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RESUMEN

Aun no se conocen en profundidad los factores que modifican las condicio-
nes nutricionales del ambiente intrauterino. Uno de ellos es la disminucion
del flujo sanguineo materno. Con el presente estudio se pretende determinar
(1) los efectos que una malnutricion gestacional ejercida por obstruccion de
vasos uterinos produce sobre peso y longitud corporal y sobre el desarrollo
craneofacial de los animales al nacimiento; (2) si el neurocraneo y el
esplacnocraneo responden de manera similar en caso de que el complejo
craneofacial resulte modificado y (3) si las diferencias halladas se corres-
ponden con la ubicacion de los animales en los cuernos uterinos. Se
constituyeron tres grupos de ratas Wistar adultas: (a) control, (b) operado
- alos 15 dias de gestacion, a cada hembra se le ligo parcialmente ambas
arterias uterinas, (c) sham-operado: Se les practicé el procedimiento técnico
seguido en (b) exceptuando el ligamiento arterial. Al nacimiento los
animales fueron pesados y se les midi6 la longitud corporal. Sobre cada
craneo se relevaron longitud, ancho y altura neuro y esplacnocraneana. Los
datos fueron procesados mediante pruebas de ANOVA vy test de LSD. Los
resultados indicaron que la obstruccion parcial de las arterias uterinas
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provoca modificacién en las variables corporales y craneanas. Mientras el
peso corporal en malnutridos tuvo una disminucion del 13% respecto de los
controles, la longitud corporal varié un 21%. El retardo del crecimiento
craneofacial encontrado, no afectdo de manera proporcional al neuro y
esplacnocraneo, tanto en machos como en hembras. Mientras el neurocraneo
en malnutridos vario un 12% respecto a controles, el esplacnocraneo lo hizo
en un 36%. No hubo diferencias significativas que pudieran estar asociadas
a la posicién del cuerno uterino ni a la ubicacion ocupada por los animales
en cada cuerno. Estos resultados sugieren que cuando deben estudiarse
analiticamente las diferencias morfolégicas, ademas de los bien conocidos
factores ambientales post-natales, también deben ser tenidos en cuenta los
factores pre-natales como el estudiado en el presente trabajo.

ABSTRACT

Some of the factors which alter the nutritional environment in uterus are not
well-known yet. One of them is the variation in maternal blood supply to the
fetuses. The purpose of the present study is to determine: (1) the effect of
experimentally bound uterine vessels on body weight and length, and on
craniofacial growth; (2) whether the neurocranium and face may be
differentially altered by the vessel binding; and (3) if the differences found
may be related with the position of fetuses in the uterine horns. Three groups
of adult Wistar rats were used: (a) control, without any kind of treatment; (b)
operated, by binding both uterine vessels to the mother; and (c) sham-
operated, similarly treated as (b), except vessel binding. After birth, body
weightand length, as well as neurocranial and facial length, width and height
were measured on the pups. Data were processed by one way-ANOVA and
LSD tests. While body weight diminished 13%, body length was 21% lesser
in malnourished than in control animals. Craniofacial growth was not
affected uniformly by uterine vessel binding. While neurocranium delayed
growth in about 12%, the facial region underwent a growth delay of 36%.
There were nonsignificant relationships, however, between growth delay
and the placement and the position of fetuses in the uterine horns. These
results suggest that when morphological differences are to be analitically
studied, beyond the well-known postnatal environmental factors, the antenatal
ones must also be taken into account.

INTRODUCCION
Los cambios en los patrones de crecimiento por estrés ambiental, tales como
los producidos por deficiencias nutricionales, constituyen un tema relevante para

la Antropologia Biolégica. Independientemente de las causas genéticas del
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retardo en el crecimiento, la malnutricién intrauterina es descriptacomo de causas
ambientales (Weiner, 1980; Warshaw, 1985). El efecto de la malnutricion
gestacional mediante la aplicacion a las madres de dietas deficientes en proteinas
y/ocalorias, ha sido ampliamente estudiado (Scotty Usher, 1964 Srebnik y Budd,
1981; Nakamoto et al, 1983; Pucciarelli y Oyhenart, 1987). Sin embargo, hay
factores uteroplacentarios, como disminucién del flujo sanguineo, modificacio-
nes estructurales de la placenta y otros que pueden contribuir a la modificacion de
la expresion fenotipica, que hacen por ejemplo, que numerosos nifios nazcan con
bajo peso, como resultado de un estrés en la vida intrauterina. También han sido
estudiadas reducciones agudas de la provision de oxigeno en los tejidos fetales de
animales, a fin de entender los mecanismos adaptativos humanos que subyacen en
el desarrollo de anormalidades diversas (Thornburg, 1991).

Resultados previos (Oyhenart, 1993) mostraron patrones alterados de creci-
miento craneofacial al destete por efecto de una malnutricion intrauterina tardia,
con o sin recuperacion lactacional. Wigglesworth (1964) informé ademas, que la
obstruccién del flujo sanguineo uteroplacentario provoca un gradiente en el
tamafio y peso corporal de los fetos, dependiente de su ubicacién en el cuerno
uterino. En el extremo inferior del cuerno experimental (arteria uterina i gada) los
fetos fueron extremadamente pequeiios adiferencia de los ubicados en el extremo
superior (cercano al ovario).

Resta ahora estudiar qué influencia existe sobre el crecimiento corporal y
craneofacial al nacimiento. El objeto del presente estudio es determinar- (a) la
accion de una malnutricion intrauterina tardia sobre la estructura corporal y
craneofacial en ratas recién nacidas; (b) si en caso de existir modificacion
craneofacial, el neurocraneoy el esplanocraneo responden o no de manera similar;
y(c) siexiste relacion significativa entre grado de desnutricién y posicion fetal en
el cuerno uterino.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas Wistar endocruzadas del bioterio del Centro de Investiga-
ciones en Genética Basica y Aplicada (CIGEBA). Las hembras fueron colocadas
diariamente (entre las 18 y 19 horas) en apareo. A las primeras horas del dia
siguiente, se realizé un examen exfoljativo vaginal para determinar presencia de
espermatozoides, que en caso positivo, fue considerado como inicio de la preiiez.

Las hembras prefiadas fueron separadas en cajas individuales de cria y se
mantuvieron durante toda la gestacién con dieta stock yaguaad libitum. Cada tres
dias se registro el peso corporal y el consumo alimentario de las madres.
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A partir del dia 1 de prefiez se constituyeron los siguientes grupos experimen-
tales: (a) Control; (b) Malnutrido; (c¢) Sham-operado.

A los 15 dias de gestacion, se procedio a obstruir ambas arterias uterinas a los
animales del grupo (b). Se realiz6 una laparoscopia bajo anestesia empleando
Ketalar, Parke Davis. 50mg/ml en dosis de 0.005ml por cada 100 gramos de peso
corporal. La anestesia fue complementada con mascarilla de éter etilico durante
todo el periodo operatorio. Realizada la incision abdominal en todos sus planos,
se retrajeron ambos cuernos uterinos y se procedio a efectuar un ligamiento simple
con compresion parcial, en el extremo inferior de las arterias uterinas izquierda y
derecha. Una vez ligadas las arterias, ambos cuernos uterinos fueron vueltos a la
cavidad abdominal y se procedi6 a suturar por planos.

Con el objeto de eliminar los efectos provocados por la operacion, al grupo (¢)
se le realiz la misma practica operatoria que en (b). Se retrajeron los cuernos
uterinos, se localizaron ambas arterias uterinas y sin proceder al ligamiento, se
suturd segun el procedimiento descripto.

Alos 21 dias de gestacion los animales fueron extraidos por operacion cesarea.
Se procedio a ligar el cordon umbilical y separar la placenta. Los animales se
clasificaron seglin el cuerno uterino al que pertenecian y la posicion que ocupaban.
Se tuvo especial cuidado en la localizacion de los fetos reabsorbidos o muertos.

Inmediatamente después del nacimiento, cada animal fue pesado en balanza de
precision (Mettler H80) y se realizo un estudio métrico. Las variables corporales
relevadas fueron:

(a) Peso (PC) (g).

(b) Longitud (LC): desde el extremo nasal anterior hasta la base de la cola
(mm).

Las variables craneanas relevadas fueron:

Neurocraneo:

(a) longitud (LN): desde el punto medio de la sutura frontonasal hasta el
opistocraneo.

(b) ancho (AN): maxima distancia entre parietales (eurion-eurion).

(c) altura (HN): desde la sincondrosis esfeno-occipital al vertex.

Esplacnocraneo:

(a) longitud (LE): desde el punto medio anterior entre los nasales (rhinion) al
punto medio de la sutura frontonasal.

(b) ancho (AE): méxima distancia entre los premaxilares.

(c) altura (HE): desde el borde anterior del rudimento del primer molar a la
sutura frontonasal (previa extraccion de la mandibula).

Fueron estimadas diferencias relativas entre promedios (DIFREL) entre los
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grupos control y malnutrido para cada variable. Fueron calculados un indice
volumétrico parael neurocraneo: IVN=LN x AN x HN y otro parael esplacnocraneo:
IVE=LE x AE x HE. Ademds fue calculadgfun indice neuro-facial : INF= (IVN/
IVE) x 100 y un indice de robustez : IR="3" peso/longitud corporal x 100.

Se emplearon 25 machos y 25 hembras por grupo experimental. Segin la
posicion dentro del cuerno uterino, las crias fueron agrupadas en 3 categorias:
Posicion 1: agrupé a los 3 primeros animales del extremo inferior del cuerno;
Posicion 2: agrup6 a los 3 animales siguientes; Posicion 3: agrup6 a los restantes.

Eltratamiento estadistico consistié en pruebas de anélisis de varianza unifactorial
(ANOVA) y en casos de diferencias significativas tests de diferencias de
cuadrados minimos (LSD).

Las comparaciones realizadas permitieron determinar el factor “malnutricion

gestacional” y ademds, el eventual efecto provocado por la técnica operatoria
(tabla 1).

RESULTADOS

Machos

La comparacion entre control y sham-operados mostré diferencias no signifi-
cativas en longitud y peso corporal y en las variables esplacnocraneanas. En el
neurocraneo, sélo la diferencia en longitud fue altamente significativa (tabla 2).

Las crias control mostraron diferencias altamente significativas respecto de las
de madres con obstruccion arterial uterina. S6lo la altura neurocraneana fue no
significativa (tabla 3).

Los DIFREL mostraron una disminucién porcentual de 14.97% para peso
corporal, 24.40% para longitud corporal, 11.91% para neurocraneo y39.63% para
esplacnocréaneo, por efecto de la malnutricién (fig. 1A).

El indice neurofacial fue 5.44 en controles y 7.94 en malnutridos (fig. 1B),
mientras que el indice de robustez fue de 3.44 en controles y 3.58 en malnutridos
(fig. 1C).

Los controles mostraron diferencias no significativas en todas las variables
respecto de la posicion y ubicacion del animal en el cuerno uterino (tablas 4 y5).
Lo mismo ocurrié en malnutridos, excepto para altura neurocraneana que dio
diferencias significativas tanto para posicién como para ubicacién (tablas 4y 5).

Hembras
La comparacién entre control y sham-operados indicé diferencias no signifi-
cativasen la longitud corporal y en el neuro y esplacnocraneo. Solo las diferencias
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en peso corporal fueron significativas (tabla 2).

Las crias control mostraron, para todas las variables. diferencias altamente
significativas respecto de las crias provenientes de madres con obstruccion de las
arterias uterinas (tabla 3), correspondiendo los valores DIFREL a9.48%. 17.24%.
11.24%y 31.94% deretrasoen pesoy longitud corporal.y en neuroy esplacnocraneo
respectivamente (fig. 2A). El indice neurofacial promedio control fue de 5.90 y
de 7.69 en malnutridos (fig. 2B). mientras que ¢l indice de robustez fue de 3.47 y
3.56 respectivamente (fig. 2C).

Hubo diferencias no significativas en todas las variables de los grupos control
y malnutridos respecto de la posicion y ubicacion del animal en el cuerno uterino
(tablas 4 y 5).

DISCUSION

Diversos autores atribuyen al uso de anestésicos y/o procedimientos operatorios
la aparicion de alteraciones indeseables. ocupando en estos casos el grupo sham-
operados una posicion intermedia entre control y malnutridos (Levitsky et al,
1977. Ogata et al, 1990). En el presente estudio la ausencia de diferencias entre
sham-operados y controles indicé un efecto nulo del procedimiento operatorio
sobre los resultados.

Los retardos en el crecimiento intrauterino son atribuidos en general a causas
ambientales, entre las que figura la insuficiencia uteroplacentaria. Este término
engloba un conjuntode condiciones que impiden el normal intercambio fetomaterno
(nutrientes, gases. agua, calor, etc.) atribuibles -entre otras causas- a la perfusion
placentaria insuficiente o a defectos estructurales de la placenta, que afectan la
homeostasis fetal (Thornburg, 1991).

La modificacion del peso encontrada, coincide con lo obtenido por Durst-
Zivkovic (1977) y Ogata et al (1990) para peso corporal al nacimiento.

La disminucién en la longitud corporal hallada en el presente estudio parece
no tener correlato en otro estudio experimental, pero coincide con la presencia de
baja estatura/edad como caracteristica de nifios que viven en paises subdesarro-
Ilados, asi como los provenientes de familias no privilegiadas en paises desarro-
llados. Sin embargo, algunas poblaciones con baja estatura presentan un incre-
mento de peso en relacion a la altura. Este patron fue encontrado en Egipto y
Latinoamérica (Bolivia y Peru) entre otros (Trowbridge et al, 1987).

De las dos variables corporales. la longitud tuvo mayor variacion proporcional
que el peso, situacion que se vio reflejada en el aumento del indice de robustez por
parte de las crias con crecimiento intrauterino retardado. Segun lo descripto por
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Haas et al (1987), esto corresponderia a una desproporcion en el retardo del
crecimiento. Otros recién nacidos, en cambio, presentaron retardos tanto en peso
como en longitud. Ambas situaciones no obstante encontradas, reflejan el com-
promiso surgido de la interaccion de una medicion labil como la masa corporal,
y otra conservativa tal como el tejido esquelético.

Hohenauer y Oh (1969) informaron que el contenido de calcio y fosforo 6seo
es €l mismo en control y malnutridos intrauterinos. Asociaron estos hallazgos al
hecho de que en los seres humanos afectados por este tipo de malnutricién, el
crecimiento dseo permanece dentro de un rango normal. La modificacién experi-
mental obtenida sobre parametros corporales y craneanos permite coincidir con
Amiel-Tisony Pettigrew (1991), en cuanto a que lareduccion del crecimiento fetal

por disminucién del flujo sanguineo responde a un mecanismo general de
adaptacion ontogenética.

Por otra parte, ha sido demostrado que los fetos poseen una considerable
capacidad de adaptacion adeficiencias cronicas de oxigeno, lacual es subsecuente
a la reduccion del flujo sanguineo placentario (Block et al, 1989).

Ogata et al (1990) postulan que el factor primario responsable de la disminu-
cidn del crecimiento en estas condiciones es la baja provisién de glucosa materna,
hecho encontrado por Koski etal (1986) en cuanto la glucosaes la principal fuente
metabdlica para el crecimiento embrionario y el fetal. La disminucién de la
glucosaconduce ademas aun descenso de insulina plasmatica que por ser un factor
de estimulacién del crecimiento fetal, se convierte, en combinacion con la menor
disponibilidad de glucosa, en factor retardante del crecimiento fetal (Ogata et al,
1990).

La variacion entre los dos componentes funcionales mayores mostré un
comportamiento diferencial del neuro y esplacnocraneo frente a la malnutricion.
El indice neurofacial -mayor en malnutridos que en controles de ambos sexos-
indic6 que el esplacnocraneo fue mas afectado que el neurocraneo. En concreto,
hubo un retardo del 32-40% en el crecimiento esplacnocraneanoy sélo un 12% del
neurocraneano, evidenciando que si bien factores estresantes uterinos -tales como
deficiencias del flujo sanguineo materno-, modifican el desarrollo craneofacial, el
neurocraneo muestra mayor resistencia que el componente facial. Estos resultados
pueden relacionarse con lo descripto por Parkinson et al (1981), Harvey et al
(1982) y Berg (1989) quienes asocian disturbios tardios del sistema nervioso
central con la malnutricién intrauterina, y con Amiel-Tison y Pettigrew (1991)
cuando consideran que la adaptacion fetal temprana a condiciones intrauterinas
adversas incluye una aceleracion de los procesos madurativos de ciertas regiones
del sistema nervioso central.
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Wigglesworth (1964)y Simmons etal (1992) informaron que las malnutriciones
uteroplacentarias de la rata provocan retardos no lineares, pues mientras el
crecimiento somético esta modificado, el cerebral permanece normal. Sin embar-
g0, los resultados del presente estudio evidencian modificacion somatica y
craneana que induce a pensar en posibles alteraciones de la estructura cerebral.

Wigglesworth (1964) informé la existencia de un gradiente de tamafio en
relacion a la ubicacién ocupada en el cuerno uterino, siendo mayores los animales
del extremo superior (cercano al ovario). Los presentes resultados no mostraron
diferencia alguna en la ubicacion de los fetos dentro del cuerno uterino ni atn a
consecuencia de la obstruccién. Este hecho, unido a que tampoco se encontraron
diferencias por efecto de la posicion del cuerno,obliga a pensar que el efecto
nutricional hallado fue tal, que supera a la variacién debida por la distribucién
posicional del feto. ’

CONCLUSIONES

La variabilidad presente en toda poblacion humana es fundamentalmente
producto del crecimiento diferencial de los individuos que la componen. Las
condiciones nutricionales que operan durante la ontogenia constituyen tal vez el
factor preponderante de dicha variabilidad y son por consecuencia un factor
potencial indirecto de diferenciacion microevolutiva. Queda demostrado que,
dentro de la franja de variacion ontogénica, los sucesos acaecidos durante la etapa
antenatal tardia juegan un rol de trascendencia que debe ser tenido en cuenta para
la comprension analitica no s6lo de la variabilidad intrapoblacional sino también
de los procesos que conducen a la diferenciacién interpoblacional.

Tabla 1
Comparaciones realizadas entre Controles (C), Malnutridos (Mg) y Sham-
operados (Sh), Machos (M) y Hembras (H).

Comparacion Factor a determinar Substrato

CM-MgM Malnutricién " Sexo (machos)
CH-MgH Malnutricién Sexo (hembras)
CM-ShM Técnica operatoria Sexo (machos)
CH-ShH Técnica operatoria Sexo (hembras)
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Tabla 2
Analisis de varianza entre Controles (C) y Sham-operados (Sh)

Variables Comparacién
Machos Hembras

C-Sh C-Sh
Long. Corporal 0.21 1.39
Peso Corporal 0.09 6.71*
Neurocraneo
Longitud 9.76** 0.19
Ancho 2.24 0.07
Altura 1.34 0.00
Esplacnocraneo
Longitud 0.05 3.22
Ancho 0.90 1.97
Altura 0.23 0.05

* p<0.05 ** p<0.01

Tabla 3
Analisis de varianza entre Controles (C) y Malnutridos (Mg)

Variables Comparacion
Machos Hembras
C-Mg C-Mg
Long. Corporal 91.07** 28.08**
Peso Corporal 21.01%* 7.79**
Neurocraneo
Longitud 18.16** 4.94**
Ancho 26.65** 8.29**
Altura 1.28 5.07**
Esplacnocréaneo
Longitud 38.76** 10.34**
Ancho 98.45** 90.70**
Altura 78.89%* 46.79**
** p<0.01
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Tabla 4
Analisis de varianza para posicion de las crias Control y Mainutridas

Variables Control Malnutridos

Machos Hembras Machos Hembras
Peso Corporal 2.32 0.63 0.64 0.29
Longitud Corporal 1.17 0.88 0.82 0.03
Neurocraneo
Longitud 0.86 0.28 2.08 1.87
Ancho 3.02 1.34 0.51 0.82
Altura 0.09 0.57 4.18%* - 1.98
Esplacnocraneo
Longitud 0.18 0.55 0.70 0.34
Ancho 0.61 0.00 1.78 0.99
Altura 1.20 0.22 1.31 2.11
** p<0.01

Tabla §

Analisis de varianza para ubicacion dentro del cuerno uterino

Variables Control Malnutridos
Machos Hembras Machos Hembras
Peso Corporal 3.99 0.13 1.08 0.02
Longitud Corporal 0.04 0.00 0.06 0.18
Neurocraneo
Longitud 0.39 0.29 0.31 0.00
Ancho 3.64 0.00 0.00 0.07
Altura 0.09 0.51 5.13*  2.01
Esplacnocraneo
Longitud 1.95 0.54 0.00 0.05
Ancho 4.40 0.08 . 0.14 3.78
Altura 0.39 0.26 0.21 0.08
* p<0.05
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Figura 1
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- A Diferencias relativas entre promedios (DIFREL) de grupos machos control y

malnutridos.PC: Peso corporal; LC: Longitud corporal; N: Neurocraneo; E:
Esplacnocraneo.

B: Indice Neurofacial en machos. C: Control; M: Malnutridos.

C: Indice de Robustez en machos. C: Control; M: Malnutridos.
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Figura 2
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B: Indice Neurofacial en hembras. C: Control; M: Malnutridas.
C: Indice de Robustez en hembras. C: Control; M: Malnutridas.
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