas probable el de pastoreo (sin considerar las
propiedades nutricionales del pasto empleado) ad-libitum durante toda la gestacion. En
consecuencia, cuando las ovejas son sometidas a subnutricion del ~70%NRC en etapas
tempranas y medias de la gestacion, se podrian desarrollar alteraciones placentarias que

dismunuirian la cantidad de O disponible para los fetos en la gestacion tardia.

La capacidad placentaria para la transferencia de nutrientes y oxigeno depende del
adecuado desarrollo y crecimiento placentario. El desarrollo placentario y su consecuente
capacidad para transferir nutrientes juega un rol clave en la trayectoria del crecimiento
fetal, ya que permite desarrollar y/o expresar el potencial de crecimiento fetal en
condiciones adecuadas (Bell et al., 1999; Wallace et al., 1999). Particularmente para la
difusion transplacentaria de oxigeno, se ha descrito que es minima durante la gestacion
temprana y media (Carter, 1989). Ademas, en la hembra ovina la difusion de oxigeno hacia
el feto ocurre mediante difusion simple, la cual es dependiente de la proporcién entre el
flujo sanguineo uterino-umbilical, asi como de la capacidad materna y fetal para el
transporte del oxigeno, determinado por la afinidad (materno-fetal) de hemoglobina por
oxigeno y de la cantidad de oxigeno consumida por la placenta. De este modo, la
subnutricién materna por si sola afecta el desarrollo placentario que permitiria realizar un

adecuado transporte de oxigeno, especialmente durante el Gltimo tercio de gestacion.

La subnutricion materna durante el periodo peri-concepcional produce un menor desarrollo
placentario al afectarse el anclaje entre los cotiledones fetales a las carunculas maternas,
disminuyendo la formacion de placentomas (Clarke, 1998) o produciendo un desarrollo
vascular placentario deficiente (Reynolds et al., 2006). Consecuentemente, son afectados
tanto la entrega de nutrientes como de oxigeno a la circulacion fetal (Mancinelli et al.,
2007; Giussani et al., 2007). Asi, una placenta insuficiente originada por subnutricion
materna disminuye la cantidad de nutrientes y oxigeno que reciben los fetos,

produciéndoles restriccion del crecimiento intrauterino, al ser afectados tanto por
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subnutricién como por hipoxemia. En apoyo a la idea anterior, se ha demostrado que el
crecimiento exponencial del feto durante la dltima mitad de la gestacion depende
principalmente de un correcto desarrollo vascular-utero-placentario (Reynolds y Redmer,
1995).

Por otra parte, es frecuente que las gestaciones multiples se desarrollen bajo restriccion de
crecimiento intrauterino, ya que comparandolas con gestaciones individuales, los mellizos
deben competir por nutrientes, oxigeno y espacio uterino (Freetly and Leymaster, 2004;
Gootwine et al., 2007). Para las gestaciones melliceras, ademas, la capacidad para obtener
nutrientes y gases desde la circulacion materna seria menor, al disponer individualmente de
menor masa placentaria (Gootwine et al., 2007; van der Linden et al., 2014) y placentomas,
a pesar de sus adaptaciones morfoldgicas y vasculares (Virrenga et al., 2004; Vonnhame et
al., 2006).

Estos antecedentes son concordantes con resultados obtenidos en este estudio, ya que
respecto a la placenta del grupo CU, las gestaciones melliceras presentaron mayor peso
total de placenta por oveja, menor peso placentario por feto, mayor cantidad de
placentomas por oveja y menor cantidad de placentomas por feto, resultados que, tomados
en conjunto, permiten presumir que las placentas de ovejas melliceras tendrian una menor

capacidad para transferir nutrientes y gases entre los compartimentos materno-fetal.

Considerando lo anteriormente expuesto, la hipoxemia presentada en la vena umbilical de
fetos de ovejas melliceras a los 140 dias de gestacion puede atribuirse a insuficiencia
placentaria producida por subnutricion materna, tanto en gestaciones Unicas como en
melliceras, lo cual sumado a la competencia fetal relativa de las gestaciones multiples,

resulta en un estado fetal mas hipoxico que gestaciones con placentas suficientes.

Sin embargo, es importante destacar que a pesar de las condiciones hipoxémicas
evidenciadas en los fetos RU, la hipoxemia por si sola no afect6 significativamente su
desarrollo, ya que las adaptaciones placentarias y la movilizacion de reservas nutricionales
maternas fueron suficientes para evitar efectos de mayor magnitud sobre el desarrollo fetal
con IUGR.
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Por otra parte, las gestaciones melliceras presentaron placentas insuficientes y fueron
desarrolladas en condiciones hipoxicas, lo cual sumado a la competencia fetal relativa,
resultaron en IUGR, independientemente del plano nutricional de la madre. En este caso, la
subnutricidbn materna cronica por si sola y/o asociada a la competencia fetal relativa,
caracteristica de las gestaciones multiples, se traduce en una menor disponibilidad de
nutrientes y oxigeno para los fetos. Ademas, la condicion hipoxica derivada de una placenta
insuficiente, podria perjudicar por si sola el desarrollo fetal mediante mecanismos, que si
bien, no totalmente esclarecidos, asocian la hipoxia con una inhibicién de la activacion,
tanto en el masculo fetal (Chaillou et al., 2014), como en otros tejidos (Laplante y Sabatini,
2013) de Mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) una quinasa altamente conservada en
que controla el crecimiento celular y el metabolismo en respuesta a nutrientes, factores de

crecimiento, energia celular y estrés (Hall, 2008).

Una via adicional que permitiria explicar el rol de la hipoxia en la inhibicién del
crecimiento fetal, es la alteracion de la respiracion celular que lleva al incremento de
especies reactivas del Oz. Es ampliamente aceptado que la hipoxia incrementa la
concentracion intracelular del factor inducido por hipoxia-1la (HIF-1a). Papandreou et al.,
(2006), proponen que si bien, HIF-1 a estimula la glicolisis, ademas reprime activamente la
funcién mitocondrial y el consumo de oxigeno, induciendo la actividad de la enzima
piruvato deshidrogenasa quinasa-1 (PDK-1). Su activacion disminuiria el consumo
mitocondrial de oxigeno, al fosforilar e inhibir en la matriz mitocondrial a la enzima
piruvato deshidrogenasa, evitando asi que el piruvato se convierta en acetil-CoA e ingrese
al ciclo de Krebs. Asi, por un lado, aumentaria relativamente la disponibilidad de oxigeno
celular, pero el piruvato se metabolizaria a lactato para ingresar a la via anaerobica,
disminuyendo el pH vy la eficiencia de conversion de glucosa en ATP, obteniendo menos
ATP que mediante el ciclo de Krebs (Papandreou et al., 2006). Ademas, se ha descrito que
en células hipoxicas se modifica la actividad de la enzima citocromo C oxidasa (COX).
COX es un dimero compuesto por monémeros de 13 subunidades, ubicado en la membrana
mitocondrial interna que participa en la cadena transportadora de electrones (Tsukihara et
al., 1996). En condiciones de normoxia, cuando la proporcion ATP/ADP es alta, COX4 se
une al ATP produciendo la inhibicién alostérica de COX (Napiwotzki y Kadenbach, 1998).

Sin embargo, en condiciones hipoxicas HIF-1 a regula la expresion de la subunidad COX4
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al estimular la transcripcion de genes que codifican a COX4-2 y a LON, una proteasa
mitocondrial requerida para la degradacion de COX4-1. De esta forma, HIF1- o evita la
inhibicién de COX, permitiendo la produccion de ATP en la cadena transportadora de
electrones aun en rangos ATP/ADP altos (Fukuda et al., 2007; Papandreou et al, 2006). Sin
embargo, mantener el metabolismo celular energético en esas condiciones podria llevar a
un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS también
activan la via HIF en hipoxia, estabilizando las isoformas HIF—a. Los autores Hemant y
Choi, (2015) concluyeron que se requiere mayor investigacion para clarificar la formacion

paradojal de las ROS en respuesta a la hipoxia.

6.3 Relacion entre hipoxia fetal y subnutricibn materna, con restriccion del

crecimiento intrauterino.

El altimo tercio de gestacion es un periodo critico para el crecimiento fetal, debido a que
en este periodo ocurre el ~90% de la ganancia de peso que tendra el feto al momento de su
nacimiento. Ademas, las demandas nutricionales fetales son las més altas y las deficiencias
nutricionales maternas se pueden ver reflejadas en el feto (Igwebuike, 2010).
En concordancia con nuestros resultados, Rumball et al., (2008) ha establecido que la
subnutricién materna tiene un impacto mayor en el crecimiento de mellizos que en fetos
gestados individualmente. Sin embargo, el peso al nacimiento y desarrollo de las crias no se
altera Unicamente debido a la baja nutricion materna durante la gestacion. Como puede
observarse en nuestro estudio, las ovejas que sufren subnutricion durante la gestacion,
experimentan pérdida en la condicion corporal, debido a la movilizacion de sus propias
reservas de lipidos durante el Gltimo tercio de gestacion. De este modo, las madres
compensan al menos parcialmente, el déficit entre los nutrientes obtenidos por la dieta y las

exigencias feto-placentarias (Osgerby et al., 2002).

Diversos estudios han reportado que, independiente de las reducciones en la entrega de
nutrientes, la hipoxia por si sola perjudica el crecimiento fetal (Giussani et al., 2001; Soria
et al., 2013). Esto se ha podido evidenciar en estudios realizados por Parraguez et al.,
(2005), en que la exposicion de ovejas gestantes a hipoxia crénica origina restriccion del

crecimiento intrauterino y consecuentemente, bajos pesos al nacimiento. Ademas, se sefiala
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que dicha restriccion del crecimiento fetal estd asociada con un desarrollo placentario
inapropiado (Parraguez et al., 2006).

La placenta por su parte, no es simplemente un transportador pasivo de nutrientes y
hormonas fetales, sino que es un 6rgano metabolicamente activo que utiliza nutrientes y
oxigeno para su crecimiento, en proporciones similares a las que consume el feto (Brett, et
al., 2014). Existe un equilibrio complejo entre la utilizacion de sustratos nutricionales y
oxigeno por parte de la placenta, con la transferencia de nutrientes al feto para propiciar su
desarrollo (Burton et al., 2016).

La capacidad placentaria para la transferencia de nutrientes depende de su adecuado
desarrollo y crecimiento. La suficiencia placentaria juega un rol clave en la trayectoria del
crecimiento fetal, ya que permite desarrollar y/o expresar el potencial de crecimiento fetal
en condiciones adecuadas (Bell et al.,1999; Wallace et al., 1999). Por su parte, el
crecimiento fetal depende del suministro materno-placentario de oxigeno y nutrientes, los
cuales son proporcionados respectivamente a través de dos procesos, difusion simple y
transferencia mediada por transportadores (Sibley et al., 1997). Los nutrientes fetales
principales son la glucosa (junto a su derivado metabdlico, el lactato) y los aminoacidos
(Hay Jr et al., 1985; Regnault et al., 2002). La capacidad de transporte de nutrientes varia
en funcion del tamafio placentario, formacion y estructura vascular, flujo sanguineo,
permeabilidad placentaria, abundancia de transportadores y, en algunos casos, gradiente de

concentracion (Fowden et al., 2006).

En el modelo de deteccion placentaria de nutrientes propuesto por Jansson y Powell,
(2013), se sugiere que en las células del trofoblasto, mTOR funcionaria como un integrador
de sefiales entre el suministro de nutrientes materno y de la demanda fetal. La via mTOR
integra diversas sefiales que regulan el crecimiento fetal, incluyendo factores de
crecimiento, estrés, estatus energético, nivel de oxigeno y disponibilidad de aminoacidos
(Roos et al., 2009; Laplante y Sabatini 2013).

La via de sefializacion mTOR recibe sefiales maternas (ej: insulina, leptina) en las
microvellosidades de la membrana plasmatica en el sinciciotrofoblasto, y luego transmite

esta informacion rio abajo (downstream en inglés) para modificar la transcripcion génica y
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consecuentemente la traduccidn proteica, regulando asi, el aumento o disminucién de las
proteinas transportadoras para los nutrientes involucrados en el crecimiento embrio-fetal.
(Brett, et al., 2014).

Desde una perspectiva adaptativa, se ha observado que durante la gestacion temprana y
media, las hembras gestantes presentan una mayor ingesta de alimento. En este caso, se ha
asociado la estimulacion del apetito con los niveles de progesterona.
Esto permitiria el depdsito de reservas energéticas adiposas para ser utilizadas durante la
gestacion avanzada y/o lactancia (Newbern y Freemark, 2011). Estudios sefialan que esa
acumulacion energética es facilitada por la resistencia a la leptina (Ladyman et al., 2010),
ya que estaria previniendo la retroalimentacion negativa que se ejerce desde los centros
hipotaldmicos del apetito cuando sus niveles son altos. Ademas, se ha observado un
incremento del 60% en la secrecidn de insulina, aumentando la lipogénesis y disminuyendo
la oxidacion de &cidos grasos, contribuyendo asi a la acumulacion de tejido adiposo
(Newbern y Freemark, 2011).

Se describe que la gestacion representa un estado natural de resistencia a la insulina, lo cual
seria concordante con observaciones que indican que la entrega de micronutrientes en la
vena umbilical depende de la diferencia de concentraciones de glucosa entre la madre y el
feto, la cual aumenta con el avance de la gestacién (Marconi et al., 1996). Ademas, estudios
indican que durante la segunda mitad de la gestacion aumenta la gluconeogénesis hepatica
(utilizando glucdgeno), y disminuyen la captacién (celular) de glucosa, el almacenamiento
de energia en el masculo esquelético (glucogeno) vy tejido adiposo (triglicéridos) maternos.
En este periodo, también aumenta la lipdlisis del tejido adiposo, permitiendo que la glucosa
y lipidos maternos estén biodisponibles para su transferencia al feto (Myatt, 1992; Newbern
y Freemark, 2011).

Pese a que son muchos los factores que contribuyen a la presentacion de resistencia a la
insulina durante la gestacion, se piensa que la hormona del crecimiento placentaria (pGH),
una variante de la hormona del crecimiento, desempefia un papel importante (Kirwan et al.,

2002; Mastorakos Y llias., 2003; Catalano et al., 2006), puesto que se ha evidenciado que es
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un potente antagonista de insulina, por estimular la lipdlisis materna (Barbour et al., 2002;
2004) y la gluconeogénesis hepatica (Lacroix et al., 2002).

Recientemente se ha evidenciado que la adiponectina materna funciona como un vinculo
endocrino entre los depoésitos de grasa maternos, la funcién placentaria y el crecimiento
fetal (Aye et al., 2013). Se ha reportado en la literatura que los niveles séricos de
adiponectina materna estan inversamente correlacionados con el peso al nacimiento en
mujeres embarazadas sanas con variaciones en el indice de masa corporal durante la
gestacion temprana (Jansson et al., 2008; Lowe et al., 2010). Especificamente, la
adiponectina materna inhibe la sefial placentaria de insulina mediada por la generacion de
ceramidas, lo cual resulta en la inhibicion de la via mTOR, disminuyendo asi la

disponibilidad de aminoacidos y consecuentemente, limitando el crecimiento fetal.

De acuerdo con esto, las adaptaciones metabdlicas maternas estarian orientadas a acumular
tejido adiposo durante la gestacién temprana, mientras que, dependiendo del estado
nutricional de la madre, en la gestacion tardia se promueve la entrega de nutrientes al feto.
A nivel placentario, la inhibicién de la via mTOR frente el exceso de nutrientes podria ser
una respuesta de retroalimentacion negativa (Wullschleger et al., 2006), para asi restringir
el influjo excesivo de nutrientes hacia el feto y la restriccion de nutrientes activaria la via
mTOR, propiciando su entrega (Roos et al., 2007; Yung et al., 2008; Kavitha et al., 2014).
Dichas observaciones serian consistentes con las variaciones en la condicion corporal en las

ovejas y los pardmetros de crecimiento fetal evaluados en este estudio.
6.3.1 Relacion entre hipoxia e IUGR.

Esta demostrado que los reguladores positivos de mTOR incluyen las hormonas maternas
insulina, leptina e IGF-1 (Jansson et al., 2003; Roos et al., 2009; Von Versen-Hoynck et
al., 2009; Jones et al., 2010), mientras que la adiponectina y la hipoxia inhiben mTOR
(Nelson et al., 2003; Jones et al., 2010; Rosario et al., 2012). Cuando la disponibilidad de
nutrientes maternos se encuentra restringida, la actividad de mTOR placentario disminuye.
Esto ha sido demostrado en estudios de IUGR en humanos (Roos et al., 2007; Yung et al.,
2008), restriccidn proteica en ratas (Jansson et al., 2006; Rosario et al., 2011) y babuinos

con restriccion nutricional materna (Kavitha et al., 2014), lo cual indicaria que la
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subnutricion materna puede afectar el suministro de nutrientes, al regular la entrega
placentaria, ademas de la disminucién nutricional propia de la carencia nutricional. De este
modo, ambos factores (subnutricion e hipoxemia) modularian conjuntamente el crecimiento
fetal. Diversos autores han evaluado a los transportadores de aminoacidos placentarios en
gestaciones sometidas a IUGR (Sibley et al., 2005; Jansson y Powell, 2006; Sibley 2009).
En dichas investigaciones se ha reconocido consistentemente que su expresion y actividad
en gestaciones IUGR estan disminuidas, lo cual estaria relacionado con la disminucién
significativa en la concentracion de aminoacidos en el corddén umbilical de gestaciones con
IUGR, al compararlo con gestaciones normales (Cetin et al., 1992).

Estas dos observaciones: 1) la disminucion de la actividad de mTOR placentaria en
gestaciones llevadas a cabo bajo subnutricion materna y 2) la disminucion de la actividad
de transportadores de amino &cidos placentarios (independiente de su expresion) en
gestaciones sometidas a IUGR, podrian ser parte de una estrategia adaptativa placentaria en
la cual, la placenta, en respuesta a un ambiente subdptimo, intenta regular el crecimiento
fetal sin comprometer el desarrollo de 6rganos vitales, como cerebro y corazon (Brett et al.,
2014). En consecuencia, la disminucién en la capacidad y eficiencia de los transportadores
de aminoacidos podria ser un factor importante en las gestaciones que se cursan con IUGR.
En vista de lo anterior, se propone que la disminucion en la actividad de la via de
sefializacion mTOR y transporte de nutrientes en respuesta a la restriccion nutricional
materna, sugieren que la placenta haria coincidir el crecimiento fetal (limitdndolo o
promoviéndolo) con la disponibilidad de nutrientes en la interfase materno-placentario-fetal
(Brett et al., 2014).

A nivel fetal, el masculo fetal ovino representa entre el 20% y el 30% de su masa corporal
al nacimiento (Forhead et al., 2002). Los componentes principales de los musculos son sus
fibras, siendo su nimero y tamafio las caracteristicas determinantes de la masa muscular
ovina al nacimiento. El nimero de fibras musculares se establece durante la fase
embrionaria (Ashmore et al., 1972; Wilson et al., 1992). En los fetos ovinos, la mayoria de
la diferenciacion muscular concluye alrededor del dia 85 de gestacion (Fahey et al., 2005).
Una vez completada la miogénesis, el crecimiento muscular ocurriria por hipertrofia de las
fibras (ya diferenciadas), la cual es dependiente del nimero total de fibras (Rehfeldt et al.,
2000).
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El musculo esquelético tiene una menor prioridad en la asignacion de nutrientes durante el
desarrollo fetal al compararse con otros tejidos como el cerebro, corazén o higado. Es por
esta razon, que el masculo es mas sensible a la deficiencia nutricional (Zhu et al., 2006).
El efecto producido en el crecimiento fetal y muscular por la nutricién materna restringida
depende del grado y del momento de la gestacion en que ocurre (Fahey et al., 2005).
La insuficiencia placentaria inducida por competencia relativa en mellizos durante la
gestacion tardia (sobre los 100 dias), puede reducir el peso muscular (Fahey et al., 2005;
Sales et al., 2013). Ademaés, estd asociada con una menor sintesis proteica muscular
(McCoard et al., 2001).

En gestaciones donde los fetos fueron expuestos a ambientes intrauterinos hipdxicos, se
observO una reduccion en la masa muscular, junto a la disminucion en el peso al
nacimiento, en comparacion a crias con pesos al nacimiento normales (Jensen et al., 2008).
Experimentos realizados en ratas, mostraron una regeneracion muscular alterada, debido a
la menor actividad de la via mTOR (Chaillou et al., 2014), lo cual sugiere que restriccion
del crecimiento intrauterina evidenciada en gestaciones melliceras y/o bajo subnutricion

materna, es influida por la hipoxia a través de la via mTOR.

Desde una perspectiva bioenergética, AMPK es el sensor global de energia celular (Inoki et
al., 2012). Cuando suben los niveles de AMP (lo cual es sefial de deplecion de ATP),
AMPK mantiene el balance de la energia celular al cambiar las vias anabdlicas que utilizan
ATP (incluyendo la sintesis proteica), por vias catabolicas que generan ATP, como el
aumento en la captacion de glucosa o la oxidacién de &cidos grasos (Zorzano, 2008).
Cuando bajan los niveles de ATP o en condiciones hipoxicas, AMPK fosforila TSC2 e
incrementa su actividad GAP hacia Rheb, inhibiendo la actividad de mTOR,
especificamente su subunidad mTORC1 (Inoki et al., 2003). Ademéas, AMPK se comunica
directamente con mTORC1, generando una inhibicién alostérica de mMTORCL1 al fosforilar
Raptor (Gwinn et al., 2008).

Diversos estudios han demostrado como mTORC1 incrementa la traduccién de proteinas
(Richter y Sonenberg, 2005; Jacinto et al., 2006; Ma y Blenis, 2009; Laplante y Sabatini,

2009) y que la via de sefializacion mTORC1 es inhibida por la hipoxia (Wouters et al.,
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2008; Cam et al., 2010) y por la disponibilidad de aminoacidos (Smith et al., 2005; Guertin
y Sabatini, 2007). Adicionalmente, la hipoxia afecta a mMTORCL en una via independiente
de AMPK, al inducir la expresion de REDD1, otro inhibidor de mTORC1 (Brugarolas et
al., 2004).

Por otra parte, el factor insulinico de crecimiento I (IGF-1) es un regulador clave en el
crecimiento fetal que influye en el tamafio y el peso al nacimiento. Ademas, influye en el
peso de oOrganos fetales como bazo, pulmones, corazén, glandula pituitaria, glandula
adrenal, higado y musculo esquelético (Igwebuike, 2016). La proteina ligante de IGF-I
(IGFBP-1) es el principal regulador de la biodisponibilidad fetal de IGF-1 (Lee et al., 1997).
Algunos autores proponen gue el aumento en IGFBP-1 seria un mecanismo importante en
la restriccion del crecimiento en modelos humanos de IUGR y de animales sometidos a
hipoxia crénica intrauterina (Giudice et al., 1997; Ingec et al., 2004; Kajimura et al., 2005).
Se ha evidenciado que la hipoxia regula positivamente la expresion del mRNA IGFBP-I y
su expresion proteica, tanto in vitro (Tazuke et al., 1998; Seferovic et al., 2008) como in

vivo (Kajimura et al., 2005).

La fosforilacion de IGFBP-1 aumenta su afinidad por IGF-1 y la hipoxia induce la
hiperfosforilacion de IGFBP-1, disminuyendo la biodisponibilidad de IGF-1 (Tazuke et al.,
1998). Se ha evidenciado presencia de inhibicién de la via de sefializacion mTOR, junto a
la hiperfosforilacion de IGFBP-1 en el higado fetal de babuinos con IUGR (Shehab et al.,
2014). No obstante, el mecanismo molecular que vincula la hipoxia con la fosforilacion

aumentada de IGFBP-I1 es desconocido.

Por lo tanto, la inhibicién de la via mTOR, mediante la inactivacion de mTORC1, podria
ser un mecanismo que vincule la hipoxia y/o la subnutricion materna con la IUGR, en el
tercer tercio de gestacion, al disminuir la hipertrofia muscular. De este modo, la
disminucion en la biodisponibilidad de IGF-1 por la hiperfosforilacion de IGFBP-1 en
condiciones hipoxicas, podria ser un mecanismo que vincule directamente la hipoxia con la
IUGR. Consistente con lo anterior, algunos autores proponen que la disminucion en la
biodisponibilidad fetal de IGF-1 serviria como un mecanismo adaptativo importante para
restringir su crecimiento en condiciones desfavorables, priorizando la sobrevivencia

materno-fetal a expensas del crecimiento fetal, aunque paraddjicamente, se sabe que
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mTORC1 promueve la expresion del factor inducible por hipoxia 1-a (HIF-1a), el cual
activa la transcripcion de diversos genes en respuesta a la hipoxia (Divel et al., 2010),
incluyendo IGFBP-1 (Tazuke et al., 1998).

7. CONCLUSION

En ovejas, tanto la condicion de mellicera, como la restriccion nutricional durante la
gestacion, por si solas o en asociacion, son factores que llevan al desarrollo de restriccion
del crecimiento fetal intrauterino. Esta condicion se asocia a hipoxemia posiblemente
derivada del menor desarrollo placentario como consecuencia de la subnutricion, lo que en
el caso de las prefieces melliceras se acentla por una mayor demanda de oxigeno para

satisfacer las demandas de los dos fetos.
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ANEXQOS
Anexo N°1: Certificado de Bioética

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 14 de junio de 2016
CERTIFICADO N° 11-2016

En relacién con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, y teniendo a la vista la metodologia del Proyecto: “Roles
of hypoxia and oxidative stress on lamb fetal growth restriction by
twin pregnancy and/or undernutrition: intervention  with
antioxidants”. Este comité entiende que dicho proyecto corresponde al
proyecto FONDECYT N°1160892, dirigido por el Dr. Victor Hugo
Parraguez y financiado por el FONDECYT concurso Regular 2016.

De acuerdo a los detalles contenidos en el Formulario para obtencion de
certificado de Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, este Comité certifica que el Proyecto
satisface lo estipulado en la guia de principios directrices internacionales
para el uso de animales en investigacién biomédica, elaborada por el
Consejo para las Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Biomédicas, adecuada y adoptada por este Comité, y se ajusta a la
legislacion chilena vigente sobre la materia, incluida la Norma NCh 324-
2011.

A este respecto el Comité entiende que todos los ensayos se llevaran a cabo
en ovinos hembra en la Regién de Magallanes entre abril de 2016 y abril de
2019. Del total de animales 120 serén cutanasiados de acuerdo al protocolo
adjunto y 180 continuarin en su sistema productivo de origen. Todos los
ensayos seran supervisados y llevados a cabo por Médicos Veterinarios.

W .
ey

Drf Santago Urcelay V.
sidente
Comnité de Bioética Animal
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Anexo N°2: Efectos de la gestacion Gnica y mellicera, y de dietas control (100% NRC) y
restringida (70% NRC) a los 100 dias de gestacion. Letras diferentes indican diferencias

estadisticas (p<0,05) entre las variables estudiadas.

Variables Control Control Restringido Restringido
anico mellizo anico mellizo
Peso fetal A A A A
Longitud cabeza- A A A A
cola
Largo de mano A A A A
Largo de pata A A A A
Perimetro toraxico A A A A
PO2 vena umbilical A A A A
Saturacion O2 vena A A A A
umbilical
PCO2 vena A A A A
umbilical
pH vena umbilical A A A A
Hematocrito  vena A A A A
umbilical
Peso oveja A A A A
Condicion corporal A A A A
oveja
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Anexo N°3: Efectos de la gestacion Gnica y mellicera, y de las dietas control (100% NRC)
y restringida (70% NRC) a los 140 dias de gestacion. Letras diferentes indican diferencias

estadisticas (p<0,05) entre las variables estudiadas.

Variables Control Control Restringido Restringido
anico mellizo anico mellizo

Peso fetal A B AB C

Longitud cabeza- A A A B

cola

Largo de mano A A B

A

Largo de pata A B A B

Perimetro toraxico A BC AB C

pO2 vena umbilical A B B B

Saturacion O2 vena A B B B

umbilical

pCO2 vena A A A A

umbilical

pH vena umbilical A A A A

Hematocrito  vena A A A A

umbilical

Peso oveja A A B B

Condicion corporal A B B B

oveja

Peso placenta por B A B A

oveja

Peso placenta por A AB A B

feto

NUmero de A A B A

placentomas por

oveja

NUumero de A C B C

placentomas por feto

65




Anexo N°4: Valores promedio de variables estudiadas a los 100 y 140 dias de gestacion.

Grupo |maternas placentarias
Peso oveja |CCoveja |peso placenta oveja|peso placenta feto |N° placentomas oveja [N° placentomas feto
Kg la5s g g
CuU 70,64 2,42 n/a n/a n/a n/a
CM 66,74 1,94 n/a n/a n/a n/a
RU 65,62 1,5 n/a n/a n/a n/a
RM 58,91 2 n/a n/a n/a n/a

Tabla N°3: Valores promedio por grupo de variables maternas y placentarias a los 100

dias de gestacion.

Grupo [|gasométrico-sanguineas morfometricas
PO2 ([SATO2 |[PCO2([pH |VGA JPeso fetal |Longitud cabeza-colalLargo mano|Largo pata|Per torax
mmHg % mmHg| % Kg cm cm cm cm
cu 20,34 26,88| 51,71| 7,37 40,7 1,111 28,27 17,38 20,54 21,88
CM 14,84 15,46| 53,46| 7,31| 43 1,041 27,26 17,14 20,28 21,56
RU 17,45 22,2| 59,35| 7,32| 40,42 1,082 27,5 16,7 20 21,95
RM 16,24 23,65 57,3| 7,3|40,23 1,097 28,1 17,32 20,51 22,03

Tabla N°4: Valores promedio por grupo de variables gasométrico-sanguineas y
morfométricas fetales a los 100 dias de gestacion.

Grupo |maternas placentarias
Peso oveja |CCoveja |peso placenta oveja|peso placenta feto |N° placentomas oveja [N° placentomas feto
Kg la5 g g
CcuU 77,14 2,78 404,34 404,34 84 84
CM 73,83 1,94 634,84 338,74 98 49
RU 64,81 1,37 405,48 405,48 69 69
RM 66,35 1,5 553,33 276,66 99 49

Tabla N°5: Valores promedio por grupo de variables maternas y placentarias a los 140

dias de gestacion.

Grupo |Jgasométrico-sanguineas morfometricas
PO2 (% SATO2 |PCO2|pH |VGA |Peso fetal [Longitud cabeza-colalLargo mano|Largo pata|Per torax
mmHg| % mmHg| % Kg cm cm cm cm
CcuU 34.1 60.95| 39.44| 7.44| 46.78 4.5 45.78 31.94 37.27 36.05
CM 26.84 43.38| 43.14| 7.23| 45.81 3.952 43.92 30.77 35.22 33.95
RU 27.05 43.92| 43.2| 7.46| 41.5 4.282 44.83 31.45 37 34.53
RM 22.15 36.42| 45.84| 7.42| 42.4 3.36 40.87 28.89 33.93 32.25
CM/RM | -17.5 -16.04 6.26| 2.63| -7.44 -14.98 -6.94 -6.11 -3.66 -5.01

Tabla N°6: Valores promedio por grupo de variables gasométrico-sanguineas y
morfomeétricas fetales a los 140 dias de gestacion.
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Anexo N°5: Diferencia porcentual de variables a los 140 dias respecto de los 100 dias.

Grupo |maternas placentarias
Peso oveja |CCoveja |peso placenta oveja|peso placenta feto |N° placentomas oveja [N° placentomas feto
% % % % % %
CuU 9,20 14,88 n/a n/a n/a n/a
CM 10,62 0 n/a n/a n/a n/a
RU -1,23 -8,67 n/a n/a n/a n/a
RM 12,63 -25 n/a n/a n/a n/a

Tabla N°7: Diferencia % de valores promedio en variables maternas y placentarias a
los 140 dias respecto de los 100 dias de gestacion.

Grupo [|gasométrico-sanguineas morfometricas
PO2 ([SATO2 |[PCO2([pH |VGA JPeso fetal |Longitud cabeza-colalLargo mano|Largo pata|Per torax
% % % % % % % % % %
cu 67,6 126,7| -23,7| 0,9| 14,9| 305 61,9 83,8 81,5 64,8
Cc™M 80,9 180,6| -19,3| -1,1| 6,5 279,6 61,1 79,5 73,7 57,5
RU 55 97,8( -27,2| 1,9 2,7 295,7 63 88,3 85 57,3
RM 36,4 54| -20| 1,6/ 5,4 206,3 45,4 66,8 65,4 46,4

Tabla N°8: Diferencia % de valores promedio en variables gasométrico-sanguineas y
morfométricas fetales a los 140 dias respecto de los 100 dias de gestacion.

Anexo N°6: Diferencia porcentual de variables a los 140 dias para los grupos CM, RU y

RM respecto del grupo CU.

Grupo |maternas placentarias
Peso oveja |CCoveja |peso placenta oveja|peso placenta feto |N° placentomas oveja [N° placentomas feto
% % % % % %
CM -4,29 -30,22 57,0 -16,22 16,67 -41,67
RU -15,98 -50,72 0,28 0,28 -17,86 -17,86
RM -13,99 -46,04 36,85 -31,58 17,86 -41,67

Tabla N°9: Diferencia % de valores promedio en variables maternas y placentarias en
los grupos CM, RU y RM respecto del grupo CU a los 140 dias

Grupo [gasométrico-sanguineas morfometricas
PO2 |% SATO2|PCO2|pH |VGA [Peso fetal |Longitud cabeza-colalLargo manojlLargo pata|Per torax
% % % % % % % % % %
M -21,3 -28,8] 94| -3| -2,1 -12,2 -4,1 -3,7 -5,5 -5,8
RU -20,7 -27,9] 9,5 0,3| -11,3 -4,8 -2,1 -1,5 -0,7 -4,2)
RM -35 -40,2| 16,2| -0,3| -9,4 -25,3 -10,7 -9,5 -9 -10,5

Tabla N°10: Diferencia % de valores promedio en variables gasométrico-sanguineas y
morfométricas fetales en los grupos CM, RU y RM respecto del grupo CU a los 140 dias.
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