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RESUMEN

Los mecanismos precisos del inicio del trabajo de parto a término alin no son conocidos en
su totalidad; sin embargo, algunos estudios en humanos han revelado el papel que juegan
las citoquinas en el inicio y mantenimiento del mismo, vinculdndolo como un proceso
inflamatorio que parece coincidir con el retiro funcional de la progesterona al final del
embarazo. Hallazgos previos sugieren una posible relacion entre la actividad del sistema
nervioso autbnomo y una respuesta inflamatoria durante el trabajo de parto. Un método no
invasivo para evaluar indirectamente la actividad del sistema nervioso autbnomo es por
medio del andlisis de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca (FFC), que incluso ha sido
considerado como una importante “ventana” para entender las interacciones neuroinmunes
que involucran al nervio vago. Durante mi trabajo previo de maestria encontré evidencia
que sugiere una posible relacion entre la actividad autondmica y una respuesta
antiinflamatoria durante el trabajo de parto. Esto se identificé a través de los exponentes de
escalamiento fractal del corto plazo ai, dimac) (de magnitud) y aysien) (de signo) por el
método de analisis de fluctuaciones sin tendencia (DFA, por sus siglas en inglés).

Considerando que el trabajo de parto a término es un estado proinflamatorio
desencadenado por un estimulo estéril, y que a su vez éste involucra una intensa actividad
muscular, gasto energético y dafio tisular, entonces hipoteticé que, en esta etapa, el analisis
de las FFC reflejara una respuesta autonémica cardiaca con participacion colinérgica como
mecanismo homeostatico.

Con este marco de referencia, el objetivo de la presente investigacion fue asociar
una respuesta inmune con la dindmica de las FFC durante el trabajo de parto a término y
de bajo riesgo, involucrando la accion de una ruta colinérgica y la cuantificacion de
citoquinas proinflamatorias/antiinflamatorias. Para lograr este objetivo, en primer lugar, se
validé en un modelo experimental en roedores si los parAmetros no lineales de las FFC son
sensibles para identificar un proceso de inflamacion sistémico (endotoxemia).
Posteriormente, se exploré en dicho modelo los posibles efectos antiinflamatorios de la
oxitocina, una hormona relevante durante el trabajo de parto, a través del analisis de las
FFC y la respiracion derivada del electrocardiograma. Por otra parte, y en un contexto
clinico, se analizaron longitudinalmente las citoquinas proinflamatorias/antiinflamatorias en
un grupo de mujeres en tercer trimestre de gestacion y posteriormente en el trabajo de parto

activo. Finalmente se buscaron correlaciones entre parametros de las FFC y los



marcadores inmunoldgicos, asi como también se implementaron herramientas de
reconocimiento de patrones para futuras aplicaciones diagnosticas.

De un modelo animal desarrollado durante el presente trabajo puedo resumir lo
siguiente a partir de mis hallazgos: se encontr6 que la endotoxemia inducida por la
administracion intraperitoneal de lipopolisacarido (LPS) produjo que las FFC en el largo
plazo se tornaran mas anticorrelacionadas (como es indicado por valores de aysien Mmas
cercanos a 0). Ademas, la endotoxemia estuvo acompafada de taquicardia, taquipnea,
pérdida de la dindmica fractal del ritmo cardiaco, disminucion en pardmetros espectrales de
las FFC, baja variabilidad cardiaca, cambios en la temperatura periférica, y conducta
letargica. En contraste, la mayoria de los cambios en estos parametros fueron amortiguados
en las ratas a las que se les administrd oxitocina subcutanea, posiblemente como resultado
de un acoplamiento autonémico cardiorrespiratorio con influencias colinérgicas debido a la
administraciébn concomitante de oxitocina exdgena durante la endotoxemia inducida por
LPS.

Mis resultados en la investigacion en mujeres embarazadas sugieren que el trabajo
de parto es un proceso inflamatorio caracterizado por la disminucién de varios miembros
de la familia de citoquinas IL-10. Ademas, la menor anticorrelacién en las FFC (indicado por
valores de aysien cercanos a 0.5) y mayor variabilidad total en las FFC (indicado por valores
elevados del SDNN) en el trabajo de parto parecen reflejar una interaccion distinta entre las
ramas simpatica y parasimpatica del control autonémico cardiaco en comparacion con el
tercer trimestre de embarazo.

De manera general con todos estos hallazgos concluyo que el trabajo de parto es
un proceso inflamatorio acompafiado de una posible influencia concomitante de las ramas
simpatica y parasimpética del control autonémico, dicho mecanismo podria perdurar hasta
resolver el proceso inflamatorio, es decir posterior al nacimiento. Por ultimo, el hallazgo de
que diversas citoquinas, principalmente el sCD30 y los miembros de la familia de la IL-10
estén correlacionadas con parametros vagales de la FFC, sugiere un vinculo funcional entre

una inflamacion sistémica y la regulacion autonémica en el trabajo de parto.
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Prologo

Esta tesis la estructuré de la siguiente manera: el capitulo | “Introduccion” proporciona al
lector el estado del arte de la aplicacion del andlisis de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca en diversos procesos inflamatorios (como por ejemplo la endotoxemia), asi como
los fundamentos fisioldégicos, endocrinolégicos e inmunolégicos del trabajo de parto
necesarios para concebirlo como un proceso complejo. En el capitulo Il “Técnicas de
andlisis lineal y no lineal de las FFC y sistemas de adquisicion” se describen aspectos
relevantes de la tesis desde un punto de vista técnico y matematico, que involucra la
deteccidn de picos R del electrocardiograma, el preprocesamiento de las series de tiempo
R-R, la descripcion del analisis lineal y no lineal de las fluctuaciones cardiacas, también se
incluye una breve descripcion de los sistemas de adquisicion de biopotenciales y la técnica
de cuantificacion de marcadores inflamatorios.

Consecutivamente, desde el capitulo Il al capitulo VI presento los estudios
realizados a largo de mi trabajo de tesis doctoral, en donde utilicé el andlisis lineal y no
lineal de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca para extraer informacién sobre la
regulacién cardiovascular en un contexto experimental preclinico y otro clinico exploratorio.
En estos términos, cada uno de estos capitulos funge como un estudio individual; sin
embargo, éstos se encuentran interrelacionados con el propdsito de cumplir el objetivo
general de esta investigacion. La estructura de la tesis se encuentra resumida en el
diagrama de flujo de la Figura O.

Los estudios citados en el capitulo Il titulado “Efecto de la oxitocina exégena en la
dindmica cardiaca de ratas endotoxémicas” y IV “El rol de la oxitocina en la actividad
cardiorrespiratoria de ratas endotoxémicas” fueron desarrollados en su totalidad en el
Instituto de Psicologia Médica e Inmunobiologia del Comportamiento de la Universidad
Duisburg-Essen, Essen, Alemania. Para estos estudios utilicé un modelo animal en ratas,
con el proposito de validar si diversos parametros de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca eran sensibles para identificar una respuesta inflamatoria prototipica, provocada
por un cuadro de inflamacién inducida por la aplicacion de un lipopolisacérido (LPS). Asi
mismo, al ser la oxitocina una hormona de suma relevancia durante el trabajo de parto, se
exploré el efecto de la oxitocina sobre la dinamica de las fluctuaciones cardiacas y la

respiracion derivada del electrocardiograma durante la endotoxemia, es importante



subrayar que la oxitocina ha sido considerada por algunos autores como un potencial
agente antiinflamatorio y modulador colinérgico [1], [2].

Los estudios vinculados al capitulo V titulado “Reduccién de concentraciones séricas
maternas de la familia de la IL-10 en el trabajo de parto activo” y VI “Analisis de la dinamica
cardiaca y su correlaciéon con marcadores inflamatorios en el trabajo de parto activo” fueron
desarrollados totalmente en la CDMX, México, en colaboracion con el Centro de
Investigacibn Materno Infantil del Grupo de estudios al nacimiento (CIMIGen) y el
Laboratorio de Psicoinmunologia del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente
Mufiz”. En estos capitulos realicé un estudio longitudinal en mujeres en el tercer trimestre
de embarazo y consecuentemente en el trabajo de parto activo; se cuantificaron diversos
perfiles de citoquinas y se estimaron parametros de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca. Posteriormente busqué correlaciones lineales a través de andlisis univariado y
multivariado y se aplicaron técnicas de reconocimiento de patrones para futuras
aplicaciones diagnésticas. Por ultimo, en el capitulo VII muestro las conclusiones generales
de todo el trabajo de tesis doctoral en conjunto y finalmente procedo a plantear perspectivas

a futuro del trabajo de investigacion.

Capitulo |
Introduccion

Capitulo 1l

Técnicas de andlisis lineal
y no lineal de las FFCy
sistemas de adquisicion

Experimental Clinico exploratorio
Capitulo 1l Capitulo V
|| Estudio I: Efecto de la || Estudio lIl: Citoquinas en
oxitocina en la dindmica el tercer trimestre y
cardiaca en endotoxemia trabajo de parto
Capitulo IV Capitulo VI
| ] . L, || Estudio IV: Correlaciones
Estudio II: Respiracién y P .
- de la dindmica cardiaca 'y
endotoxemia

\ marcadores inmunes

f

Conclusiones

generales

Figura 0. Estructura de la tesis en capitulos.



Capitulo |

|. Introduccion

Resumen: Este capitulo pretende introducir al lector a entender el proceso de inicio del
trabajo de parto desde una perspectiva fisiolégica, endocrinolégica e inmunoldgica, asi
como también a comprender la vinculacion del andlisis de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca (FFC) con procesos inflamatorios sistémicos. También aporta evidencia de la
regulacién autonémica cardiaca que se podria manifestar en el trabajo de parto a través de
la llamada via o respuesta colinérgica antiinflamatoria.

Primero, la seccion 1.1 presenta la definicion fisiologica del trabajo de parto y las
aproximaciones endocrinologicas e inmunoldgicas que explican su desencadenamiento.
Posteriormente la seccion 1.2 aborda la homeostasis energética del trabajo de parto, en la
seccion 1.3 se discute acerca de la potencial participacion de la via colinérgica
antiinflamatoria durante el trabajo de parto, la seccion 1.4 introduce al lector de una manera
general al analisis de las FFC y conjuntamente en la seccién 1.5 se hace una revision de la
vinculacion de los algunos indices de las FFC con procesos inflamatorios sistémicos.
Debido a la importancia de la oxitocina durante el trabajo de parto, en la seccién 1.6 se
indaga su rol como potencial agente antiinflamatorio. Ademas, el planteamiento del
problema, la justificacion, los objetivos generales, especificos y la hipotesis de la tesis se
definen en las secciones 1.7 a 1.10 respectivamente. Finalmente, el presente capitulo cierra
con algunas consideraciones iniciales a manera de sintesis en la seccion 1.11.

Es pertinente mencionar que parte de este desarrollo teérico ha sido publicado como:
Reyes-Lagos JJ, Echeverria JC, Pefia-Castillo MA, Montiel-Castro A, Pacheco-Lépez G.
Physiological, Immunological and Evolutionary Perspectives of Labor as an Inflammatory
Process. Advances in Neuroimmune Biology, 2014; 5(2), 75-89. doi: 10.3233/NIB-140085.
Una copia de dicho articulo se encuentra en el Apéndice E.

1.1 El trabajo de parto y su desencadenamiento: una perspectiva
endocrinoldgica e inmunoldgica

El trabajo de parto es un proceso fisioldgico por el cual el feto es expulsado del Gtero hacia
el mundo externo. Este se define como un aumento en la actividad miometrial o, mas
precisamente, un cambio en el patron de contractiidad miometrial de contracciones
irregulares (de poca duracion, de baja frecuencia y poca intensidad) a contracciones
regulares (de mayor duracion, alta frecuencia, mayor intensidad), dando como resultado el
borramiento y la dilatacién del cuello uterino [3]. En el parto normal parece existir una
relacion temporal dependiente entre los cambios bioquimicos en el tejido conectivo del
cuello uterino, que usualmente precede a las contracciones uterinas y la dilatacion cervical.

Todos estos eventos suelen ocurrir antes de la ruptura espontdnea de las membranas [4].



La duracién media del embarazo humano es de 280 dias (40 semanas) a partir del
primer dia posterior a la fecha de ultima menstruacion (FUM). El trabajo de parto a término
se produce entre las 37.0 a 42.0 semanas de gestacion [5]. En este sentido, el trabajo de
parto a término es considerado fisiolégicamente como la liberacién natural y espontanea de
los efectos inhibitorios presentes en el embarazo sobre el miometrio [6]. De hecho, se sabe
que tejido miometrial quiescente de Uteros a término en solucién isotdnica, presentan
efectos contractiles vigorosos y espontaneos sin necesidad de estimulos adicionales [6],
[7]. In vivo, sin embargo, es probable que ambos mecanismos sean importantes.

La regulacion de la actividad uterina durante el embarazo y el trabajo de parto puede
dividirse en cuatro fases fisioldgicas distintas [8]. Durante el embarazo, el Gtero se mantiene
en estado de quiescencia funcional (fase 0) a través de la accién de varios inhibidores,
incluyendo la progesterona, la prostaciclina, la relaxina, el 6xido nitrico, el péptido
relacionado con la hormona paratiroidea, la hormona liberadora de corticotropina, el
lactégeno placentario humano, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, la
adrenomedulina y el péptido intestinal vasoactivo. Antes del término, el Gtero sufre una
activacion (fase 1) y una estimulacion (fase 2). La activacion se produce en respuesta a las
uterotropinas, incluyendo el estrgeno, y se caracteriza por el aumento de la expresion de
una serie de contracciones asociadas a proteinas (incluyendo los receptores miometriales
para las prostaglandinas y la oxitocina), la activacion de ciertos canales i6nicos y un
aumento de la conexina 43 (un componente clave de las uniones intercelulares gap). Un
aumento de las uniones gap entre las células miometriales adyacentes resulta en la
sincronia eléctrica del miometrio y permite la coordinacion eficaz de las contracciones
uterinas. Una vez activado, el Utero puede ser estimulado al contraerse por la accion de las
uterotoninas tales como la oxitocina y las prostaglandinas. La involucién del Gtero después
del parto ocurre en la fase 3 y esta mediada principalmente por la oxitocina [9].

Complementariamente a este conocimiento, algunos estudios en animales han
sugerido la importancia del feto en el control y desencadenamiento del trabajo de parto [10],
[11]. Estos revelan que la activacion del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) fetal
produce un aumento en la produccién del cortisol suprarrenal. De esta manera, el cortisol
fetal estimula la actividad de la enzima 17 a-hidroxilasa / 17, 20-liasa (CYP) placentaria,

que a su vez cataliza la conversion de pregnenolona en estradiol (Figura 1.1).



La disminucion de los niveles de progesterona acompafada del aumento de los
estrégenos al final del embarazo, modifican la sintesis de las prostaglandinas (PG) uterinas
y por ende favorece al desencadenamiento del trabajo de parto [5].
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Figura 1.1. Doble via por la cual el desarrollo fetal controla el inicio del trabajo de parto mediante sefiales
endocrinas y mecanicas. Eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) fetal, P-progesterona, E-estrogenos. El
desencadenante del inicio del trabajo de parto comprende una cascada endocrina fetal que involucra al eje
HHA, que, en la mayoria de las especies, conduce a un aumento del estrégeno y a una disminucion de la
progesterona en el plasma materno. Esta cascada endocrina conlleva tanto a la activacion como a la
estimulacion del miometrio a través del aumento de la produccién de agonistas uteroténicos como la oxitocina
y las prostaglandinas. Imagen adaptada de [5].

En general, podemos considerar que el proceso fisioldgico del inicio del trabajo de
parto es un evento dicotdmico, es decir, no se dispara y se mantiene el embarazo, o por el
contrario dicho proceso se desencadena. Si se inicia el trabajo de parto, el tejido conectivo
cervical y el musculo liso deben ser capaces de dilatarse para permitir el paso del feto desde
el utero. En sintesis, los procesos endocrinos que involucran el inicio del trabajo de parto
son: 1) un cambio de la progesterona hacia la dominancia de los estr6genos; 2) un aumento
de la respuesta a la oxitocina mediante la regulaciéon de la expresion de los receptores de
oxitocina miometriales; 3) un incremento en la sintesis de prostaglandinas en el Utero; 4)
un decremento de la actividad del 6xido nitrico; 5) una elevacion del flujo de calcio a los
miocitos [12], [13] con la adenosina trifosfato (ATP) dependiente de la unién de la miosina
a la actina [5] y 6) un aumento de la endotelina que produce mayor flujo sanguineo uterino

y actividad miometrial [14] (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Control endocrinolégico del embarazo y el trabajo de parto en mujeres. El equilibrio entre los efectos
del estrogeno y la progesterona es fundamental para el mantenimiento del embarazo y el inicio del trabajo de
parto. Otros factores hormonales importantes que modulan este equilibrio también se muestran en el esquema.
El término CRH es la abreviatura de la hormona liberadora de corticotropina por sus siglas en inglés corticotropin
releasing hormone. Imagen adaptada de [5].

Otras aproximaciones han considerado que durante el embarazo el feto debe ser
inmunolégicamente tolerado por la madre para permitir que se desarrolle y alimente [15].
Dado que el trabajo de parto puede ser un evento fisiologico mediado por citoquinas
proinflamatorias, al exhibir caracteristicas de inflamacion, algunos autores han considerado
qgue los privilegios inmunoldgicos que la interfaz feto-placentaria disfruta durante el
embarazo son revocados en el momento de inicio del trabajo de parto [16]. En ese sentido,
diversos estudios apoyan la hipétesis de que el trabajo de parto involucra un evento
inflamatorio [17]—[23].

El sistema inmunitario generalmente se puede clasificar en el sistema inmunitario
innato y el sistema inmunitario adaptativo. El primero es un sistema inespecifico que
proporciona una defensa inmediata contra patégenos, mientras que el segundo es mas
especifico, caracterizado por los linfocitos T y B. Aunque existe un vinculo entre estos
linfocitos, las células B y sus anticuerpos dan lugar principalmente a la inmunidad humoral,
mientras que las células T proporcionan principalmente inmunidad mediada por células
[24]. Las células T auxiliares (CD4+) forman un subconjunto de células T y pueden

subdividirse en células T auxiliar 1 (Thl) y células T auxiliar 2 (Th2) dependiendo de su



patron de produccion de citoquinas. Las células Thl segregan citoquinas proinflamatorias
tales como la interleucina (IL)-1, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, el interferon gamma (IFN-y) y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), mientras que las células Th2 secretan citoquinas
antiinflamatorias como la IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, el factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos o (GM-CSF), [25] (Figura 1.3).

En condiciones normales estas citoquinas se hallan en equilibrio, pero, dependiendo
del tipo de estimulo, se promovera una u otra respuesta. Ambos grupos de citoquinas son
inhibitorias entre si; por ejemplo, las Thl inhibiran mediante la liberacion IFN-y la via Th2,
y, a la inversa, los linfocitos Th2 mediante la liberacion de IL-10 pueden inhibir la via
Th1[26].

 ———
(-)
IL-1, IL-2, IL-15, IL-15, IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
~ IFN-y, TNF-a _ TGF-B, GM-CSF
Citocinas proinflamatorias Citocinas antiinflamatorias

Dominancia respuesta
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Tc) activados y sus citocinas Mediada por anticuerpos producidos
Inmunidad especifica mediada por por células plasmaticas derivadas de
fagocitos linfocitos B

Figura 1.3. Células y citoquinas Thly Th2. Las citoquinas tipo Th1 inducen una respuesta inmune inflamatoria
mientras que las citoquinas tipo Th2 favorecen la respuesta antiinflamatoria. Ambos tipos de citoquinas se
interregulan. Diagrama tomado de [26].

Wegmann et al. desarrollaron por primera vez la hipétesis de que durante el
embarazo hay un cambio de una respuesta Thl a una Th2 que induce funcionalmente la
tolerancia materna e inmunomodulacion [27]. De acuerdo con esta nocion, la administracion
de interleucinas Thl como el IFN-y [28] e IL-2 [29] conduce a abortos y trabajos de parto

prematuros en ratones. Del mismo modo, ratones CBAXDBA/2 que tienen placentas
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deficientes en IL-4 e IL-10 son propensos a la reabsorcion fetal. Sin embargo, el tratamiento
con IL-10 intraperitoneal protege a los fetos de ser reabsorbidos [30].

Durante el embarazo, las células T participan en el mantenimiento de la tolerancia
periférica materno-fetal. Colectivamente, estas células crean un microambiente
antiinflamatorio que mantendra el embarazo. De acuerdo con Gomez-Lopez et al. se
sugiere que los siguientes eventos inmunoldgicos podrian desencadenar el trabajo de parto
[31]: (1) la activacién de las células inmunes innatas y adaptativas aumenta su capacidad
migratoria; (2) los tejidos reproductivos y la interfaz materno-fetal reclutan las células
activadas a través de la liberacién de quimiocinas tales como CXCL10, CXCL8, CCL2 y
CCL5; (3) los leucocitos infiltrados amplifican el microambiente proinflamatorio en la
interfaz materno fetal que conlleva al trabajo de parto. Un estimulo desencadenador (por
ejemplo, infeccion/inflamacion, estrés, etc.) podria provocar la activacién prematura de esta
via, produciendo un cambio de un microambiente antiinflamatorio a un microambiente
proinflamatorio y consecuentemente al trabajo de parto prematuro (Figura 1.4). En la Figura
1.5 se muestra una vision general de las células inmunes innatas y adaptativas en los
tejidos reproductivos y en la interfaz materno-fetal. Los neutrofilos estan presentes en el
cuello uterino, miometrio, membranas fetales y decidua a término; sin embargo, su
densidad aumenta en el miometrio y la decidua debido al trabajo de parto. Los macréfagos
estan presentes en el cuello uterino, miometrio, membranas fetales y decidua a término y
su densidad aumenta en todos estos tejidos, excepto en el cuello uterino durante el parto
prematuro y a término. Los macrofagos cervicales también parecen participar en los
procesos de recuperacion postparto. Los mastocitos se encuentran en los tejidos cervicales
y miometriales durante la gestacion; sin embargo, sus roles durante el trabajo a término y
prematuro no estan claros. Las células T efectoras CD4+ estan presentes en los tejidos
deciduales durante el trabajo de parto a término. Las células T citotdéxicas (CTL) se
encuentran en el embarazo a término y en los tejidos placentarios en casos de
enfermedades placentarias como la villitis de etiologia desconocida; sin embargo, su papel
durante el trabajo de parto es desconocido. Las membranas fetales muestran reclutamiento
de células B durante el parto a término, también estas células se encuentran en los tejidos

deciduales y el cordén umbilical [31].
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Figura 1.4. Via sugerida que conduce al trabajo de parto a término o prematuro: (1) la activacion de las células
inmunes innatas y adaptativas aumenta su capacidad migratoria; (2) la interfaz materno fetal recluta las células
activadas mediante la liberacién de quimiocinas tales como CXCL10, CXCL8, CCL2 y CCLS5; (3) los leucocitos
infiltrados amplifican el microambiente proinflamatorio en la interfaz materno-fetal que llevan al parto. Un
estimulo desencadenador (por ejemplo, infeccion / inflamacion, inflamacién estéril, estrés, etc.) podria provocar
la activacion prematura de esta via, resultando en un cambio de un microambiente antiinflamatorio a un
microambiente proinflamatorio y consecuentemente a un trabajo de parto prematuro. Imagen tomada de [31].

En resumen, la paradoja inmunoldgica del embarazo se basa en un equilibrio tanto
de la tolerancia inmune como de la inmunosupresion [32]. De esta manera, la colaboracién
entre la respuesta innata y adaptativa del sistema inmunitario es necesaria para mantener
el embarazo hasta el término. Una interrupcion de cualquiera de las respuestas podria
resultar en un parto prematuro. Por ello, la investigacion dirigida a las células inmunitarias
involucradas en el proceso de trabajo de parto podria revelar nuevas estrategias para

prevenir el parto prematuro.
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Figura 1.5. Células inmunolégicas en trabajo de parto a término (TL) y pretérmino (PTL). Representacion
esquemaética de las células inmunes innatas y adaptativas en los tejidos reproductivos y en la interfaz materno
fetal. Imagen tomada de [31].

Puesto que el trabajo de parto implica un trabajo muscular intenso y por
consiguiente, una actividad metabdlica importante [33], se debe considerar también que
una regulacién energética rigurosa deberd ser alcanzada por los procesos fisioldgicos
homeostaticos durante esta etapa final del embarazo, donde se estan produciendo dos
procesos fisioldgicos altamente demandantes de energia. Estas consideraciones se

presentaran en la siguiente seccion.

1.2 La homeostasis energética durante el trabajo de parto

Durante el embarazo, el feto requiere de glucosa y aminoacidos para su desarrollo y
crecimiento, lo cual coloca a la mujer embarazada en un estado continuo de demanda
energética. Estudios del metabolismo energético han demostrado la necesidad de regular
el uso de nutrientes [34], [35]. Llama la atencion que los estudios sobre el balance
energético durante el embarazo se han limitado a una estimacién de las reservas
acumuladas por la madre, estimando que al final de la gestacién se acumula una reserva
energética de aproximadamente 30,000 Kcal [34] en la grasa depositada. Por supuesto,
esta reserva es importante para satisfacer las demandas del feto, pero posiblemente,
también, para hacer frente a un periodo importante de gasto energético causado
principalmente por un aumento de la actividad contractil en el miometrio durante el trabajo

de parto. De hecho, la frecuencia cardiaca materna durante la expulsion aumenta hasta
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niveles comparables con el ejercicio moderado o intenso [36], proporcionando asi un punto
de partida para comprender las demandas energéticas de este fendmeno fisioldgico.

Los mecanismos moleculares implicados en la quiescencia uterina durante la
gestacién y la induccién del trabajo de parto no son entendidos por completo, aunque se ha
demostrado que el metabolismo energético del musculo uterino es diferente entre el
embarazo y el trabajo de parto [37]. La glucosa representa el reservorio de energia primario
materno durante la primera etapa de dicho proceso (cuando se inician las contracciones
uterinas) y segunda etapa (cuando se alcanza una dilatacion completa del cérvix) [35]; por
lo que si el trabajo de parto se prolonga y si la fuente de glucosa es limitada, la
gluconeogénesis puede llegar a ser insuficiente. Durante el trabajo de parto normal, la
concentracion de &cidos grasos libres y cuerpos ceténicos aumenta, lo que lleva a la
produccién de sustratos distintos a la glucosa y a una reduccion relativa de carbohidratos
[38], [39]. Por lo tanto, los esfuerzos producidos en el trabajo de parto disminuyen
rapidamente la disponibilidad de carbohidratos, lo que lleva a que el cuerpo de la mujer
metabolice grasa para obtener energia. En consecuencia, la disponibilidad de aminoacidos
en el torrente sanguineo materno y fetal se reducen, mientras que los acidos grasos y las
cetonas aumentan [40]. Ademas, Scheepers et al. sugirieron que la hiperglucemia materna
ocurre durante el trabajo de parto, lo que lleva a incrementos en la produccion de lactato
materno y fetal, resultando en acidosis metabdlica [35].

Es bien sabido que, durante la actividad fisica, el consumo de energia esta vinculado
a la duracion real de esta actividad [41]. Pero, dado que el trabajo de parto se puede
extender durante varias horas (el tiempo promedio del trabajo de parto para una mujer
primipara es alrededor de 16 a 17 horas) [42], éste se convierte en un proceso de alta
demanda energética similar a la del ejercicio moderado a pesado de acuerdo a Séhnchen
et al. [36]. Por ejemplo, el gasto energético para una mujer de 55 kg durante el ejercicio
moderado a pesado es de entre 3.5 a 7.7 kcal/min [43], por lo que se podria estimar un
consumo energético de entre 3400-7900 kcal para una mujer durante 16 a 17 horas en
trabajo de parto. En este contexto existe poca evidencia empirica sobre el gasto energético
durante el trabajo de parto. Algunos autores han reportado un consumo bajo como 50 a 100
kcal por hora de [44] y tan alto como 300 a 520 kcal [45]. Esta variacion puede estar
relacionada con las diferencias en el gasto energético entre la primera y segunda etapa del
trabajo de parto [46]. Katz et al. plantearon que debido al caracter intermitente de las
contracciones uterinas, un trabajo de parto normal no impone altas demandas energéticas

en la parturienta, pero que un trabajo de parto prolongado puede ocasionar alteraciones

11



metabdlicas maternas [47]. Por lo tanto, estas consideraciones proporcionan oportunidades
para la realizacion de futuras investigaciones sobre el balance energético durante el trabajo
de parto.

Steingrimsdattir et al. indicaron que en lugar de los lipidos, el musculo liso uterino
de la mujer embarazada usa glucosa como su principal metabolito nutritivo y que en
comparacion con el muasculo estriado, la ruta anaerébica del metabolismo de la glucosa es
mas activa en el miometrio [48]. También, se ha sugerido que la glucosa tiene un papel
critico como combustible principal para la formaciéon de ATP, ademas de que el adenilato
quinasa y las reacciones de 5' nucleotidasa estan involucradas en eventos vinculados a la
escasez de glucosa [48]. Chew y Rinard, sugirieron que el glucégeno es un metabolito
importante, ya que se encontré6 que el contenido de glucégeno miometrial en ratas
embarazadas aumentd justo antes del parto [49]. Sakamoto et al. reportaron que durante la
Ultima etapa de gestacion en ratas prefiadas hay un aumento gradual en los receptores de
insulina, con picos en el dia del parto [50]. Otros hallazgos sugieren la eficacia de la insulina
en el Utero de ratas embarazadas, mostrando que su comportamiento en el miometrio fue
similar al observado en el musculo esquelético [51]. Por lo tanto, la inflamacién miometrial
por medio de la resistencia a la insulina podria ser requerida para mantener el flujo de
energia que sostiene las contracciones uterinas, esto es sustentado con el hecho que
algunos estudios reportan efectos antiinflamatorios de la insulina [52].

Desde un punto de vista inmunolégico y como ya se ha mencionado previamente,
el trabajo de parto es considerado como un evento inflamatorio. Desde esta perspectiva, la
regulacion de la homeostasis energética y la respuesta inmune son cruciales para la
supervivencia de un organismo [53]. Por ejemplo, en las enfermedades inflamatorias
cronicas, el balance energético se ve alterado en gran medida debido al consumo excesivo
de un sistema inmunitario activado [53]. A su vez, este proceso debe estar ocurriendo
durante el trabajo de parto para cumplir con el consumo energético de la madre y el feto.
Por lo tanto, la respuesta inmune de la madre y la regulacion metabdlica deben estar
integradas y la funcion de cada una debe ser altamente dependiente de la otra. Segun
Hotamisligil et al., esta interrelacion se puede ver como un mecanismo homeostatico [54].
Es bien conocido que una respuesta inmune implica una inversion sustancial de energia
[55]-[57]; por lo tanto, la inmunidad es dependiente de un compromiso entre otros procesos
de energia altamente exigentes [58]. El trabajo de parto es un proceso de consumo
energético en el cual la interaccion inmune y energética entre la madre y el feto todavia no

esta completamente entendida. Desde este punto de vista, el trabajo de parto puede ser
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considerado como una "reaccion de demanda energética”, provocado por la actividad del
sistema inmunitario, la movilizacién de las reservas energéticas (lipdlisis/glucogendlisis), y
la induccidn de resistencia a la insulina en el higado, tejido adiposo y musculo esquelético,
con el resultado general de la asignacion apropiada de sustrato energético a las células
inmunes activadas [53] y, claro, también al miometrio. A medida que el sistema inmunitario
necesita muchos suministros ricos en energia [59], la inflamacion del tejido local debe ser
mantenida por suministros energéticos en sitios locales o sistémicos. Por lo tanto, la
participacion de una respuesta antiinflamatoria por el sistema inmunitario es vital para
restringir la inflamacién [60] y para limitar el aumento progresivo de las demandas

energéticas durante el trabajo de parto.

1.3 La respuesta colinérgica antiinflamatoria (RCA) durante el
trabajo de parto

El nervio vago es el nervio principal de la divisién parasimpatica del sistema nervioso
auténomo (SNA), regula la funcién de los érganos, incluyendo la frecuencia cardiaca, la
motilidad intestinal y la constricciéon bronquial a través de fibras motoras eferentes [61].
Aproximadamente el 80% de las fibras del nervio vago son fibras sensoriales que recogen
informacién de las vias respiratorias, el corazén, el higado y el tracto gastrico a través de
receptores que responden a la presion y la temperatura [62]. La evidencia experimental
sugiere que el componente aferente del nervio vago también transmite informacion al
cerebro sobre los procesos inflamatorios que ocurren en la periferia. Por ejemplo, la
administracion intraperitoneal de la citoquina proinflamatoria IL-13 induce la expresién del
marcador de activacion neural c-Fos en las neuronas aferentes del nervio vago [63], que
expresan los receptores IL-1B [64]. La vagotomia abroga el comportamiento de enfermedad
0 sickness behavior originado en el sistema nervioso central (SNC) en respuesta a
inyecciones intraperitoneales de IL-1 3 o lipopolisacarido (LPS). De esta manera el sistema
inmunitario “recoge” la informacién generada en la periferia y sirve como un érgano
sensorial que informa al cerebro de estimulos nocivos [65]. Las fibras aferentes del nervio
vago alcanzan el bulbo raquideo y terminan en el nicleo del tracto solitario (NTS), donde la
liberacion de glutamato se incrementa en respuesta a la administracion periférica de LPS o
IL-1B. La informacién que llega al NTS es llevada al nacleo motor dorsal del vago (NMDV),
gue es el origen de las neuronas preganglionares cuyos axones encarnan el componente

eferente del nervio vago. La conexion entre el NTS y el NMDV coordina las sefales
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aferentes vagales y las respuestas eferentes vagales. EI SNA, a través de esta estructura
anatdémica, “recoge” la informacion de las respuestas inflamatorias periféricas y responde
en tiempo real a través de las fibras eferentes del nervio vago que mantienen la

homeostasis, un mecanismo conocido como el reflejo antiinflamatorio [66] (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Reflejo antiinflamatorio. Los patdégenos y el dafio tisular inducen la liberacion de citoquinas que
sirven para limitar la extensién de la infeccién y promover la reparacion tisular. Las vias reguladoras humorales
y neurales regulan la magnitud de la respuesta inflamatoria. Las citoquinas liberadas en el sitio inflamatorio
activan las vias aferentes del nervio vago y llegan al nucleo del tracto solitario (NTS) y posteriormente al nicleo
motor dorsal del vago (NMDV), proporcionando asi la informacion del sistema nervioso autbnomo con respecto
al estado inflamatorio periférico. Las sefiales compensatorias son transportadas por el nervio vago eferente y
alcanzan el sitio de la inflamacién donde los neurotransmisores actian sobre los macrofagos y otras células del
sistema inmunitario para atenuar la respuesta inflamatoria. Imagen adaptada de [67].

Como se describié anteriormente, el trabajo de parto se puede concebir como un
proceso inflamatorio asociado con el incremento de citoquinas proinflamatorias [15], [68]—
[70]. Por lo anterior es plausible proponer que durante el parto un proceso homeostatico
antiinflamatorio deberia de existir para contener la liberacién de citoquinas proinflamatorias
y moderar, entre otros factores, el consumo energético. En este sentido el reflejo
antiinflamatorio a través de la via vagal propuesto por Tracey es una opcion pertinente.
Adicionalmente, en algunas condiciones, puede existir una coactivacion o sinergia de los
sistemas simpatico/parasimpatico que se manifiesta a través de la liberacion de
adrenalina/noradrenalina y acetilcolina (ACh), respectivamente [66]. Debido a que los
reflejos de dolor y lucha se manifiestan probablemente durante el trabajo de parto, una
participacion simpdética también podria estar implicada. Por lo tanto, ambos sistemas

probablemente actian para regular la inflamacion. Esto es apoyado por el hecho de que
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algunos autores han mencionado que los sistemas simpatico y parasimpéatico modulan el
flujo de sangre uterino que producen las contracciones; documentado experimentalmente
en ratas [71]. Ahora, teniendo en cuenta el papel de las mioquinas, que son aquellas
citoquinas u otros péptidos que son producidos, expresados o liberados por las fibras
musculares esqueléticas, [72], se reconoce que los musculos esqueléticos expresan y
liberan mioquinas en el torrente sanguineo en respuesta a la contraccibn muscular por la
actividad fisica. Dado que las fibras musculares expresan la mioquina IL-6, algunos estudios
apoyan la relacion entre un efecto antiinflamatorio del ejercicio y la IL-6, debido a que estas
mioquinas estimulan la produccién de las citoquinas antiinflamatorias clasicas como la IL-
1ra [73], [74]. Incluso se ha reportado una vinculacién entre los tres principales fenotipos
del miometrio (es decir, proliferativo, sintético y contractil), y las tres fases de la
transformacion inmunolégica (es decir, la iniciacion, la tolerancia y la activacion) [75]. Sin
embargo, esto lleva a preguntarse: ¢,cual es la participacion de las mioquinas del miometrio
durante el trabajo de parto? Algunos reportes sugieren que el estiramiento de los miocitos
uterinos aumentan la expresion de RNAm de IL-8 durante el inicio del trabajo de parto [76].
Por otra parte, se ha visto que las citoquinas IL-183, IL-6 e IL-8 presentaron niveles mas altos
en el suero materno durante el inicio del trabajo de parto, en comparacion a mujeres sin
evidencia de estar en él [77]. Al hacer una analogia entre el ejercicio y el trabajo de parto,
podriamos hipotetizar que la fuerte actividad uterina contribuye a inducir una condicion de
inflamacién por medio de una produccion mioquinas. Sin embargo, esto ain no ha sido
empiricamente comprobado. Por otra parte uno de los principales factores
desencadenantes de la inflamacion es la infeccion, siendo ciertas moléculas de
microorganismos invasores el estimulo inicial desencadenante [78]—[80].

En este contexto y considerando que el trabajo de parto debe iniciarse
espontaneamente y en condiciones libre de microbios [81], el trabajo de parto de bajo riesgo
y a término podria ser conceptualizado como un “evento inflamatorio estéril”. La evidencia
clinica apoya esta propuesta, con algunos resultados mostrando que la via de IL-1 juega
un papel clave en la inflamacion neutrofilica a diversos estimulos estériles, incluyendo una
variedad de particulas irritantes y células muertas [82]; y esta misma citoquina ha sido
implicada en el mecanismo del parto humano, ya que se ha reportado que mujeres
embarazadas sin evidencia de encontrase en trabajo de parto tuvieron concentraciones
indetectables de IL-1a en comparacion con un grupo de mujeres en trabajo de parto con

niveles altos de IL-1 circulante [83].
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Una de las citoquinas que podria ser clave para el mantenimiento del embarazo es
la IL-10, o incluso la familia de la IL-10. De hecho, la regulacion de esta citoquina
antiinflamatoria conduce a la supresion de las células natural killer (NK) y los linfocitos T
frente a los aloantigenos fetales. Los factores que alteran la expresion de la IL-10,
incluyendo infecciones y variaciones genéticas dentro del gen de IL-10, podrian determinar
el resultado del embarazo. Ademas, la alteracion en la expresion de la IL-10 también esta
asociada con la incidencia en partos prematuros. Por otro lado, la administracion exdégena
de IL-10 puede disminuir los efectos patolégicos de la inflamacién que es frecuente en el
parto prematuro [84].

En la Figura 1.7 se presenta un esquema que sugiere los procesos que
desencadenan el trabajo de parto a término y su vinculacion con el SNA: un estimulo estéril
es censado por los receptores del tipo Toll (TL), produciendo un aumento en la produccién
de citoquinas proinflamatorias: IL-1, TNF-q, IL-8, IL-6, y
proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), entre otras. Estas citoquinas y quimiocinas
podrian aumentar entre si para facilitar su produccion, asi como para reclutar neutréfilos y
macrofagos a la interfaz materno-fetal e incrementar la produccion de mediadores de
inflamacién (entre los mas importantes parecen estar las prostaglandinas y las
metaloproteinasas de la matriz). Estos distintos mediadores tienen una variedad de efectos
en distintos tejidos; produciendo asi contracciones uterinas, dilatacién y borramiento del
cérvix y estimulando la produccién de mioquinas. Sin embargo; el reflejo colinérgico
antiinflamatorio se activaria para restringir la inflamacion, produciendo la inhibicién de
sintesis de citoquinas proinflamatorias y el incremento de receptores de citoquinas

antiinflamatorias [66].
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Figura 1.7. Diagrama del proceso inflamatorio durante el trabajo de parto y su posible relacién con una
respuesta estéril antiinflamatoria. De acuerdo con Tracey, 2002, esta respuesta a veces presenta una
coactivacion de los sistemas simpatico y parasimpatico para contender con la inflamacion. La citoquina IL-10
también podria estar involucrada (ver texto). Imagen tomada de [85].
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1.4 El andlisis de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca (FFC)

Un método no invasivo para evaluar indirectamente la actividad del SNA es el andlisis de
las fluctuaciones o variabilidad de la frecuencia cardiaca (FFC). El analisis de las FFC tiene
como objetivo separar y cuantificar la respuesta cardiaca autbnoma en simpética
(adrenérgica) y parasimpatica (colinérgica). Las ramas simpatica y parasimpatica del SNA
y sus influencias en la frecuencia cardiaca (FC) y en las FFC estan bien establecidas. La
actividad simpética tiende a aumentar la FC y reducir las FFC, mientras que la
parasimpatica tiende a disminuir la FC y aumentar las FFC [86]. Los intervalos de tiempo
entre latidos cardiacos consecutivos se miden en el electrocardiograma (ECG) desde el
méaximo de la onda R hasta la siguiente onda R. Se denominan convencionalmente
intervalos R-R (Figura 1.8). Por lo tanto, las FFC se definen como la variacion temporal de
intervalos R-R consecutivos, esta variacion depende del control autonémico del corazon.
Las variaciones en los periodos cardiacos consecutivos pueden ser evaluadas por varios
métodos matematicos, ya sean métodos en el dominio del tiempo, métodos en el dominio
de la frecuencia, métodos no lineales, entre otros [86].

Un grupo de investigadores inicié en 2006 una serie de debates sobre el papel de
las FFC como un indice de control autonémico, concluyendo que las diferentes técnicas de
analisis de las FFC mostraron indices asociados con el control autonémico del corazéon [87].
De hecho, varios estudios han relacionado especificamente la actividad antiinflamatoria
colinérgica con los cambios en algunos de los indices de las FFC; por lo tanto, son
considerados como parametros Utiles para la exploracién de la actividad de dicha via [88].
En particular, dado que la raiz cuadrada del promedio de la suma de las diferencias
cuadraticas entre intervalos R-R adyacentes (Root Mean Square of the Successive
Differences , por sus siglas en inglés RMSSD) es comiUnmente usada como un indice
autonémico vinculado al control cardiaco vagal, y que estad estrechamente ligada a la
respiracion a través de la arritmia sinusal respiratoria [89], se ha propuesto a este parametro
como una de las herramientas del domino temporal que puede vincularse al reflejo
colinérgico antiinflamatorio [90]. La actividad parasimpatica también se puede cuantificar
mediante el andlisis espectral de las FFC, proporcionando el indice de alta frecuencia (High
frequency, en sus siglas en inglés HF) en la banda de 0.15-0.4 Hz.

Todas estas técnicas de andlisis se describen con mas detalle en el capitulo Il

secciones 2.2y 2.3 de la presente tesis.
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Figura 1.8. Unintervalo R-R es el tiempo transcurrido entre dos ondas R sucesivas del ECG. Los intervalos R-
R muestran la variacion entre latidos consecutivos.

1.5 El andlisis de las FFC y su vinculacibn con procesos
inflamatorios

Algunos autores han reportado que diversos procesos inflamatorios pueden modificar
parametros de la FFC. Por ejemplo, las enfermedades at6picas, tales como la dermatitis,
se han vinculado con cambios en la modulacién autonémica hacia una mayor actividad
parasimpatica. Los pacientes con dermatitis presentaron valores elevados de los
parametros vagales (por ejemplo, una RMSSD aumentada) con respecto a los controles.
Con base en estos resultados, Boettger et al. llegaron a la conclusion de que los ajustes
autonémicos son causados por la respuesta colinérgica antinflamatoria (RCA) para aliviar
los sintomas de la dermatitis atépica [91]. Es importante mencionar que otros estudios
refuerzan la consideracion de que la actividad cardiovagal, cuantificada por el andlisis de
las FFC, podria proporcionar indicios para comprender el reflejo colinérgico antiinflamatorio
[92].

Existen estudios que han vinculado diversos marcadores inflamatorios en personas
sanas, como el factor de necrosis tumoral TNF-a, las citoquinas IL-8 e IL-6, el fibrindgeno,
el receptor activador de plasmindégeno uroquinasa (SUPAR), la proteina C reactiva (CRP) y

el nimero de leucocitos con parametros de las FFC [93], [94]. En estos trabajos se concluy6
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que existe una asociacion inversa entre algunos marcadores inflamatorios con los
parametros extraidos de las FFC, ademas de que se presenta una disminucion de actividad
vagal que promueve la produccién de citoquinas proinflamatorias. Ademas de esto, se han
estudiado escenarios que conllevan a procesos inflamatorios especificos, donde se observo
un cambio en los indices de las FFC: como la exposicion a particulas ambientales como el
sulfato de niquel (NiSO4). En dicho trabajo se reportaron valores del logaritmo natural de
RMSSD y de la desviacion estandar de los valores NN (standard deviation of all normal R-
R intervals por sus siglas en inglés, SDNN) aumentados en ratas durante 72 h después de
la exposicion a NiSO4, lo que se atribuye a un desequilibrio autonémico cardiaco debido a
estrés oxidativo e inflamacién [95].

Otro escenario inflamatorio sistémico es el de endotoxemia inducida por LPS, éste
se ha estudiado tanto en humanos como en modelos animales. Huang et al., demostraron
en el 2010 que las descargas de los nervios vagales aferentes y eferentes en ratas
aumentaron después de la inyeccién de LPS, asi como el nUmero de descargas en el NTS
[96]. Los parametros de las FFC como las altas frecuencias (High frequency, por sus siglas
en inglés HF), las bajas frecuencias (Low frequency, por sus siglas en inglés LF), la razén
entre bajas y altas frecuencias (Ratio between low and high frequency components, LF/HF
por sus siglas en inglés) y las muy bajas frecuencias (Very Low frequency, por sus siglas
en inglés VLF) se incrementaron después de la inyeccion de LPS. Este estudio concluy6
gue tanto el sistema simpatico como el parasimpatico estan aumentados debido a la
endotoxemia para activar la proteccion en contra de la inflamacién (Figura 1.9). Pero Godin
et al. mostraron que la endotoxemia inducida por LPS causa la disminucién de las FFC,
como también causa el incremento de la regularidad en las FFC al ser medido por la
entropia aproximada (ApEn). Dicho estudio indica que dicha pérdida de complejidad es
consistente con un modelo de patogénesis por falla organica mualtiple, en el cual existe un

desacoplo fisiol6gico entre los sistemas de regulacién [97].
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Figura 1.9. Efecto sobre el pardmetro espectral HF de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca en ratas, por
un periodo 0 (basal), 2, 4 y 6 horas después de una inyeccion de lipopolisacarido (LPS) en distintos grupos.
LPS=Grupo inyectado con 5 mg/kg de LPS; LPS+VNS = Grupo inyectado con 5 mg/kg de lipopolisacarido y con
estimulacion del nervio vago; SHAM= Grupo con Unicamente estimulacién del nervio vago; CON= Grupo control.
Imagen extraida de [96]. Los diversos simbolos indicaron diferencias significativas: * p<0.05 vs periodo basal
(basis) y el grupo control (CON); # p<0.05 vs LPS y A p<0.05 vs el grupo SHAM.

Asi mismo, Fairchild et al. experimentaron al aplicar diversas dosis intraperitoneales
de LPS (altas de 10 mg/kg y bajas de 0.01 mg/kg) en ratones C57BL/6, encontrando que
las dosis altas de LPS provocaron en los ratones machos una disminucion de la temperatura
y frecuencia cardiaca una hora posterior a la inyeccién de LPS, seguida de un largo periodo
de disminucion de las FFC (Figura 1.10) [98]. Por otro lado, el descenso en la temperatura
y en la frecuencia cardiaca coincidio con el pico de liberacién de TNF-a una hora post-LPS,
y la méxima disminucién de las FFC coincidié con el pico en los niveles de mdltiples
citoquinas post LPS como, por ejemplo: IL-10, IL-6 y MCP-1. Asi mismo, estos autores
encontraron una relaciéon dependiente entre dosis de LPS y pardmetros de las FFC (SDNN,
en particular) asociados con la inflamacion, ademas hallaron una dosis minima (0.01 mg/kg)

para producir modificaciones en las FFC debido a la inflamacion.
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Figura 1.10. Efecto sobre el pardmetro temporal de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca (SDNN, indicador
de variabilidad total) en ratones C57BL/6. Los distintos tipos de lineas indican las cantidades de lipopolisacérido
(LPS) suministradas a los ratones. Se observa que el efecto sobre el SDNN es dependiente de la dosis de LPS
administrada [98].

Gholami et al. experimentaron en ratas Sprague-Dawley machos, aplicando una
dosis intraperitoneal de LPS (1 mg/kg). Ellos observaron nuevamente una disminucion en
las FFC en las ratas en endotoxemia y ademas lo asociaron con una respuesta disminuida
del atrio aislado a la estimulacion colinérgica [99]. Estos resultados sugieren que la
endotoxemia sistémica podria provocar un desacoplamiento parcial del marcapasos del
corazén y el SNA. Asi, la reduccion en las FFC podria no ser concordante con la hipotesis
de que una respuesta colinérgica esta presentandose durante la endotoxemia; sin embargo,
los autores discuten acerca de la posible participacion de la respuesta antiinflamatoria
colinérgica, sugiriendo que podria tener un papel relevante en sus resultados, ya que se
encontraron patrones bifasicos en las aceleraciones y desaceleraciones de la frecuencia
cardiaca post LPS. Ademas, dichos autores hacen hincapié en que se necesitan mas
estudios para entender si los cambios en los pardmetros de las FFC estan vinculados a una
respuesta colinérgica antiinflamatoria.

En otro estudio realizado por Fairchild et al., se encontré que algunas citoquinas
como la IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, G-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos),
KC, y proteinas inflamatorias de macrofagos beta (MIP-18) se correlacionaron
inversamente con el SDNN (Figura 1.11) [100].
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Figura 1.11. En el estudio de Fairchild et al., 2011; siete citoquinas se correlacionaron inversamente con el
parametro SDNN de las FFC. Estas se midieron en el plasma 18 h y 42 h después de la inyeccion de solucion
salina, o Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus o Candida albicans. Se reportd el coeficiente de
correlacion de Spearman "r", que oscil6 entre 0.54 a 0.68, como se indica en lafFigura. Imagen tomada de [100].

Mazloom et al. estudiaron el receptor nicotinico de acetilcolina alfa siete (a7nACHR)
a través de las FFC en ratas que se les indujo un estado de endotoxemia. Ellos supusieron
que dichos receptores pueden modular la disminucién de las FFC en ese escenario, puesto
que los a7nACHR juegan un papel importante en la activacion de respuesta antiinflamatoria
colinérgica vagal [101]. En ese estudio se experiment6 con ratas Sprague-Dawley machos
y se aplicaron dosis de LPS de 0.1 mg/kg y 1 mg/kg, asi como agonistas y antagonistas del
a7nACHR. Se llego a la conclusion de que el bloqueo de a7nACHR podria reducir ain mas
las FFC y provocar una respuesta febril en ratas endotoxémicas. Por otro lado, el agonista
de los a7nACHR fue incapaz de modular la frecuencia cardiaca en ratas endotoxémicas,

pero pudo prevenir el efecto de la endotoxina en la temperatura. Los autores sugieren un
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papel relevante para los receptores nicotinicos de la ACh en la modulacién de la dindmica
de la frecuencia cardiaca durante la inflamacion sistémica.

Por su parte en humanos, Lehrer et al. encontraron que gracias a la
biorretroalimentacion (técnica para poder controlar conscientemente variables fisiolégicas
autonémicas) de las FFC disminuy6 la disfuncién autonémica en un grupo de personas
expuesto a LPS en comparacion de uno que no uso la biorretroalimentacion [102]. Dicha
técnica disminuyo los sintomas de dolor de cabeza y sensibilidad a la luz, pero no afectd el
nivel de citoquinas proinflamatorias. Jan et al., estudiaron el efecto de la epinefrina en
sujetos con endotoxemia inducida por LPS [103]. Estos autores reportaron cambios en la
mayoria de los parametros temporales y espectrales de las FFC (p<0.01) debido a la
inflamacién, asi mismo notaron que una infusion de epinefrina disminuye la liberacién de
citoquinas proinflamatorias como el TNF-q, la IL-6 e IL-8 (p<0.01), llegando a la conclusién
de que la aplicacion de epinefrina tiene efectos protectores contra la inflamacion; sin
embargo, ésta reduce la actividad vagal. En un estudio posterior Jan et al., no encontraron
diferencias de género en los parametros de las FFC al inducir la endotoxemia por LPS entre
hombres y mujeres [104] (Figura 1.12), adicionalmente encontraron una correlacion del
porcentaje de intervalos R-R consecutivos que difieren en mas de 50 ms (o pNN50) vy el
componente HF con el TNF-a.
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Figura 1.12. Andlisis del parametro temporal de las FFC (pNN50) posterior a la aplicacién de lipopolisacérido
(LPS) (tiempo 0). Los circulos sélidos representan al grupo de mujeres estudiadas (n=14) y los circulos blancos
al grupo hombres (n=16). En los resultados se muestra el promedio y su desviacion estandar. No se reportan
diferencias estadisticas entre los grupos. Imagen extraida de [104].

Kox et al. llegaron a la conclusion que distintos patrones de respiracion (como la
hiperventilacion o la respiracion pausada) no afectan los indices de las FFC durante
endotoxemia por LPS, ademas de que los parametros temporales (SDNN, RMSSD) y
espectrales (HF, LF) de las FFC mostraron una disminucién después de la aplicaciéon de

LPS [105]. Otra situacion que esta vinculada con un proceso inflamatorio es la depresion,
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ya que de acuerdo al estudio de Kop et al. en el cual se estudiaron 907 personas mayores
a 65 afos, se hallaron valores elevados de marcadores inflamatorios en personas
deprimidas, asi mismo se calcularon indices de las FFC en el tiempo, frecuencia y no
lineales y se encontré asociaciones entre los parametros de las FFC y los parametros
inflamatorios [106]. En este estudio se concluy6 que la disfuncion autonémica e inflamacion
puede contribuir a incrementar la muerte por riesgo cardiovascular asociado con la
depresion.

Celik et al., consideraron que la inflamacion juega un papel importante en los
mecanismos que provocan la hipertension arterial [107]. El objetivo de su trabajo fue evaluar
la relacion de inflamacion y la respuesta autondmica cardiaca en pacientes con
hipertensién. Dicho estudio demostré que existe una disminucién en los parametros de las
FFC (RMSSD y SDNN y analisis de turbulencia) en los sujetos con hipertension; asi como
la CRP se vio incrementada en este grupo a diferencia del grupo control. Se encontré una
correlacion entre los parametros de las FFC con la CRP. Este estudio concluyé que existe
un proceso inflamatorio que en pacientes con hipertensién y gue es asociado a una funcién

autonomica cardiaca alterada [107].

1.6 La oxitocina como agente antiinflamatorio

Como ya se ha mencionado anteriormente, la oxitocina es una hormona importante durante
el trabajo de parto, y hay algunos estudios que también la han relacionado con parametros
de las FFC. Por ejemplo, se ha encontrado que al aplicar oxitocina intranasal en personas,
tanto hombres como mujeres, se presenta un incremento en la actividad autonémica
cardiaca, principalmente en la banda de alta frecuencia (HF) [108] que revela informacion
acerca del control parasimpatico. Adicionalmente, se ha reportado que esta hormona
funciona como péptido de regulacién cardiovascular [109] y como modulador autonémico
[108]. En un estudio se analiz6 el efecto de la oxitocina en 21 hombres, se encontré que en
los parametros HF del andlisis espectral y el exponente a: de escalamiento fractal del
método de analisis de fluctuaciones sin tendencia (Detrended fluctuation analysis, por sus
siglas en inglés DFA) presentaron cambios en la presencia 0 ausencia de oxitocina [110].
Los resultados sugieren que la administracion aguda de oxitocina puede facilitar lo que se
considera una caracteristica psicofisioldgica fundamental de la conducta social, el aumento

de la capacidad para relacionase y asi establecer un compromiso social.
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1.7 Planteamiento del problema

Puesto que tanto los partos espontaneos a término como los prematuros estan mediados
por la inflamacion en el cuello del Gtero, las membranas y el miometrio [16], la participacion
de una respuesta colinérgica antiinflamatoria (RCA) se plantea como crucial para limitar un
escenario de inflamacion (Figura 1.13). Asi, las preguntas de investigacibn que se

plantearon son:

1. ¢Existe la participacién de una RCA en mujeres durante el trabajo de parto a término y
de bajo riesgo?

Esta pregunta fue posible abordarla en el momento en el que se considero al trabajo
de parto a término como un proceso de inflamacién, en donde el organismo de la mujer
debe contender ante la inflamacién, y podria ser considerado estéril debido a que el
estimulo inmune tiene un origen no infeccioso. De hecho las citoquinas proinflamatorias,
como la IL-1, la IL-6, el factor de necrosis tumoral TNF-a, la IL-8, la IL-16, la MCP-1, las
proteinas inflamatorias de macrofagos alfa (MIP-1a), la quimiocina CCL5, entre otras mas
estan involucradas con los mecanismos responsables del trabajo de parto prematuro [69].
Asi mismo, estudios han reportado que las citoquinas estan presentes en altas
concentraciones en el liquido amniético de pacientes con infeccion o inflamacion,
estimulando la contractilidad uterina por la induccién de prostaglandinas, y con ello
induciendo el trabajo de parto prematuro y el nacimiento. Se ha demostrado que el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) en el
miometrio humano es capaz de regular isoformas inhibitorias de progesterona [111].
Algunos estudios han encontrado que el NF-k3 es un inmunomodulador importante y actua
regulando la expresion de prostaglandinas, quimiocinas Yy citoquinas proinflamatorias
involucradas tanto en trabajo de parto a término y prematuro [15], [112]. Asi, cambios en la
inmunomodulacién y las influencias quiescentes de la progesterona a través de su retiro
funcional, podria ser iniciado por medio de la activacion del NF-kB. Cabe mencionar
nuevamente que al parecer la citoquina antiinflamatoria IL-10 tiene un rol importante en la
regulacion de la respuesta inmune durante el trabajo de parto, puesto que se ha visto que
aumenta su concentracion en el liquido amniético tanto en partos a término y prematuros
[69].

Ademas de esto, son bien conocidos los efectos de la oxitocina sobre la
contractilidad uterina; sin embargo, algunos autores han discutido su posible efecto

antiinflamatorio. Por ejemplo, Clodi et al. estudiaron a hombres sanos que se les administro
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LPS (2 ng/kg) y oxitocina (1 pmol-kg*min™) y una combinacién de ambos. Ellos encontraron
que hubo una disminucién en la concentracion de diversas citoquinas inflamatorias como:
TNF-a, IL-1ra, IL-4, IL-6, MIP-1a, MIP-18, MCP-1 vy la proteina inducible por interferon 10
(IP-10) en los hombres en donde la oxitocina fue administrada, y concluyeron que dicha
hormona restringe la produccion de citoquinas inflamatorias debido a su probable vinculo
con la RCA [113]. Es importante mencionar, que los receptores de oxitocina en la mujer
durante el trabajo de parto se incrementan hasta 150 veces en comparacion con el
embarazo [114], por lo que probablemente la oxitocina también esta jugando un papel

importante como agente antiinflamatorio durante el trabajo de parto.

2. ¢Como se vinculan los marcadores de inflamacion, la RCA y las FFC durante el trabajo
de parto?

Antes de contestar esta pregunta, se debia entender los mecanismos fisioldgicos
involucrados en la generacion de la RCA vy si ésta aparece en el momento que se produce
un evento inflamatorio, ya sea agudo o crénico.

Este mecanismo est4 mediado por la via colinérgica antiinflamatoria, debido a que
la ACh es el neurotransmisor parasimpético principal. Se ha documentado que los
macréfagos que estan expuestos a la ACh se inactivan. El nervio vago inerva los érganos
principales, incluyendo aquellos que contienen el sistema reticulo-endotelial (higado,
pulmén, bazo, rifilones y el tracto gastrointestinal) [60].

Como ya se menciond previamente, un método no invasivo para evaluar
indirectamente el SNA es por medio del andlisis de las FFC. En particular, la RMSSD es un
parametro de las FFC que es usado para estimar la actividad parasimpatica [86]. Thayer en
el 2009, encontr6 una asociacion inversa entre la RMSSD y a la CRP, que ha sido
identificada como un predictor de muerte cardiovascular [90]. El autor puntualiza que existe
un importante control vagal (a través de una RCA) para mediar la inflamacién.

Hay un interés creciente en tratar de caracterizar a la RCA a través de las FFC, la
Figura 1.13 incorpora la posible vinculacion de las FFC con la RCA y el SNA. Existen
trabajos como los de Gholami et al. y Fairchild et al. [98], [99]; en donde fue encontrada una
respuesta bifasica en la frecuencia cardiaca en roedores después de la inyeccion de LPS.
Estos trabajos se centran en sefialar que las aceleraciones y desaceleraciones encontradas
podrian vincularse a una respuesta antiinflamatoria. Asi mismo, existen diversos estudios
en donde se ha estudiado el efecto de la endotoxemia por lipopolisacérido (LPS) tanto en

humanos como en roedores [96], [97], [102]-[104], [115]. No obstante, algunos de estos
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estudios parecen no ser concordantes, y nuevamente estan limitados a la identificacion de
una respuesta inflamatoria en las FFC.

Una de las referencias mas importantes para esta investigacion fue mi trabajo de
maestria [116]. Mis resultados sugirieron que la causa fisiolégica de encontrar una menor
anticorrelacion en las FFC durante el trabajo de parto parece asociarse a un menor
antagonismo autonémico en la direccionalidad de las FFC, que posiblemente podria
también vincularse, a una respuesta antiinflamatoria como resultado de la inflamacién
exacerbada durante el trabajo de parto. Esta probable respuesta antiinflamatoria se vio
reflejada en el exponente de escalamiento fractal de signo aysieny Y la RMSSD, al
encontrarse valores elevados de ambos parametros en trabajo de parto con respecto a un
grupo en tercer trimestre de embarazo estudiado previamente [116]. Cabe mencionarse que
mi investigacion de maestria presenté las siguientes limitaciones: 1) fue un estudio
transversal; 2) no se midieron citoquinas de ningun tipo y 3) todas las mujeres estudiadas

se les condujo con oxitocina exdgena. En este sentido, la oxitocina exdgena pudo haber

modificado nuestros resultados al ser un potencial agente antiinflamatorio.
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Figura 1.13. Respuesta colinérgica antiinflamatoria y su vinculacién con las FFC. Los agentes patégenos, asi
como la isquemia y otras formas de lesion, activan la produccién de citoquinas lo cual normalmente restaura la
salud. Pero si la respuesta de citoquinas es excesiva, estos mismos mediadores podrian causar alguna
enfermedad. Las sefiales eferentes del nervio vago inhiben la produccién de citoquinas a través de vias que
dependen del Receptor Nicotinico de Acetilcolina a7 (a7nACHR) en los macréfagos y otras células. La actividad
del nervio vago eferente también aumenta la variabilidad de la frecuencia cardiaca. Existe una red cerebral
colinérgica que es sensible a los agonistas M1 y que aumenta la actividad de ruta colinérgica antinflamatoria y
también aumenta de forma instantdnea la variabilidad de la frecuencia cardiaca. Las sefales aferentes llevadas
hacia el nervio vago activan una respuesta eferente que inhibe la liberacién de citoquinas, denominado el reflejo

antiinflamatorio. Imagen adaptada de [117].
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3. ¢El parametro de escalamiento aysien), asi como otros pardmetros lineales y no lineales

del andlisis de las FFC seran sensibles a procesos inflamatorios sistémicos?
Diversos parametros temporales de las FFC se han vinculado a procesos inflamatorios,
entre ellos la RMSSD (Seccién 1.5). Sin embargo, no existe informacién en la literatura
consultada acerca del exponente de escalamiento de signo de corto plazo dysieny Yy SU
vinculacion con algun proceso inflamatorio. Asi, la Unica evidencia que se tiene hasta ahora,
son los cambios significativos que el parAmetro mostrdé durante mi trabajo de maestria en
un grupo de mujeres en trabajo de parto y otro grupo de mujeres en tercer trimestre de
gestacién [116]. Dicho parametro se ha asociado a cambios en diversos contextos
fisiol6gicos. Por ejemplo, en un estudio se compard a un grupo de sujetos con insuficiencia
cardiaca contra un grupo de sujetos sanos, y se identificé que este parametro fue menor
(es decir, present6 una fuerte anticorrelacion), de manera significativa, en los pacientes con
insuficiencia cardiaca. Los autores lo relacionaron con una perturbacion del control vagal
[118].

También se han implementado el uso de los exponentes de magnitud de signo en
otros estudios de caracterizacion de las fases del suefio, en donde se encontré una fuerte
anticorrelacion en la direccionalidad de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca en el
suefio profundo, menor en el suefio ligero y aun menor en el suefio REM. Sus resultados
sugieren que las propiedades no lineales de la dinAmica de las FFC se ven incrementadas
durante el suefio REM y que es posible a partir de los exponentes de magnitud y signo
distinguir entre las diferentes etapas del suefio [119]. Schmitt et al. realizaron también un
estudio durante las etapas del suefio, en el que compararon los exponentes de
escalamiento de sujetos jovenes con adultos mayores sanos [120]. El patron de
comportamiento de los exponentes de escalamiento es muy similar al encontrado por
Ivanov et al., lo que indicoé que la influencia de la regulacién del suefio sobre la actividad
cardiaca no cambia con la edad [121]. El exponente de signo aisien), que muestra los
cambios mas significativos entre etapas, fue mas alto (es decir, menos anticorrelacionado)
para los jévenes en vigilia, y suefio REM ligero, siendo casi iguales en suefio profundo[119],
[122] . En un experimento realizado por Ashkenazy et al., se encontré que sujetos sanos
bajo la influencia de un B-bloqueador, presentaron un aumento en la alta frecuencia de la
sefial R-R en comparacion a sujetos que recibieron un placebo (Figura 1.14) [123]. Estas
alteraciones sugieren que se presenta un comportamiento fuertemente anticorrelacionado

en las FFC debido a la aplicacion de dicha droga. Asi, estos resultados parecen exhibir que
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la interaccion entre los sistemas parasimpdtico y simpético es reflejada por el andlisis de
signo de las FFC.
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Figura 1.14. Ejemplos de la sefial de fluctuaciones R-R después de la administracion de un B-bloqueador
(metoprolol, 120 mg; Figura izquierda) y en condiciones normales (placebo, Figura derecha) en un sujeto sano

adulto. Asi, el andlisis de signo revelé un comportamiento mas anticorrelacionado (valor de ai(sien) cercano a 0)
en comparacién con las condiciones de placebo. En esa imagen se puede observar un atractor dominante
durante el B-blogqueador (simpatico) en comparacion con el Placebo. Imagen extraida de [123].

4. ¢Como se podrian evaluar experimentalmente la relacion de la dinAmica de las FFC
con una RCA?

Una de las posibles formas para evaluar la capacidad de los indices de las FFC para
identificar una RCA, en especial aysieny que no ha sido estudiado previamente, es a través
de la induccion de una inflamacion aguda por lipopolisacarido (LPS), puesto que dicho
modelo es ya conocido tanto en animales como en humanos [124]. Por lo que se esperaria
gue los parametros lineales y no lineales de las FFC sean sensibles a la presencia de una
respuesta antiinflamatoria subsecuente a la inflamacion.

De acuerdo con una revision efectuada por Rowan et al., existe suficiente evidencia
para sustentar que las FFC en el roedor (especialmente de ratones y ratas) reflejan de
manera similar el comportamiento de la regulacion cardiovascular y control autonémico al
gue se produce en los seres humanos [125]. Por este motivo, ha surgido un reciente interés
en el andlisis de las FFC en estudios toxicologicos, en donde los roedores son cominmente
estudiados. Cabe mencionar que los individuos masculinos en varias especies también son
sensibles a la oxitocina como agente antiinflamatorio, esto se ha visto en experimentos en
hombres [113] y en ratas machos [126]. En este ultimo estudio la oxitocina se administro a
los roedores y se observo su efecto como agente antiinflamatorio en patologias cardiacas
[126].
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Por otro lado, es sabido que las infecciones intrauterinas o la inflamacién sistémica
juegan un rol importante en la patogénesis de los trabajos de parto y nacimientos
prematuros [127]. Asi mismo, estudios revelan que la inflamacién inducida por LPS provoca
trabajos de parto prematuros en ratones gestantes, y que incluso logra incrementar los
niveles de citoquinas inflamatorias como: IL-6, 1L-8, IL-1p [128]. Es importante mencionar
que estudios recientes utilizan el modelo con LPS para inducir nacimientos prematuros en
ratones debido a infecciones [129], ademas se ha reportado que el LPS es capaz de inhibir
las produccién de las células marcapasos del corazon [130].

Aunado al escenario particular del trabajo de parto, es de importancia relacionar los
parametros de las FFC con marcadores inflamatorios que podrian indicar y confirmar la
presencia de una respuesta antiinflamatoria durante el trabajo de parto [85], [116]. Como
ya se ha mencionado, la IL-10 seria importante considerarla en este nuevo estudio. En el
contexto experimental, un modelo de endotoxemia por LPS apoyaria a la comprension de
las observaciones de la parte clinica, es decir, ayudaria a comprender los resultados

previos.
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1.8 Justificacion

Si bien aln hay muchas preguntas entorno al trabajo de parto, existen serios problemas en
materia de salud publica que son una realidad tanto en América Latina como en el resto del
mundo. Por ejemplo, algunos de estos datos revelan que un nimero importante de mujeres
mueren por complicaciones que se producen durante el embarazo y el parto o después de
ellos [131]. La mayoria de esas complicaciones aparecen durante la gestacién; otras
pueden estar presentes desde antes del embarazo, pero se agravan con la gestacién. Las

principales complicaciones [131], causantes del 80% de las muertes maternas, son:

e las hemorragias graves (en su mayoria después del parto)
e las infecciones (generalmente después del parto)
e la hipertension gestacional (preeclampsia y eclampsia)

e los abortos peligrosos.

En concordancia con lo reportado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
en un estudio epidemiol6gico a largo plazo (1990 a 2010) realizado por Lozano et al., en
donde se estudiaron 235 causas de muerte en 20 grupos de distintas edades y de diferentes
paises, se encontré que en el rubro de enfermedades maternas, las principales causas de
muerte fueron en primer lugar las hemorragias, seguidas por la hipertension y el aborto, y
finalmente los procesos infecciosos [132].

Una de las complicaciones importantes durante la gestacion, son los nacimientos
prematuros. Estos se deben principalmente (en 50% de las ocasiones) a trabajos de partos
desencadenados antes de la semana 37 de gestacion [133]. El parto prematuro es la
principal causa de mortalidad neonatal y morbilidad neurolégica a corto y largo plazo. Este
problema de salud tiene un impacto social (principalmente debido a la repercusion que tiene
sobre la familia) y costo econémico. Su frecuencia varia entre 5y 12% en las regiones
desarrolladas del mundo, pero puede ser de hasta 40% en las regiones mas pobres
(Villanueva et al., 2008). Asi, al analizar los datos epidemiol6gicos se genera la necesidad
de conocer nuevas herramientas de diagndstico, asi como conocimiento bésico, para
entender los mecanismos fisioldégicos subyacentes durante las ultimas fases del embarazo
y el trabajo de parto.

Se conoce en realidad poco acerca de como se desencadena el trabajo de parto en
la mujer, es por ello por lo que se propone el uso de parametros de la FFC como

herramientas de diagnostico, al ser un método no invasivo para investigar la actividad del
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SNA. Con éste, se indagara acerca de los mecanismos homeostéticos involucrados en el
trabajo de parto. En particular, se consideré que aportaria evidencia de la participacion de
una posible RCA en la mujer, con el fin de contender ante un escenario de inflamacién
exacerbada. Si bien existe evidencia que algunos de los pardmetros de las FFC (como por
ejemplo el SDNN, RMSSD, PNN50, HF, LF, HF/LF), se han correlacionado con procesos
proinflamatorios/antiinflamatorios (seccién 1.5), surge la necesidad de buscar otros medios
que pudieran confirmar la existencia de una respuesta antiinflamatoria.

Asi, la busqueda de las interacciones entre las FFC y los marcadores
proinflamatorios/antiinflamatorios, pueden dar una idea de la interaccion de los mecanismos

fisiol6gicos neuroinmunes involucrados para desencadenar el trabajo de parto.
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1.9 Objetivos

Objetivo general

Asociar una respuesta inmune con la dindmica de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca durante el trabajo de parto a término y de bajo riesgo, involucrando la accion de

una ruta colinérgica y la cuantificacion de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias.

Objetivos particulares

Validar si los parametros no lineales de las FFC son sensibles a un proceso de
inflamacién sistémico (endotoxemia) a través de un montaje de un modelo experimental
en roedores.

e Examinar los posibles efectos antiinflamatorios de la oxitocina en un modelo
experimental en ratas a través del analisis de las FFC y la respiracion derivada del ECG
usando registros telemétricos de datos fisiolégicos.

e Analizar longitudinalmente las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias en un
grupo de mujeres en tercer trimestre de gestacién y posteriormente en el trabajo de
parto.

e Buscar correlaciones entre parametros de las FFC y las citoquinas proinflamatorias y

antiinflamatorias, asi como usar herramientas de reconocimiento de patrones para

futuras aplicaciones diagndsticas.
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1.10 Hipotesis

Considerando que el trabajo de parto a término es un estado inflamatorio desencadenado
por un estimulo estéril, y que a su vez éste involucra una intensa actividad muscular, gasto
energético y dafo tisular, entonces las FFC reflejaran una respuesta autonémica cardiaca

con participacion colinérgica como un mecanismo homeostatico en el trabajo de parto.

1.11 Consideraciones iniciales

Con base en los antecedes, es posible considerar al trabajo de parto a término como un
evento inflamatorio estéril, en donde la madre y el feto tienen un rol modulador endocrino e
inmunolégico importante (Figura 1.15). En este sentido, el analisis de las FFC maternas
podria proveer evidencia acerca de los mecanismos involucrados en la generaciéon de una
RCA potencial, asumiendo que la participacién de esta via se manifestard como un
mecanismo homeostatico para contender ante el proceso de alta demanda energética
derivado de un proceso inflamatorio exacerbado, como lo es el trabajo de parto. Las FFC
fetales también podrian representar un marcador importante para entender mas acerca del
proceso inflamatorio durante el trabajo de parto; sin embargo, esta investigacion sélo se

enfocard a estudiar a la madre.
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Figura 1.15. Interaccion sugerida entre la madre, el feto e incluso con la microbiota vaginal. Se manifiesta una
posible respuesta antiinflamatoria estéril durante el trabajo de bajo riesgo a término, ya sea por la accién de una
via colinérgica, mioquinas de tipo uterino o el microbioma vaginal. Imagen tomada de [85].
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Capitulo Il

2. Tecnicas de analisis lineal y no lineal de
las FFC y sistemas de adquisicion

Resumen: El capitulo Il introduce a los métodos mateméticos y las técnicas de analisis de
las FFC con un especial énfasis en las técnicas no lineales, asi como también al material
utilizado, que incluyen los sistemas de adquisicion de biopotenciales por telemetria y la
tecnologia para la cuantificacibon de marcadores inflamatorios. Esta informacion es
necesaria para un buen entendimiento de la tesis. En primer lugar, el algoritmo de deteccion
de pico y el preprocesamiento que las sefales fisioldgicas se describe en la Seccién 2.1.
La Seccién 2.2 describe los métodos del analisis de las FFC en el dominio del tiempo y
dominio de la frecuencia. La seccion 2.3 ofrece una visién general de algunas técnicas no
lineales que evaltuan la complejidad y comportamiento caético en las FFC. Adicionalmente
una aplicacion como lo es la respiracion derivada del ECG (EDR) es explicada en la seccion
2.4. Por ultimo, de las secciones 2.5 a 2.7 se detallan las caracteristicas de los equipos de
adquisicion de datos fisiolégicos e inmunolégicos utilizados, y finalmente en la seccion 2.8
se sintetizan de manera general los aportes de este capitulo a la tesis.

2.1. Preprocesamiento del ECG y deteccion de laonda R

El analisis de las FFC se basa en las fluctuaciones en los intervalos R-R. Esto significa que
el primer paso en el procesamiento del ECG es determinar la ubicacion de los picos R de
los complejos QRS. El algoritmo de deteccion Pan-Tompkins para QRS en tiempo real esta
basado en el andlisis de la pendiente, la amplitud y el ancho de los complejos QRS [134].
El algoritmo incluye una serie de filtros y métodos que involucran un filtro paso bajo, un filtro
paso alto, derivacién, elevacion al cuadrado, integracion, umbrales adaptativos y

procedimientos de busqueda como es ilustrado esquematicamente en la Figura 2.1.

Filtro Elevacion al Filtro de
—»  Derivacion —
(pasabandas) cuadrado ventana movil

Figura 2.1. Diagrama de bloques del algoritmo Pan-Tompkins para la deteccion de picos QRS.

En la Figura 2.2 se muestra un segmento de un ECG en donde se aplic6 el algoritmo

de Pan-Tompkins para localizar los picos R en MATLAB® (The Math-Works Inc.,
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Massachusetts, U.S.A). Una vez que ya se tienen localizados los picos R, se calcula la
distancia entre R y R adyacentes, a esto se le conoce como el intervalo R-R y finalmente
todos los intervalos R-R se convierten en una nueva sefal, llamada sefial de fluctuaciones
R-R o cardiotacograma, donde los intervalos R-R (ms) son representados en el eje Y vs.
tiempo el cual es graficado en el eje X (esto fue explicado brevemente en la Figura 1.8,
capitulo | de manera general).
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Figura 2.2. Ejemplo de detecciones de los picos R del ECG de una rata por el algoritmo Pan-Tompkins.

Este algoritmo puede presentar errores en la deteccion de los picos R, es decir,
detecciones de picos erroneos o falta de deteccion de picos. La Figura 2.3 muestra una
sefial de fluctuaciones R-R en donde el algoritmo fall6 en la deteccion de algunos picos R,
originando artefactos que se ven reflejados en la sefial como amplitudes muy grandes del
R-R.
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Figura 2.3. Sefial de intervalos R-R de una rata, se observan artefactos debido a la falta adecuada de deteccion
de los picos R (amplitud de R-R grande).
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Con el propdsito de remover artefactos, se implementé la metodologia propuesta
por Wessel et al. que consiste en un algoritmo de filtrado adaptativo validado previamente
para eliminar latidos ectépicos y errores en la deteccion de latidos [135]. Este algoritmo fue
desarrollado basado en el valor promedio adaptativo [ y la desviacién estandar adaptativa
0a. Primeramente, para estimar la variabilidad bésica en las series, una serie binomial de
orden siete es calculada. Dada la sefial de fluctuaciones R-R X1, X, ...., Xn, la serie binomial
filtrada esta dada por:

- Xp_3 + 6xy_5 + 15x,_1 + 20x, + 15x,, 11 + 6Xp 5 + Xpy3 (1)
n 64

La serie filtrada ty, to,...,tn refleja el comportamiento global del nodo sinoauricular sin
la influencia de artefactos y complejos ventriculares prematuros. El valor promedio
adaptativo . Y la desviacion estandar adaptativa o, de la serie binomial filtrada t1, ta,...,tn

esta definida como:
te(M) = pa(n—1) —c(ua(n— 1) —t;_1) (2)
ga(n) = Vita(M)? = Ao ()

En donde c es el coeficiente de control ¢ € [0,1] y Aa es el segundo momento

adaptativo:

Adm)=2,(n—1) —c(Ag(n—1) — ty_q " tyh_1) (3)

La regla de exclusion para este filtro es la siguiente: el intervalo R-R es clasificado

como no normal, si

% _
| — Xp-1] > mxn—l + C0g Y (4)

14 _
|xn _xlvl > mxlv + Cr " 0q

Donde p es el limite proporcional (aqui es usado 10%), ¢; - 6, €s una generalizacion
de la regla 30, xv es el ultimo intervalo R-R valido y &, es el promedio de o,. Valores

reconocidos como anormales son reemplazados con un numero aleatorio proveniente de la
.z 1 1 . . . .

expresion [#a (n) — Ega(n)' g () + 5% (n)] para evitar falsas variabilidades. Finalmente, el

procedimiento de control adaptativo continGa. De las series de tiempo resultantes
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x,x, x3, ...del filtrado adaptativo, las series de tiempo binomiales filtradas, asi como el

valor promedio y la desviacién estandar son calculados nuevamente. El valor x;° se

considera anormal si;

|x% - P‘a(n)l > Cfl-aa(n) + Op (5)

Donde ¢y, es el coeficiente del filtro (aqui ¢;, = 3.0) y o, representa una variabilidad
béasica (para el analisis de las FFC se usa o0, = 20 ms). Esta variabilidad basica oy es
introducida para reducir errores del filtrado para series de tiempo con baja variabilidad
(cercanas a la precisién de los intervalos de deteccion de los R-R). Los valores anormales
son sustituidos con los respectivos valores de las series binomiales filtradas. La ventaja de
este procedimiento de filtrado adaptativo es la adaptacion espontanea de los coeficientes
del filtro debido a cambios sutiles en las series (ejemplo un incremento sutil en la frecuencia
cardiaca). Un ejemplo del funcionamiento de este algoritmo se muestra en la Figura 2.4,
esta Figura es la version filtrada de la Figura 2.3. Los intervalos R-R de todas las sefiales
adquiridas para este estudio fueron filtradas mediante la metodologia descrita con
anterioridad. Cabe mencionar que, para todos los casos estudiados, el nimero de latidos

perdidos nunca excedié de un 10% del tamafio total del registro.
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Figura 2.4. Sefal de intervalos R-R de una rata posterior a la aplicacion del filtrado adaptativo propuesto por
Wessel, et al. [135].
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2.2. Técnicas lineales del analisis de las FFC

Las técnicas de andlisis lineal de las FFC incluyen al domino del tiempo y al dominio
de frecuencia, dichas técnicas fueron estandarizadas tanto para registros de corta duracién
(5 minutos) como también para registros de larga duracion (hasta 24 horas) en un articulo
por la Sociedad Europea de Cardiologia y la Sociedad Norteamericana de Marcapasos y

Electrofisiologia [86].

Métodos en el dominio del tiempo. Los métodos en el dominio del tiempo son la manera
mas simple de evaluar las FFC e involucran andlisis estadisticos de los datos, entre estos
métodos se encuentran:

e SDNN (ms): Desviacion estandar de todos los intervalos normal a normal (N-N)
identificados en el electrocardiograma. Este parametro refleja tanto la actividad
simpética como la parasimpética y, por tanto, proporciona un indice de variabilidad total.

e RMSSD (ms): Raiz cuadrada del promedio de la suma de las diferencias cuadréticas
entre intervalos R-R adyacentes. A nivel fisiolégico este parametro refleja la modulacion
autonémica predominantemente a nivel vagal; es mas estable y recomendable respecto
a otros similares [136]. Asi mismo, no requiere de longitudes de datos muy extensas
para poder estimarlo adecuadamente [137].

e pNN50 (%): En particular se define como el porcentaje de diferencias absolutas en
intervalos normal a normal N-N consecutivos que son mayores a 50 milisegundos. Se

ha propuesto que este indice se asocia a la actividad cardiaca vagal [138] .

Es importante indicar que en este trabajo de investigacion se construyeron las series de
tiempo R-R sin excluir de primera estancia posibles latidos ectépicos de los
electrocardiogramas, sin embargo gracias al algoritmo de filtrado adaptativo descrito en la
seccién anterior (y que esta validado para disminuir errores en la deteccién y latidos
ectopicos [139]), las series de tiempo R-R filtradas son consideradas como una
aproximacion de series de tiempo normal a normal N-N, lo que proporciona la posibilidad

de estimar de una manera apropiada los parametros temporales SDNN y pNN50.
Métodos en el dominio de la frecuencia. Con el andlisis de la densidad espectral de
potencia (Power spectral density, por sus siglas en inglés PSD) se obtiene una

representacion en el que se cuantifican los componentes, en frecuencia y amplitud, de una
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sefal. De igual manera se analiza el cardiotacograma o sefal de fluctuaciones R-R y se
obtienen las diferentes bandas espectrales que pueden corresponder a variables
fisiologicas determinadas [140]-[142] (Figura 2.5).

El analisis de PSD puede realizarse utilizando diversas estimaciones matematicas,
entre los cuales los més conocidos son los métodos paramétricos, que comunmente estan
basados en modelos autorregresivos (AR) y media mévil (MA), y los no paramétricos
basados en la transformada discreta de Fourier.
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Figura 2.5. Densidad espectral de potencia (PSD) de una sefial de fluctuaciones R-R. Las diferentes bandas
son indicadas por las lineas rojas verticales: Muy baja frecuencia (VLF, 0-0.04 Hz), baja frecuencia (LF, 0.04-
0.15 Hz) y alta frecuencia (HF, 0.15-0.4 Hz). Imagen tomada de [143].

En este tipo de métodos se descompone la serie de tiempo R-R, para obtener las
bandas espectrales de alta frecuencia (HF), la de baja frecuencia (LF), y la de muy baja
frecuencia (VLF) [86], [140], (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Mediciones en el dominio de la frecuencia de las FFC en humanos. Andlisis en registro de corta
duracion (5 minutos). *Tabla de acuerdo a Task Force, 1996.
Variable Unidades Descripcién Rango de
frecuencia
Potencia total ms? Varianza de los intervalos R-R <0.4Hz
5 minutos
VLF ms? Potencia en el rango VLF <0.04 Hz
LF ms? Potencia en el rango LF 0.04-0.15 Hz
LF Unidad Potencia LF en unidades normalizadas
Normalizadas normalizada LF (Potencia total — VLF) x 100
HF ms? Potencia en el rango HF 0.15-0.4 Hz
HF Unidad Potencia HF en unidades normalizadas
Normalizada normalizada HF (Potencia total — VLF) x 100
LF/HF Relacion LF (ms?) / HF (ms?)
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La actividad vagal se ha asociado principalmente con el parametro HF [144]. Por
otro lado, existe desacuerdo sobre el componente LF. Algunos estudios sugieren que LF es
reflejo de una combinacion de la actividad simpatica como también de la vagal [86]. Por otro
lado, la proporcién LF/HF se ha considerado que refleja principalmente el balance
autonomico [145]. La explicacion fisiologica del componente VLF esta mucho menos
definida y la existencia de un proceso fisioldgico especifico atribuible a los cambios en el
periodo cardiaco podria incluso ser cuestionada [143]. Los componentes no armdnicos que
no tienen propiedades coherentes son comunmente aceptados como contribuciones
importantes del componente VLF. Es importante mencionar que el componente VLF
evaluado en un tiempo inferior a 5 minutos de registro es una medida dudosa y debe

evitarse su interpretaciéon en el corto plazo [143].

2.3 Técnicas no lineales del analisis de las FFC

Para fines de este capitulo consideraremos a los sistemas complejos como fenédmenos
compuestos por una gran cantidad de elementos o partes del sistema que interactidan entre
si de forma no lineal, capaces de intercambiar informacion con su entorno y de adaptar su
estructura interna como consecuencia de tales relaciones [146], [147]. Debido al maltiple
namero de factores de entrada que interactlan en los sistemas biol6gicos complejos, se
obtienen salidas complejas. De hecho, el cuerpo humano es considerado como un sistema
biolégico complejo per sé, las salidas (un ejemplo de ello serian las sefiales fisiol6gicas)
tienen la peculiaridad de presentar un comportamiento en donde sus propiedades
estadisticas cambian conforme el tiempo avanza, es decir, tienen propiedades no
estacionarias, ademas de que se caracterizan por ser irregulares y no lineales. Se
considera que la no linealidad de las series de tiempo fisioldgicas generadas por los seres
vivos rompe con el paradigma lineal de la homeostasis y las metodologias bioestadisticas
tradicionales [148]. En este sentido, para el analisis de los sistemas complejos se ocupan
métodos estadisticos que permitan cuantificar el grado de irregularidad de un sistema, y
gue principalmente, estan basados en técnicas de analisis no lineal.

No obstante, los modelos tedricos han estado limitados por un abordaje lineal y
reduccionista dominante. Es por ello por lo que el analisis lineal de las FFC, no son
precisamente las técnicas mas adecuadas para el estudio de sefiales no estacionarias,
como es el caso de series de tiempo R-R. Ademas, debido a que las series de tiempo son
finitas, presentan problemas técnicos para separar las componentes provenientes de ruido

de las sefiales biologicas relevantes [149].
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El estudio de las irregularidades y la no estacionalidad en la variabilidad de los
intervalos cardiacos ha llevado al desarrollo de nuevos métodos mateméticos y ha sido todo
un reto en el campo de la biofisica aplicada y la ingenieria biomédica. En este contexto,
algunos métodos de fisica estadistica han permitido corroborar que las FFC presenta una
complejidad o estructura (geometria fractal) que estadisticamente se repite a lo largo de
diferentes escalas temporales [150], [151].

Métodos fractales. El término forma parte de una concepcion geométrica para describir y
agrupar formas matematicas o naturales que no son adecuadamente representadas por las
estructuras regulares [152]. De esta manera, dicho enfoque se ha utilizado para explorar
formas o comportamientos naturales complejos, especificamente en donde se encuentre
involucrada cierta aleatoriedad y el grado de irregularidad se repita estadisticamente a lo
largo de diferentes escalas o ventanas de observacion. De esta manera y como respuesta
de un sistema complejo, el ritmo cardiaco normal tiene caracteristicas fractales, es decir, la
estructura del ritmo es autosimilar al ser medida en distintas escalas temporales (Figura
2.6) cuya manifestacion se modela a través de una ley de potencia [153]. El objetivo del
andlisis fractal es identificar la autoafinidad de la serie de tiempo, es decir, la existencia de
fluctuaciones estadisticamente similares en diferentes escalas temporales misma que
puede ser sugerida por la cuantificacion de exponentes de escalamiento [154]. Entre los
métodos fractales, se puede mencionar el analisis de fluctuaciones sin tendencia (DFA),
que cuantifica los exponentes de escalamiento fractal en el corto y largo plazo, a; y a

respectivamente, asi como los métodos de analisis multifractal [148], [155].

Figura 2.6. Un ejemplo de la propiedad fractal con las caracteristicas de autosimilitud en distintas escalas
temporales: a) copo de nieve de Koch, b y ¢ detalles de la parte superior del copo de nieve. Imagen tomada de

[143].
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Andlisis DFA. Se utiliza para cuantificar las propiedades de escalamiento fractal en
intervalos cortos de sefiales. Esta técnica es una modificacion del valor cuadratico medio
(RMS) de la formalizacion matemética llamada caminata aleatoria o random walks aplicado
a sefales no estacionarias [156]. Primero, la serie de tiempo R-R 0 segmentos se integran
0 acumulan por:

k 6
V(k) = ) [RR() = RRape] ©

i=1

Donde Y(k) es el k-ésimo valor que resulta de la suma acumulativa (proceso de
integracién) de (k= 1, 2, ...,L). R-R(i) es el i-ésimo intervalo R-R, RRave €s la media de la
serie R-R original completa 0 segmentos de longitud L. El proceso integracion exagerara la
no estacionalidad de la serie de datos originales. La metodologia consiste en estudiar las
propiedades fractales de las series de tiempo acumuladas (integradas), en lugar de las de
las sefales originales. Un ejemplo fisico bien conocido con relevancia para las series de
tiempo biolégicas es la dinamica del movimiento browniano. En este caso, la fuerza
aleatoria (ruido) que actla sobre las particulas esta limitada, similar a las series temporales
fisiolégicas. Sin embargo, la trayectoria (una integracion de todas las fuerzas) de la particula
browniana no esté limitada y presenta propiedades fractales que pueden ser cuantificadas
por un parametro de autosimilitud.

Posteriormente se miden las caracteristicas en la ordenada de la serie de tiempo.
Para lo cual, la serie de tiempo integrada se divide en segmentos de igual longitud, n. Para
determinar la tendencia en cada segmento de longitud n, se ajustan las variaciones a una
recta (por el método de minimos cuadrados) o a un polinomio de orden mayor. Los valores
del segmento de ajuste estan dados por Yn(k). Después se eliminan las tendencias en la
serie de tiempo integrada, Y(k), al restarle la tendencia local Yn(k), en cada segmento
(Figura 2.7a).

Para la serie completa con segmentos de longitud n sin tendencia, se calcula la

amplitud de las fluctuaciones de la serie de tiempo integrada (su valor RMS) por medio de:

(7)

L
D ® - v
k=1

~ -

F(n) =
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Este célculo se repite sobre las escalas de tiempo (o tamafio de los segmentos n)
para dar la relacién entre F(n) y el tamafio del segmento n. Es de esperarse que F(n) se
incremente conforme la longitud n del segmento sea mayor (Figura 2.7b).

La relacion existente (grafica log-log) entre las fluctuaciones F(n) y la escala de

tiempo o ventana n se ajusta aproximadamente por un modelo lineal:

F(n)~n* (8)

Dicha relacién lineal en la grafica de log F(n) vs. log (n) (Figura 2.7b) sugiere la
presencia de autoafinidad en las fluctuaciones, la pendiente de la recta es el exponente
fractal a, (parametro o exponente de escalamiento). Si la pendiente resultante o el
exponente de escalamiento a es: a) igual a 0.5 indica existencia de ruido blanco y la
ausencia de correlaciones de largo plazo; b) 0.5 < a < 1 refleja un comportamiento de un
proceso que tiene correlaciones de largo plazo o inclusive fractalidad; y ¢) a > 1, indica la
existencia de correlaciones pero que no necesariamente siguen una ley de potencia o
presentan un comportamiento estocastico; d) si a < 0.5 existe un comportamiento
anticorrelacionado [157]. En el caso de las FFC normalmente se determina el exponente
fractal a para dos regiones de la gréafica, un exponente fractal a: corresponde al corto plazo
con tamafo de la ventana entre 4 a 11 latidos, 4 < n < 11, y un segundo exponente fractal
ay para ventanas con mas de once latidos, n > 11 (Figura 2.7b). Cabe mencionar que el
exponente de escalamiento a; presenta cambios debido al tamafio del registro. Dicho
exponente se ha validado para obtenerse a partir de registros de corta duracién (5-10

minutos con al menos 300 muestras) [158].
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Figura 2.7. El principio del analisis de fluctuaciones sin tendencia o DFA. (a) La serie de tiempo integrada y(k),
calculada a partir de la serie de tiempo del intervalo R-R dada en la ecuacion (7). Los puntos verticales
representan una ventana de n= 100, y la linea soélida representa la tendencia en cada ventana. La fluctuacion,
en este caso F(100), se calcula entonces como el cuadrado medio de la diferencia entre las series de tiempo
integradas y(k) y la serie de tendencias. Al cambiar el tamafio de ventana n, pueden obtenerse otros valores de
fluctuacion F(n). (b) Grafico del DFA que representa el logaritmo del tamafio de ventana n vs. el logaritmo de
las fluctuaciones F(n). Las lineas rojas trazadas en la parte superior pertenecen al analisis de regresion en dos
zonas, cuyas pendientes indican la correlacion a corto plazo a1y la correlacién en el largo plazo az. Imagen

tomada de [143].
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Analisis de escalamiento de latidos cardiacos sanos
Andlisis DFA
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Figura 2.8. Gréfica logF(n) vs. log(n) del analisis de fluctuaciones sin tendencia o DFA. Andlisis de escalamiento
para dos sefiales de fluctuaciones R-R de 24 horas de duracion. Los circulos negros representan datos de un
sujeto sano, mientras que los circulos blancos indican series generadas artificialmente a partir de datos
aleatorios. (Figura tomada de PhysioNet, Is the Healthy Human Heartbeat Fractal?, recuperada al dia 05 de
abril de 2017).

El andlisis de la dindmica de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca con métodos
para el estudio de la dinAmica de sistemas tales como los métodos basados en la teoria del
caos y de sistemas no lineales, han resultado de relevancia [159]. Asi, algunos estudios
observacionales han sugerido que algunos indices no lineales que describen la dinamica
del ritmo cardiaco, como los exponentes de escalamiento fractal, pueden proporcionar
informacion pronostica util en diversas situaciones clinicas (Figura 2.8) y tienen mejor
reproducibilidad que la de los indices tradicionales [159].

Los dos exponentes de escalamiento a; (4 a 11 latidos) y a. (>12 latidos) a corto y
a largo plazo respectivamente, se pueden obtener con el método DFA para el analisis de
las fluctuaciones R-R, dichos exponentes son potencialmente Utiles para poder distinguir
entre series de tiempo normales y patoldgicas [156], [157], [160]-[162] (Figura 2.9). Tal
como se ha mencionado el exponente a; ha demostrado, entre todos los métodos
tradicionales de analisis de las FFC, ser el mejor parametro para predecir mortalidad en
pacientes con funcion ventricular izquierda disminuida [162]. El comportamiento del
exponente fractal a: se encuentra vinculado con los mecanismos de control de corto plazo
del sistema de control cardiovascular, como pueden ser los relacionados con el SNA,
mientras que el exponente fractal a. se asocia con los mecanismos de largo plazo del
sistema de control cardiovascular [156], [157], [160], [161] (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Ejemplos del analisis DFA sobre sefiales de fluctuaciones R-R en un sujeto sano y un paciente con
disfuncion ventricular izquierda (sindrome de Takotsubo). La raiz cuadratica media de las fluctuaciones sin
tendencia, F(n), se representa en funcién del tamafio de la ventana n en una escala log-log. Los exponentes
del corto plazo (a1) y en el largo plazo (az2) se calculan como pendientes de las lineas de regresion (segmentos
de puntos) calculados sobre los tamafios de ventana n. En este ejemplo se observa un cambio en la pendiente
en el az para el paciente con la cardiopatia en comparacion del paciente sano. Imagen extraida de [162].

Asi mismo, se ha visto que propiedades fractales alteradas de las series de
fluctuaciones R-R preceden a un evento de fibrilacibn ventricular, circunstancia de
relevancia en el ambito clinico ya que incluso los indices tradiciones de las FFC no llegan
a presentar valores anormales [163]. Otros estudios sugieren que el comportamiento fractal
de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca humana est& determinado por las acciones
del control simpatico y parasimpatico, ya que se ha encontrado que una dinamica aleatoria
en las FFC esta vinculada a una coactivacién simpatica/parasimpatica y asi mismo a una
pérdida de la fractalidad. En contraste, cambios en la regulacion autonémica, por ejemplo,
un actividad parasimpética disminuida en el momento que se presenta una actividad
simpatica aumentada provoca un cambio en la dindmica de las FFC hacia un

comportamiento mayormente fractal [164].

Anadlisis de magnitud y signo (MSA). Estudios han reportado que las fluctuaciones tienen
un comportamiento dindmico que podria ser caracterizada por medio de dos componentes,
magnitud (valor absoluto) y signo (direccion). Estos dos pardmetros reflejan las

interacciones subyacentes en un sistema [118].
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Las correlaciones positivas en las series de magnitud (es decir un diwac)> 0.5) ha
mostrado ser un marcador fiable de propiedades no lineales (complejidad), mientras que el
exponente de signo aysien) provee informacion con respecto a la organizacion temporal de
las series originales en relacion a la forma en que los incrementos se alternan
(direccionalidad) , indicando si un incremento positivo 0 negativo es mas probable que
ocurra dado un incremento actual, y se encuentra relacionado con las propiedades lineales
de escalamiento de la serie original [118].

Por otro lado, se sabe que las series de magnitud exhiben comportamiento
correlacionado en sujetos sanos y las series de signo presentan un comportamiento
anticorrelacionado para series menores a 100 latidos; para escalas mas grandes de 100
latidos las series de signo pueden perder las correlaciones. Los exponentes Qiwmac) Y Oi(sicn)
podrian ayudar a distinguir entre grupos de pacientes sanos y patolégicos [118]. La
utilizacion de la descomposicién de signo y magnitud en las series de la frecuencia cardiaca
podria ayudar a sugerir una regla dinAmica para incrementos de la frecuencia cardiaca
sanos (un incremento en las fluctuaciones en una direccién positiva es probable que sea
seguido por un incremento en la direccidn opuesta). Estos exponentes podrian ser usados
para propoésitos de diagnostico, debido a que la descomposicién en series de magnitud y
tiempo reflejan aspectos de la regulacion autonémica.

Para el célculo de los exponentes de magnitud y signo, se sigue el siguiente
procedimiento previamente propuesto [118]:

Cualquier serie de tiempo a largo plazo Xi puede ser descompuesta en dos
diferentes subseries formadas por la magnitud y el signo de los incrementos. Se aplica
analogamente el método DFA como se describié en la seccidén anterior para encontrar
correlaciones en las series de signo y magnitud.

El analisis de correlacion de la descomposicion de magnitud y signo consiste en los

siguientes pasos:

1. Dada una serie de tiempo x; se crea la serie de incrementos AXi=Xi+1-Xi

2. La serie de incrementos se descompone en series de magnitud |A Xi | y series de
signo (A Xi).
Se elimina la tendencia al restar a las series de magnitud y signo su respectiva media
Debido a las limitaciones en la precision del método DFA para estimar los exponentes
de escalamiento de series anticorrelacionadas (con exponente de escalamiento a

<0.5), primero se integran las series de magnitud y signo. Las series integradas son en
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consecuencia correlacionadas y sus exponentes de correlacién pueden ser estimados
precisamente usando el método DFA.

5. Se aplica el método DFA.

6. Para obtener los exponentes de escalamiento de magnitud y signo de las series, se
calcula la pendiente de F(n)/n de una gréfica log-log. Se usa una funcion de fluctuacion
normalizada F(n)/n~n“! para compensar la integracion realizada en el paso 4, esto
posibilita interpretar los resultados en el nivel de las series de incremento |A Xi | Y

signo(A X)) en lugar del nivel de las series integradas.
En la Figura 2.10 se muestra de manera esquematica los pasos anteriormente

descritos para realizar el MSA, posteriormente en la Figura 2.11 se muestra un ejemplo del

procesamiento con una serie de tiempo R-R.
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Figura 2.10. Representacion esquematica de la descomposicion en magnitud y signo de las series de tiempo
R-R. FT: Transformada de Fourier, DFA: Analisis de fluctuaciones sin tendencia. Imagen adaptada de [123].

51



(o] 200 400 600 800 1000

0.15

o.1

b) ARR oc.s

-0.05

-0.1 —+

-0.15 + + + + 1
o 200 400 600 800 1000

0.15 -+

c) IARRI

0.05

o 200 400 600 800 1000

1

d) Sgn(ARR)

500 510 520 530 540 550

Figura 2.11. Ejemplo del analisis DFA de magnitud y signo. a) Una muestra de 1000 intervalos R-R de una
mujer embarazada en la semana 37 de gestacion. b) La serie de incrementos (ARR) de la serie de tiempo
mostrada en a). c) La serie de magnitud (IARRI) de la serie de la Figura en a). d) La serie de signo (Sgn(ARR))
se presenta hasta 550 latidos para una mejor visualizacion.
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Entropia muestra (SampEn): Es una medida estadistica propuesta por Richman y
Moorman (2000) [165] que cuantifica la variabilidad de series de tiempo
comparando secuencias de puntos de datos consecutivos. Proporciona una medida de la
regularidad o previsibilidad de una serie temporal (una alta SampEn se relaciona con baja
predictibilidad/alta complejidad). La SampEn se deriva de la probabilidad condicional de que
una secuencia de puntos de datos esté dentro de un cierto margen de tolerancia r para m
pasos. Esta tolerancia r se mide generalmente en unidades de desviacion estandar (DE) de
la serie (Figura 2.12). Por lo tanto, la SampEn depende de la longitud de la serie de datos
N. La longitud m de las secuencias a comparar y el intervalo de tolerancia r que debe ser
especificado de datos, pero con una periodicidad diferente. El calculo de la SampEn se
define como:

umti(r) 9)

SampEn(m,r,N) = —In U

Donde m corresponde al tamafio del vector patron en una serie de tiempo, r indica
la tolerancia, N es el tamafio de la serie de tiempo original y Um(r) indica la probabilidad de

que ocurra un vector patrén.
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Figura 2.12. Presentacion intuitiva del principio de Entropia de Muestra (SampEn). Para un vector bidimensional
AB, el nivel de tolerancia r puede representarse por lineas horizontales rojas y violetas alrededor del punto Ay
B respectivamente, con ancho de 2r - DE. Entonces todos los vectores, digamos CD, cuyo primer y segundo
punto (respectivamente C y D) estan dentro de los rangos de tolerancia de Ay B (+ r - DE), son contados para
medir dentro de un nivel de tolerancia r la regularidad, o frecuencia, de patrones de forma similar a un patrén
dado en AB. En la Figura, cinco vectores CD estan proximos al vector AB. Cuando se incrementa la dimensién
del vector de 2 a 3 (ABE), dos vectores, llamados CDF, permanecen cerca mientras que otros tres vectores,
CDG, muestran patrones emergentes. Por lo tanto, la probabilidad de permanecer cerca es de
aproximadamente 2/5. Es evidente que tal probabilidad tiende a 1 para series regulares y produce SampEn =
0 al tomar el logaritmo, mientras que tiende a 0 para el ruido blanco y resulta infinita teéricamente. Imagen
extraida de [166].
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2.4. Respiracion derivada del electrocardiograma (EDR)

Durante la respiracién y como resultado de los movimientos respiratorios, se modulan
diversos pardmetros de la sefial de ECG como por ejemplo: la amplitud, la frecuencia
cardiaca, y la linea de base [167]. La sefial respiratoria derivada del electrocardiograma
(ECG-derived respiration por sus siglas en inglés EDR) se basa en la observacion de que
las posiciones de los electrodos de ECG en la superficie del térax se mueven en relacion
con el corazén [168]. Ademas, la impedancia transtoracica varia, a medida que los
pulmones se llenan y se vacian de aire. Por lo tanto, las derivaciones cardiacas de los ejes
varian en diferentes puntos del ciclo respiratorio y son mediciones suficientemente precisas
del eje eléctrico cardiaco medio que muestran variaciones que estan correlacionadas con
la respiracion. Este método es particularmente eficaz si dos o més sefiales de ECG fueron
adquiridas, pero también resulta valido para un solo canal de ECG. La EDR se puede
obtener incluso en el contexto de la insuficiencia cardiaca congestiva, en la que arritmia
sinusal respiratoria (ASR) puede estar ausente [168] .

Como se menciong, las influencias fisicas de la respiracion producen variaciones en
la amplitud en el ECG (Figura 2.13). En términos del modelo del dipolo equivalente de la
actividad eléctrica cardiaca, la respiracion induce una modulacion aparente en la direccion
del eje eléctrico cardiaco medio. Este fenébmeno es independiente de lo que se conoce

generalmente como artefacto de movimiento [168].

TN NN

Figura 2.13. Modulacién inducida por la respiracién en la amplitud del QRS. Trazo superior: ECG; Trazo inferior:
respiracion medida por un transductor de respiracion colocado alrededor del térax. Duracion: 10 segundos [168].

La EDR se confirmé comparando las mediciones de la direccién del eje con

mediciones simultaneamente registradas de la circunferencia toracica usando un medidor

54



de tension de mercurio. Estudios posteriores incorporaron el uso de un transductor de
respiracion [168]. Las mediciones de la direccion del eje basadas en electrodos toracicos
se correlacionaron mejor con la circunferencia toracica y la impedancia que con mediciones
abdominales, o con mediciones directas [168]. Aunque existen diversas técnicas para medir
la direccion del eje y que funcionan relativamente bien, se encontré que las mediciones
mostradas en la Figura 2.14 son exactas y computacionalmente simples. Después de
sustraer la linea de base, el area de cada complejo QRS normal en cada una de las dos
derivaciones cardiacas se mide sobre una ventana fija (cuyo ancho se determina durante
la fase de aprendizaje del programa de andlisis de ECG para hacer coincidir el intervalo

desde la unién PQ hasta el punto J de un QRS normal).

L LR

L
%+ H]

LE RN

Figura 2.14. Estimacion de la direccion del eje eléctrico cardiaco medio a partir de las mediciones del area QRS
[168].

Las mediciones de area tales como éstas se realizan rutinariamente por detectores
de arritmia. Dado que el ancho de la ventana es fijo, el &rea es proporcional a la amplitud
media de la sefial, por lo tanto, a la proyeccion del vector eléctrico cardiaco medio en el eje
principal. Asumiendo que las derivaciones son ortogonales, el arco tangente de la relacion
de las areas medidas en las dos derivaciones proporciona el angulo del eje medio con
respecto a uno de los ejes de derivacion (Figura 2.14). La medicién de la direccién del eje
durante el complejo QRS proporciona un estimado de la sefial EDR por ciclo cardiaco. Dado

que la frecuencia cardiaca es casi siempre mayor que el doble de la frecuencia respiratoria,
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la frecuencia de esfuerzo respiratorio se puede medir bien de este conjunto limitado de
muestras. La interpolacion mediante splines cubicos produce una sefial EDR continua
(Figura 2.15) que tiene una notable semejanza con la sefial obtenida a través de un

transductor de respiracion colocado en el torax.

M
M

Figura 2.15. Respiracion normal. Trazo inferior: sefial respiratoria adquirida por un transductor colocado en el
pecho. Trazo superior: sefial EDR posterior a la interpolacion de splines cubicos. Duracion: 10 segundos [168].

2.5. Sistema de adquisicion radiotelemétrico de datos fisioldgicos

Los roedores de laboratorio son las especies animales de eleccién para la mayoria de las
investigaciones bhiomédicas, tanto en el ambito académico como en la industria
farmacéutica. Los roedores son de un tamafio manejable y relativamente facil y
econémicamente de albergar. Estos factores, junto con la disponibilidad de una gran
cantidad de roedores mutantes espontaneos y experimentalmente inducidos, hacen que los
roedores de laboratorio sean idéneos para una amplia variedad de areas de investigacion
[169]. Como se menciond previamente en el capitulo anterior, de acuerdo con una revision
efectuada por Rowan et al., existe suficiente evidencia para sustentar que las FFC en el
roedor (especialmente de ratones y ratas) reflejan de manera similar el comportamiento de
la regulacién cardiovascular y control autonémico al que se produce en los seres humanos
[125].

En la investigacion cardiovascular, farmacoldgica y toxicolégica, a menudo se
requiere una medicidén precisa de los pardmetros relativos al sistema circulatorio de los
animales de laboratorio. Como se mencion0 previamente, las FFC se basan en registros de
ECG. No obstante, la obtencion de registros de ECG fiables, asi como datos fisioldgicos
tales como la temperatura periférica en roedores puede ser dificil usando técnicas de
medicidn convencionales, que requieren conectar sensores y conductores a un animal con
movimiento restringido, inmovilizado o anestesiado [169]. Los datos obtenidos de esta

manera deben ser interpretados con precaucion, ya que es bien sabido que el estrés de la
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restriccion y la anestesia pueden tener una influencia importante en los parametros
fisiologicos [170], [171]. La radiotelemetria es una técnica que permite recolectar datos de
animales conscientes y en libre movimiento. Esta técnica se ocup6 en los capitulos 11l y IV
de la presente tesis. Las mediciones pueden llevarse a cabo incluso en animales que se
mueven libremente y sin que el investigador esté en la proximidad del animal. De este modo,
se evitan las fuentes de artefactos y se garantizan mediciones precisas y fiables. Esta
metodologia también reduce la variabilidad inter-animal, reduciendo asi el nimero de
animales utilizados, convirtiendo a esta tecnologia en el método eficaz de monitoreo de
parametros fisioldgicos en animales de laboratorio [172], [173]. Los avances constantes en
la tecnologia de adquisicion de datos y miniaturizacion de implantes significan que ahora
es posible registrar pardmetros fisiol6gicos de forma continua y en tiempo real durante
periodos mas largos; como horas, dias o incluso semanas [173]. En el Apéndice A se
describe la técnica quirargica para la implantacion de un transmisor de telemetria
comercialmente disponible utilizado para mediciones continuas de temperatura, actividad
locomotora y un biopotencial (en este caso utilizado para adquirir ECG en un Gnico canal),
a partir de la cual se puede estimar las FFC. En la Figura 2.16 se muestra un esquema del
sistema de adquisicion de datos radiotelemétricos.

Transmisor de telemetria

implantado W

Registroy
visualizacion en
computadora

ECG Vl'ulovimiento Temperatura

RECEPTOR Matriz de

intercambio
de datos

Figura 2.16. Equipo de telemetria para el registro de roedores: Un transmisor implantado dorsalmente registra
simultineamente ECG, movimiento y temperatura. El transmisor envia ondas de radiofrecuencia a un receptor
ubicado cerca de la jaula del roedor, posteriormente la sefial pasa por un convertidor analdgico-digital (matriz
de intercambio de datos) y finalmente llega a una computadora para visualizacién y manipulacion de los datos
[174].
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2.6. Sistema de adquisicion de sefiales fisiolégicas materno-fetal
portatil

En los capitulos V y VI se utilizé el sistema de adquisicion de sefales fisiolégicas materno-
fetales MONICA AN24 (Monica Healthcare, Nottingham, Reino Unido). Este es un
dispositivo portatil que permite realizar electrocardiografia (ECG) abdominal de manera no
invasiva; asi como desplegar parametros fisiolégicos tales como: frecuencia cardiaca
materna, frecuencia cardiaca fetal, movimientos maternos y contracciones uterinas a partir
de una estimacion histerografica mediante 5 electrodos colocados en el abdomen materno
[175].

Antes de la colocacioén de los electrodos (AMBU®, BlueSensor VL), se limpio la piel
con alcohol y se realizé un raspado con papel abrasivo en el lugar de colocacién de los
electrodos. Se verificd que la impedancia de la piel fuera inferior a 5 kQ, puesto que el
sistema MONICA AN24 cuenta con un sistema de seguridad que impide la realizacion del
registro si no se tiene una impedancia menor a este valor.

Este dispositivo tiene 3 derivaciones para ECG, estan dadas por los conectores de
colores naranja, blanco y verde. Estos 3 canales tienen un punto de conexidbn en comun
que es el conector amarillo, finalmente el conector negro es la tierra (derivacion bipolar).
Teniendo en cuenta esta informacion, se colocé sobre el abdomen materno limpio los
electrodos desechables de una forma estandarizada de acuerdo con el manual del
dispositivo, esto fue independiente de la posicién fetal. La colocacion fue la siguiente (Figura
2.17):

e Conector amarillo: El electrodo se coloca en la linea media, justo encima de la sinfisis
pubica.

e Conector blanco: El electrodo se coloca por arriba del ombligo en gestantes a término.

e Conectores verdey naranja: Los electrodos se colocan en la parte izquierda y derecha
del abdomen de la madre, estan posicionados para formar un diamante como se
observa en la Figura I1.17.

e Conector negro: Es el electrodo es la referencia, se coloca cercano al electrodo verde,

aunque su posicion exacta no es critica.
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Figura 2.17. Forma de colocacion de los electrodos en el abdomen materno y dispositivo MONICA AN24 para
gestaciones mayores a 33 semanas.

2.7. Sistema de inmunoensayos multiples por bioluminicencia
acoplada a citometria de flujo

Los inmunoensayos para la determinacion de 37 citoquinas en suero sanguineo
(descripciéon completa en la seccion 5.2. Metodologia del Capitulo V) fueron realizados a
través de un kit Bio-Plex®, el cual esta constituido alrededor de la tecnologia Luminex
XMAP®, que utiliza una plataforma de citometria de flujo basada en perlas magnéticas
destinada al analisis multiplexado. Los ensayos se pueden realizar para muchas clases de
moléculas incluyendo citoquinas y hormonas [176]. Es relevante mencionar que para el
manejo de las muestras sanguineas siempre se preservo la cadena fria, esto se encuentra
detallado en el apéndice C.

Esta tecnologia incorpora un panel metabolico humano disefiado para el estudio de
biomarcadores, analiticamente validados e integrados en un solo panel (placa de 96 pozos).
Permite investigar la expresion de multiples analitos simultdneamente, con la ventaja de
una mayor velocidad y sensibilidad [176]. En nuestro caso se utilizé un kit para determinar
37 citoquinas durante el tercer trimestre de embarazo y en el trabajo de parto, realizando la

determinacion de cada analito por duplicado.
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Los ensayos de Bio-Plex® cuantificaron los distintos marcadores en un unico pozo de una
placa de 96 pozos en un tiempo aproximado de 3-4 horas a través del lector Bio-Plex
MAGPIX Multiplex Reader.

El principio de este bioensayo se presenta en la Figura 2.18. Se produce una captura
con anticuerpos para el biomarcador deseado acoplados a microesferas (perlas) sintéticas.
Estas perlas acopladas reaccionan con la muestra que contiene el biomarcador de interés.
Después de una serie de lavados para eliminar la proteina no unida, se afiade un anticuerpo
de detencién biotinilado para crear un complejo de sandwich. El complejo de detencioén final
es el formado con la adicion de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) conjugado. La ficoeritrina

sirve como un indicador fluorescente [176], [177].

Biomarcadores
de interés
v Estreptavidina

Captura de Anticuerpo de
Anticuerpo detencién Biotinilado

Figura 2.18. Inmunoensayo sandwich Bio-Plex® [177].

Los valores de fluorescencia fueron determinados usando la tecnologia Luminex
XMAP®. Cuando una suspension de ensayo se introduce en el lector Bio-Plex, un laser de
color rojo (635 nm) ilumina los colorantes fluorescentes, identificando la perla
correspondiente. Al mismo tiempo, un laser de color verde (532nm) se excita para generar
una segunda sefal, que es detectada por un tubo fotomultiplicador. Un procesador digital
de alta velocidad procesa la salida de datos, y finalmente el software transforma los datos
de fluorescencia en concentracion (pg/mL). La concentracion de los analitos unidos a cada

perla es proporcional a la fluorescencia de la sefial [176], [177].
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2.8. Sintesis

El presente capitulo introdujo a las técnicas de analisis de las FFC y a los sistemas de
adquisicion de datos fisiolégicos e inmunologicos que fueron utilizados en los capitulos
subsecuentes. En primer lugar, se describié el algoritmo de deteccion de los picos R del
ECG para la construccion de la sefal de fluctuaciones R-R, una vez construida dicha sefial
se le aplican métodos de preprocesamiento, como lo es un filtro adaptativo para corregir
artefactos que afectan potencialmente el calculo de los parametros del analisis de las FFC.
Es posible clasificar a los parametros del analisis de las FFC en lineales (en el dominio del
tiempo y en el dominio de la frecuencia) y en no lineales. En este capitulo se detallaron el
uso de indices no lineales como lo son los exponentes de escalamiento fractal del método
DFA, los exponentes del MSA y la SampEn, también se describié su aplicacion como
potenciales herramientas de diagnostico para distinguir entre procesos de salud y
enfermedad. En la parte final del capitulo se abordaron los diferentes sistemas de
adquisicion de datos fisiolégicos e inmunoldgicos que fueron esenciales en esta

investigacion.
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Capitulo lli

3. Estudio I: Efecto de la oxitocina exdgena en
la dinamica cardiaca de ratas endotoxémicas

Resumen: Ademas de las funciones bien conocidas de la oxitocina (Ox) en el nacimiento y
el trabajo de parto, existe evidencia reciente que demuestra que esta hormona hipotaldmica
posee propiedades cardioprotectoras, antiinflamatorias y parasimpaticas. En este estudio,
exploramos las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca (FFC) en un modelo de roedores
endotoxémicos en el que fue administrada de manera conjunta oxitocina exdgena y
lipopolisacardio (LPS). La evaluacién de las FFC se ha utilizado ampliamente como una
medida indirecta de la actividad autonémica cardiaca. En este contexto, ratas adultas Dark
Agouti fueron implantadas con un transmisor radiotelemétrico para medir de forma continua
y remota el electrocaridograma (ECG), la temperatura y la locomocion. En un disefio
experimental entre sujetos, las ratas recibieron el siguiente tratamiento periférico: solucion
salina como vehiculo (V); Lipopolisacarido (LPS); Oxitocina (Ox); Lipopolisacérido +
oxitocina (LPS + Ox). Posteriormente diversos indices lineales y no lineales del analisis de
las FFC fueron estimados 3 horas antes a 24 horas después del tratamiento farmacolégico.
Los resultados mostraron que la Ox exdgena no modificé por si misma las FFC del grupo
de ratas con Ox en comparacioén con el grupo vehiculo. En contraste, en los animales
cursando un proceso inflamatorio (LPS) la Ox provocd: a) un patrdn menos
anticorrelacionado en las FFC, b) disminucién de la frecuencia cardiaca media, c)
moderacion de la magnitud y duracién de la hipertermia inducida por LPS y d) un aumento
en la locomocion hasta 6 horas después la inyeccion de LPS. El patrén menos
anticorrelacionado en las FFC y la disminucion de la frecuencia cardiaca media podrian
reflejar un acoplamiento del marcapasos cardiaco modulado por la influencia colinérgica de
la oxitocina durante la endotoxemia inducida por LPS. Por ultimo, los efectos anti-letargicos
y termorreguladores en el largo plazo de la administracion de Ox durante la endotoxemia
podrian ser consecuencia de sus propiedades antiinflamatorias.

Es pertinente mencionar que avances preliminares de este trabajo se presentaron en los
siguientes congresos:

Congreso Iberoamericano de Neuroinmunomodulacién and Il Congreso Mexicano de
Neuroinmunoendocrinologia, 28 de octubre al 30 de octubre de 2015, Nuevo Vallarta,
Nayarit, México.

CXXI Reunién Reglamentaria de la Asociacion de Investigacion Pediatrica A.C., 4 de
diciembre del 2016, Amealco de Bonfil, Querétaro, México.

Este trabajo ha sido publicado como: Reyes-Lagos JJ, Hadamitzky M, Pefia-Castillo MA,
Echeverria JC, Bosche K, Liuckemann L, Schedlowski M, Pacheco-Lépez G. Exogenous
oxytocin reduces signs of sickness behavior and modifies heart rate fluctuations of
endotoxemic rats. Physiol Behav. 2016;165:223-30. doi: 10.1016/j.physbeh.2016.07.013.
Una copia de dicho articulo se encuentra en el Apéndice E.
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3.1. Introduccion

En condiciones sanas, las fluctuaciones cardiovasculares muestran una dinamica
fisiologica compleja resultante de las interacciones entre las células del marcapasos
cardiaco y el sistema nervioso autonomo (SNA) [150]. Existe evidencia en modelos
humanos y experimentales que indica que durante una inflamacién sistémica (por ejemplo,
la endotoxemia) la regulacién de la funcion cardiaca se manifiesta con fluctuaciones en la
frecuencia cardiaca (FFC) disminuidas y un aumento en la regularidad del ritmo cardiaco
[97], [100], posiblemente como resultado de un desacoplamiento parcial de las células del
marcapasos cardiaco del control neuronal autonémico [99]. Algunos autores también han
descrito que los cambios en las FFC podrian utilizarse para identificar indirectamente la
denominada respuesta colinérgica antiinflamatoria (RCA) en diversos escenarios [88], e
incluso se han considerado como una herramienta potencial no invasiva para estudiar vy
monitorizar las respuestas inflamatorias y antiinflamatorias fetales [178]. En este sentido,
estudios han mostrado que la inhibicion sistémica del receptor a7nACHR induce un
decremento en las FFC que provoca un aumento de la inflamacién y consecuentemente
una respuesta febril en ratas endotoxémicas [101]. Esta respuesta sugiere un papel ténico
de los receptores nicotinicos periféricos de la acetilcolina para modular la dinamica del ritmo
cardiaco durante la inflamacién sistémica.

A pesar de que la oxitocina tiene funciones fisiol6gicas bien conocidas durante el
trabajo de parto y la lactancia en humanos y otros mamiferos, estudios han revelado que
también posee propiedades inmunoldgicas y cardioprotectoras; principalmente mediante la
modulacion de la actividad del sistema nervioso parasimpatico [179]. De acuerdo con lo
dicho, la oxitocina posee propiedades cardioprotectoras en condiciones isquémicas [126],
y disminuye la inflamacién inducida por carragenina en ratas [2]. Ademas, se ha demostrado
la participacion de vias de sefializacion en la cardioproteccion al ser estimuladas por
receptores de oxitocina, que estan presentes en el corazén y grandes vasos [180]. Asi
mismo, hallazgos sugieren que la oxitocina también limita la activacion de citoquinas
causada por el componente bacteriano de la pared celular del LPS, posiblemente debido a
la modulacion de la RCA [113].

Algunos estudios han informado de algunos efectos de la administracion de
oxitocina intranasal en las FFC durante experimentos de cognicion social; donde la
oxitocina, ademas de facilitar el comportamiento social, disminuy0 la frecuencia cardiaca y

aumento las FFC [181], [182]. Otros hallazgos indican que la administracion subcrénica de
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oxitocina induce efectos duraderos en ratas ovariectomizadas, incluyendo un aumento en
la actividad motora espontanea y la disminucion de los niveles de corticosterona [183].

Recientemente hemos reportado el uso de métodos lineales y no lineales para el
analisis de las FFC en el parto humano; una condicién que ha sido considerada como un
proceso inflamatorio exacerbado [85]. De la misma manera, hemos documentado que el
andlisis de escalamiento fractal y la SampEn son consideradas como potenciales
herramientas analiticas que proporcionan informacion sobre los mecanismos
homeostaticos autonémicos relacionados con la inflamacion [116]. En este contexto, el
objetivo del presente estudio fue explorar los efectos de la oxitocina exégena en la dindmica
de las FFC mediante la aplicacion de andlisis lineal y no lineal, asi como monitorizar la
actividad motora y la temperatura periférica en un modelo experimental en ratas
endotoxémicas. Siguiendo los hallazgos de Gholami et al. [99], Jankowski et al. [180] y Clodi
et al. [113], se planted la hip6tesis de que la administracion periférica de oxitocina durante
la endotoxemia inducida por LPS aumenta el acoplamiento del marcapasos cardiaco
mediado por influencias colinérgicas, lo que se verd reflejado en los pardmetros lineales y
no lineales de las FFC, reduciendo signos del comportamiento de enfermedad como lo es
el letargo y la fiebre.

3.2. Metodologia

Animales: En el bioterio de la Universidad de Essen (Alemania) se solicitaron ratas adultas
Dark Agouti machos (DA / HanRj, 230-250 g) de Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
Francia) y fueron alojadas en jaulas de plastico estandar con tapas-jaulas metalicas. Los
animales se mantuvieron en un ciclo de luz/ oscurida inverso de 12:12 h (la luz se apagada
a las 7:00 AM) y tuvieron acceso ad libitum a agua y dieta estandar. Se permitié que las
ratas se aclimataran al nuevo entorno durante al menos 2 semanas antes de la cirugia de
implantacién del radiotransmisor. Todos los procedimientos siguieron los lineamientos del
bioterio de la Universidad de Duisburg-Essen, Alemania, y los procedimientos
experimentales cumplieron con la Ley de Bienestar Animal (TierSchG) - Alemania, la
Directiva Europea 2010/63/UE y con los Institutos Nacionales de Salud E.U.A. Estos
procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales
(LANUV Dusseldorf, Renania del Norte-Westfalia, Alemania).

Drogas: Basandose en un estudio previo [184], se administré oxitocina sintética

(Syntocinon®, 3 Ul, Novartis GmbH, Nirnberg, Alemania) a una dosis de 3 Ul / kg (6 mcg /
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kg) administrada subcutdneamente (sc) en un volumen de 1 ml. Se diluyé el lipopolisacarido
liofilizado (LPS) de Escherichia coli, serotipo O55: B5 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Alemania) con solucion salina estéril (NaCl) y se administré por via intraperitoneal (ip) a una
dosis de 0.1 mg / kg en un volumen total de 1 ml. Se ha demostrado previamente que esta
dosis de LPS induce un aumento en los niveles de citoquinas periféricas y fiebre moderada
[185], asi como cambios de los pardmetros de las FFC [101].

Cirugia de implantacion de radiotransmisores telemétricos: Se implantaron
quirdrgicamente radiotransmisores de radiotelemetria (ETA-F20, Data Sciences
International, St. Paul, Minnesota, E.U.A.) para medir de forma continua el ECG, la
temperatura periférica y la actividad locomotora. Las ratas se anestesiaron en una camara
de induccidn con isoflurano al 5% y oxigeno al 2%. La anestesia se mantuvo mediante un
flujo de 1,5 - 2,0% de isoflurano y oxigeno (1 L/min) a través de una mascara durante la
cirugia. La piel dorsal de la rata se limpié y desinfectdé con povidona-yodo y alcohol. Se
realizé una incision vertical de 2 cm en el dorso donde se implant6é el transmisor de
telemetria subcutaneamente (s.c.). Los cables del transmisor fueron guiados bajo la piel
con las puntas conductoras (electrodos) a las regiones axilares derecha e izquierda. Para
aliviar el dolor Carprofen 5 mg/kg fue administrado s.c. el dia de la cirugia y los siguientes
tres dias posteriores a la cirugia. Los experimentos se realizaron 14 dias después de la
cirugia para permitir la recuperacion de los animales [174]. La informacién detallada sobre
este procedimiento se encuentra en el Apéndice A. Implantacion dorsal de los transmisores

telemétricos.

Registro de actividad ECG, temperatura y locomocién a través de telemetria en
animales consientes y en libre movimiento: Los animales se asignaron aleatoriamente
a uno de los cuatro diferentes grupos de estudio: 1) vehiculo (V, n = 7); 2) oxitocina (Ox, 3
Ul / kg, n = 8); 3) lipopolisacarido (LPS, 0.1 mg / kg, n = 8); 4) LPS + oxitocina (LPS + Ox,
administracion combinada de 0.1 mg / kg de LPS y 3 Ul / kg de oxitocina, n = 8). Después
de las inyecciones, las ratas implantadas se colocaron individualmente en su caja con los
receptores de telemetria debajo de dicha caja, los receptores estuvieron conectados a
través de una matriz de intercambio de datos a una computadora. El inicio de los registros
comenzo a las 7:00 AM y la administracion de los farmacos se realiz6 a las 10:00 AM
(tiempo 0) para cada grupo. El ECG fue muestreado a 2000 Hz utilizando el hardware de

Data Sciences International y el software Dataquest ART®. Los ECG’s se inspeccionaron
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visualmente y se seleccionaron segmentos confiables de 5 minutos cada hora (-3 h a +24
h). Las sefales digitalizadas de ECG se analizaron para la deteccién de picos R, al mismo
tiempo se registraron datos de la temperatura y la locomocién.

Andlisis de datos: Los registros de ECG se pre-procesaron utilizando algoritmos
previamente validados de acuerdo con lo descrito en la Seccion 2.1.
Posteriormente se calcularon algunos pardmetros lineales y no lineales para cada
segmento de 5 min de todas las sefiales de fluctuaciones R-R como: la frecuencia cardiaca
media (mean heart rate por sus siglas en inglés MHR), el parametro RMSSD, que cuantifica
las fluctuaciones de alta frecuencia mediadas por el vago y el SDNN, utilizado como medida
total de las FFC [86].

Los exponentes de escalamiento en el corto plazo a1, dimac) Y Oisieny de 4 <n < 11
latidos y los exponentes de escalamiento en el largo plazo a,, Oxwmac) Y Ozsien) de N> 11
latidos se evaluaron mediante la aplicacion de la metodologia DFA y MSA descrito en el
Capitulo 2 seccion 2.3.

Finalmente, para evaluar la regularidad de la sefial de fluctuaciones R-R también se
estimo la SampEn como fue descrito por Richman & Moorman [165]. El parametro m se fijo
a 2 y el nivel de tolerancia r fue 0.2. Los actogramas promedios se calcularon a partir de
series de tiempo continuo de movimiento corporal de -3 a +24 h utilizando un paquete de

software para el andlisis y visualizacién de actividad cronobiolégica [186].

Analisis estadistico: Todos los parametros se analizaron mediante ANOVA de dos vias
con medidas repetidas en el tiempo. De acuerdo con las diferencias identificadas entre los
grupos, se aplico un analisis del area bajo curva (Area under curve, AUC por sus siglas en
inglés) en periodos consecutivos de dos horas. El analisis de AUC se realiz6 posterior a las
6 horas, que fue el tiempo descrito por Mazloom et al. [101] (con el propdsito de observar
efectos en el largo plazo) y antes de las 9 h, con la intencién de evitar variaciones
circadianas inducidas por la fase de luz [174] . Sin embargo, con el objetivo de verificar
otros efectos de la oxitocina sobre la endotoxemia inducida por LPS, que parecen
manifestarse a largo plazo de acuerdo con los resultados previos reportados por Clodi et al.
[113], unicamente la AUC de la temperatura corporal se grafico y analiz6 por separado de
+7 a +9 h y de +10 a +12 h correspondientes a los periodos de oscuridad y luz,
respectivamente. La AUC para cada periodo se calcul6 mediante el método del trapecio

(los datos de la AUC se expresan como valor promedio + DE). Finalmente, se realizaron
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comparaciones planeadas de las AUC entre V vs. Ox, V vs. LPSy LPS vs. LPS + Ox y se
analizaron por ANOVA de una via, seguidas por pruebas post hoc de LSD de Fisher y
Kolmogorov-Smirnov (0.05 se consider6 como el nivel de significancia estadistica).

3.3. Resultados

En la Figura 3.1 se muestran los pardmetros lineales de las FFC comenzando 3 h antes a
24 h después del tratamiento. Se calculé la AUC de cada parametro asociado al periodo de
+7 a +9 h (&rea sombreada); dicho andlisis se presenta como insertos en la parte superior
derecha de cada panel. Adicionalmente, una barra de color negra/blanca en la parte inferior
de cada panel indica los fotoperiodos de oscuridad y luz respectivamente. Nuestros
resultados muestran que la inyeccién de LPS se asoci6é con una respuesta bifasica
caracterizada por un incremento inicial en la MHR (Figura 3.1a) y un SDNN disminuido
(Figura 3.1b) seguido por un periodo prolongado de taquicardia y variabilidad cardiaca
disminuida. Cabe mencionar que en las condiciones iniciales (antes de t=0 h), no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos estudiados.

El efecto del LPS en la MHR fue estadisticamente significativo segun las
comparaciones planeadas de las AUC (F = 19.28, p<0.0001, V vs. LPS). La administracién
de una Unica inyeccidn de oxitocina a una dosis de 3 Ul / kg provocé cambios en la MHR 6
h después del LPS (F =19.28, p<0.01, LPS vs. LPS + Ox). Los indices lineales de las FFC
como el SDNN (Figura 3.1b) y la RMSSD (Figura 3.1c) exhibieron una reduccién
significativa (F = 7,52, p<0.01 y F = 3,60, p<0.05, respectivamente) 6 horas después de la
inyeccién del LPS.

El efecto de la inyeccién de la endotoxina sobre la irregularidad de las series de
tiempo R-R también se investig6 usando el método DFA y la SampEn, estos resultados son
mostrados en la Figura 3.2. El a; permanecio disminuido (Figura 3.2a) de +7 a +9 h después
de la inyeccion de LPS segun los resultados de las comparaciones planeadas de las AUC
(F = 4.25; p<0.01). El parametro aisien) (Figura 3.2b) también presenté una dinamica

bifasica. Se puede observar en la grafica que en el periodo de +7 a +9 h la inyeccién de
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Figura 3.1. Pardmetros lineales de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca (FFC) de ratas macho adultas en
libertad: a) frecuencia cardiaca media (MHR); b) desviacién estandar de los intervalos R-R (SDNN), y ¢) la raiz
cuadrada del promedio de la suma de las diferencias cuadraticas entre intervalos R-R adyacentes (RMSSD).
Estos parametros se estimaron antes y después del tratamiento (tiempo = 0, indicado por una linea vertical
discontinua): vehiculo (V), oxitocina (Ox), lipopolisacarido (LPS) y LPS + oxitocina (LPS + Ox). Los datos se
reportan como promedio + EE. El area bajo la curva (AUC) correspondiente al area sombreada de cada
parametro (de +7 a +9 h) se muestran en los insertos de la Figura. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001 (prueba
LSD de Fisher para las AUC).
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El exponente aiwac) disminuyo significativamente después de la dosis Unica de LPS
(F = 1,90; p<0.05, V vs. LPS), Figura 3.2c. Sin embargo, el parAmetro SampEn no mostro
cambios de +7 a +9 h, Figura 3.2d. Los parametros de escalamiento fractal en el largo plazo
(a2, az2mac) Y Ozsieny) NO presentaron cambios después de la administracion de los farmacos
por lo que no son reportados.
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Figura 3.3. Datos representativos de las relaciones log-log F(n) (fluctuacion cuadratica media promedio) vs. n
(escala) o log-log F (n) / n vs. n con respecto a la estimacion de los exponentes de escalamiento en el corto
plazo a1, aimaG) ¥ a1 (sin). Las relaciones se muestran 8 h después del tratamiento con: a) vehiculo (V); b)
oxitocina (Ox); C) lipopolisacérido (LPS), y d) LPS + oxitocina (LPS + Ox). Los valores de los parametros de la
frecuencia cardiaca media (MHR), la desviacion estandar de los intervalos R-R (SDNN), la raiz cuadrada del
promedio de la suma de las diferencias cuadraticas entre intervalos R-R adyacentes (RMSSD), a1, aiwvac),
aysieN) Y la entropia muestra (SampEn) son también mostrados aqui.

En resumen, una administracién de una Unica dosis de oxitocina exdgena no modificé por
si sola la dindmica cardiaca (de +7 a +9 h) en ningan parametro (V vs. Ox); pero en
presencia de endotoxemia la oxitocina introdujo cambios significativos en la MHR vy el
A1(SIGN).

La Figura 3.3 muestra ejemplos representativos del analisis lineal y no lineal de las
FFC de los grupos V, LPS, Oxy LPS + Ox. Las relaciones log-log F(n) vs. ny log-log F(n)/n
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VS. n proporcionan los exponentes ai, aysien), Oivac) Provenientes de un ajuste lineal dentro

del intervalo n de 4 a 11 latidos. Se encontré una relacion lineal entre el log (de la

fluctuacion) y log (del tamafio de la ventana) en todos los grupos en el momento del analisis,

que corresponde a la estructura fractal con una dinamica de 1/f [157].

Adicionalmente, la Figura 3.4 muestra una descomposicién en signo de datos tipicos

para los grupos de LPS y LPS + Ox. Esta Figura ilustra un patron con mayor anticorrelacion

en las FFC durante la endotoxemia (LPS) en comparacion con los datos del grupo LPS +

Ox.
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Figura 3.4. Ejemplos representativos de series de fluctuaciones R-R 8 h después de la administraciéon del
lipopolisacarido (LPS): a1 (sicn) = 0.05 (panel a) y LPS + oxitocina (LPS + Ox): a1 sien) = 0.16 (panel b). Las
series de tiempo del grupo LPS asi como su series de signos muestran mas alternancias, lo que sugieren un
comportamiento mayormente anticorrelacionado comparado con el del grupo LPS + oxitocina.

Es importante destacar que el ritmo circadiano de la temperatura corporal periférica

es también alterado por el LPS, puesto que este grupo de ratas presentdé una dinamica

invertida en comparacion con el grupo vehiculo (Figura 3.5a). Ademas, se observé una

hipotermia transitoria de +2 a +4 h en las ratas tratadas con LPS, la AUC correspondiente

a este periodo fue menor en relaciébn con el vehiculo (70.9 °C-h vs. 72.2 °C:h

respectivamente, con un nivel limitrofe de F = 2.82; p = 0.06). Curiosamente, la oxitocina

no parecié tener ningun efecto sobre la hipotermia transitoria. Sin embargo, la

administracién del LPS indujo un incremento significativo en la temperatura corporal de +10

a +12 horas después del tratamiento (F = 9.65, p<0.001, V vs. LPS), que se maodifico

significativamente mediante la administracién de oxitocina (F = 9.65 p<0.05, LPS vs. LPS +
Ox).
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Finalmente, se encontrd que el tratamiento con oxitocina exégena redujo el letargo
inducido por LPS; esto fue notado debido a cambios significativos en la locomocion (Fig.
[11.5b) 6 horas post-LPS (V vs. LPS, p<0.003) y post-LPS con oxitocina (LPS vs. LPS + Ox,
p<0.05), de acuerdo con la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov.
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Figura 3.5. a) Temperatura periférica corporal, y b) actograma promedio de ratas macho adultas en libertad.
Estos parametros se registraron antes y después del tratamiento (tiempo = 0, indicado por una linea vertical
discontinua): vehiculo (V), oxitocina (Ox), lipopolisacarido (LPS) y LPS + oxitocina (LPS + Ox). Los datos se
muestran como promedio + EE. El area bajo curva (AUC) correspondiente al &rea sombreada de cada parametro
(de +7 a +9 h, periodo oscuro) se muestran en el inserto de la Figura. EI AUC de la temperatura correspondiente
al area blanca (de +10 a +12 h, periodo de luz) también se muestra en el inserto de la Figura. *p<0.05, ***
p<0.0001 (prueba de LSD de Fisher), +++ p<0.003, + p<0.05 (prueba de Kolmogorov-Smirnov).
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3.4. Discusioén de resultados

Los resultados de este estudio demuestran que una Unica dosis de oxitocina exdgena no
moadifica por si misma las FFC, la temperatura y el movimiento corporal de ratas tratadas
con oxitocina (grupo Ox) en comparacion con ratas control o vehiculo (grupo V). No
obstante, en animales sometidos a la endotoxemia esta hormona provocoé un patrén menos
anticorrelacionado en las FFC indicado por ai sieny (Figura 3.2b), disminuyo la MHR (Figura
3.1a), modificé la temperatura periférica (Figura 3.5a) y aumentoé la locomocién (Figura
3.5b) hasta 6 horas posteriores a la inyeccién de LPS.

Un estudio previo demostrd que una Unica administracion de oxitocina exégena no
afecta los niveles basales de corticotropina, cortisol, TNF-a y otras citoquinas [113]. En
nuestro estudio, la falta de cambios en las FFC, la temperatura y el movimiento corporal
después de una Unica administracion de oxitocina es congruente con dicho estudio. Sin
embargo, la modulacion fisiolégica introducida por la oxitocina solo fue evidente durante la
endotoxemia inducida por LPS. De hecho, Clodi et al. [113] sugirieron que la oxitocina
exdgena disminuye la activacion neuroendocrina de ciertas citoquinas, e incluso activa la
RCA, particularmente durante los escenarios de inflamacién; lo que soporta nuestros
hallazgos. Por lo tanto, los cambios significativos en la MHR y el aysien) identificados 6 h
después de la administracién de oxitocina, revelan un patron menos anticorrelacionado en
las FFC y una disminucién de la frecuencia cardiaca media, lo que sugieren la aparicién de
un acoplamiento del marcapasos cardiaco modulado por la influencia colinérgica de la
oxitocina. Esta consideracion esta en concordancia con el hecho de que algunos autores
han considerado que la oxitocina tiene efectos funcionales como un péptido modulador
cardiovascular autonémico [108], [109]; donde estos efectos estan mediados por los
receptores oxitocinérgicos locales del corazén [187]. De hecho, la administracion de
oxitocina podria modular el a2-adrenoceptor, lo que resultaria en una mayor actividad de
los receptores [188].

En cuanto a los efectos de la inyeccion de LPS, los resultados para los parametros
lineales de las FFC (MHR y SDNN), asi como para el de temperatura periférica (entre O h a
+6 h) son similares al de un estudio anterior [101]. En nuestro modelo de rata, se confirmé
que la inyeccién de LPS indujo un patron de respuesta bifasica: inicialmente se presento
una disminucién en la temperatura corporal periférica, acompafiada posteriormente por un
periodo prolongado en el aumento de la MHR con FFC totales disminuidas de 0 a +6 h.
Nuestros resultados también indican que después de +6 h los efectos del LPS todavia

fueron evidentes en las FFC. El grupo de investigacion de Essen, Alemania ha
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caracterizado previamente el resultado inmunolégico de una administracién periférica de
LPS a 0.1 mg/kg (dosis idéntica a la empleada en este experimento); resultando en un
incremento substancial de niveles de citoquinas proinflamatorias periféricas como TNF-a,
IL-1B e IL-6 a los 90 min después del tratamiento [189], asi como de niveles de citoquinas
proinflamatorias centrales en la amigdala (TNF-a, IL-18) 150 a 200 minutos después del
tratamiento [190]. En este estudio también encontramos que en el largo plazo (es decir, +7
a +9 h) las FFC siguen siendo afectadas por la dosis Unica de LPS (como es indicado por
valores pequefios del SDNN, Figura 3.1b). Este efecto sobre las FFC podria estar asociado
con niveles aun elevados de citoquinas proinflamatorias en el largo plazo como se report6
anteriormente para periodos de tiempo mas cortos [33]. De hecho, el SDNN se ha asociado
con el pico de expresién maximo de mdltiples citoquinas de acuerdo con Fairchild et al. [98],
ya que muestra una correlacién inversa con niveles de TNF-a [191]. Continuando con la
interpretacion de los pardmetros lineales de las FFC, se sugiere un potencial retiro vagal o
desacoplamiento colinérgico para el grupo LPS (indicado por valores de RMSSD reducidos,
Figura 3.1c). Se sabe que la funcién vagal desempefia un papel critico en la regulacion de
la respuesta inflamatoria a través de la RCA, puesto que la modulacién vagal esta
inversamente asociada con los procesos inflamatorios [192]. Por lo tanto, cuando la
actividad vagal es baja, las influencias que inhiben la inflamacién se interrumpen, resultando
en un exceso en los niveles de citoquinas proinflamatorias periféricas [193], [194].

En cuanto a los pardmetros no lineales de las FFC, se observé una alteracion
significativa en los parametros de escalamiento y propiedades no lineales para el grupo
LPS. Esto indica que en respuesta a la endotoxemia se modifica la estructura fractal de los
periodos cardiacos. Por lo tanto, el decremento de los parametros a: y aiwac) (Figuras 3.2a
y 3.2c, respectivamente), podria indicar el desacoplamiento del SNA y cardiaco [99].

El pardmetro de escalamiento fractal en el corto plazo aisieny mostrd cambios
interesantes, disminuyd después de la administracién de LPS (Figura 3.2b, V vs. LPS). Las
alternancias de la serie de fluctuaciones R-R se pueden visualizar en la serie de signos
(Figura 3.4a). Estas alternancias indican un comportamiento més anticorrelacionado (tanto
para la serie R-R como para la serie de signos) bajo la influencia del LPS. Teniendo en
cuenta que el signo de los incrementos del latido cardiaco estd relacionado con la
interaccion entre el sistema simpético y el parasimpético [123], estas alternancias sugieren
un predominio simpatico durante la endotoxemia (viéndose reflejadas en un aumento en la
MHR, Figura 3.1a). Evidencia adicional apoya que el parametro de escalamiento aysien) Se

modifica después de la administracion de un farmaco que bloquea el control autonémico en
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comparacion con un grupo placebo [123]. Por otra parte, la administracién de oxitocina
exogena junto con LPS produjo un patron menos anticorrelacionado en las FFC durante la
endotoxemia inducida por LPS, esto es reflejado en el aumento del aysieny (Figura 3.4b) y
que también es manifestado por una disminucion de la MHR, (Figura 3.1a). El patron menos
anticorrelacionado encontrado en los grupos de LPS + Ox en comparaciéon con LPS parece
estar asociado con un incremento en la amplitud de las FFC debido a la administracion de
oxitocina.

Por el contrario, el pardmetro lineal RMSSD no pudo revelar diferencias entre los
grupos LPS vs. LPS + Ox. Esta restriccion podria estar relacionada con la manifestacion de
cambios minimos en la RMSSD debido a nuestro disefio experimental, ya que el pardmetro
mostro valores cercanos a la resolucion establecida en la frecuencia de muestreo del ECG
(es decir, = 0,5 ms). Sin embargo, esta restriccion no se aprecia en el exponente de
escalamiento aysien), convirtiéndose en un indice potencial para identificar el control
colinérgico cardiaco como de manera similar se reportd en otro de mis estudios [116].

Dado el bien caracterizado comportamiento de enfermedad o “sickness behavior”
inducido por el LPS, se descarta que la actividad locomotora sea el factor predominante
que explique los cambios en los parametros de las FFC aqui descritos. Por lo tanto,
nuestros resultados podrian ser mas bien explicados por la activacion de la RCA después
de la administracion de LPS que fue acompafiada con la disminucién de la actividad motora
(Figura 3.5b, V vs. LPS) y un incremento de la temperatura (Figura 3.5a, F = 1,50; p = 0,07)
de los animales. Esta interpretacion es congruente con resultados de estudios que
muestran que la locomocion disminuye después de la administracion de LPS, de hecho la
aplicacion de LPS es utilizada como un modelo de depresion en roedores [195].

Los resultados para la temperatura periférica son congruentes con un estudio previo
que describi6 los efectos de la oxitocina en combinacién con LPS en seres humanos [113].
Del mismo modo, los efectos de la oxitocina sobre la temperatura durante la endotoxemia
parecen manifestarse so6lo hacia el final de nuestro periodo de observacion (de +10 ha +12
h). Por lo tanto, estos hallazgos apoyan la consideracion de que la oxitocina podria aliviar
los sintomas asociados con la inflamacion sistémica en el largo plazo [196]. Cabe destacar,
que Reid et al. compararon la temperatura central y la temperatura periférica después de
una inyeccion de LPS en novillos Holstein, lo que les llevé a sugerir que la temperatura
central y la temperatura periférica no se modifican en sincronia después de un reto de LPS,
sino que ambas siguen una relacion inversa [197]. En este sentido, nuestros resultados

para la temperatura podrian haber sido influenciados debido a la localizaciéon de los
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transmisores (es decir, implantados subcutaneamente), por lo tanto, aln son necesarios
mas estudios para dilucidar las influencias de la oxitocina en respuesta a un reto de LPS en
la regulacion de la temperatura corporal. Finalmente, la locomocién también fue
influenciada por la dosis Unica de oxitocina (Figura 3.5b, LPS vs. LPS + Ox) que restringio
los efectos letargicos inducidos por el LPS. Esta condicion podria reflejar indirectamente las
propiedades antiinflamatorias de dicha hormona. En efecto, existe evidencia previa que
sugiere que una administracién subcrénica de oxitocina reduce la fatiga en adultos mayores
[198] y aumenta los efectos de la clonidina (un agonista de los receptores adrenérgicos a2)
mediante la reduccién de la presion arterial y la modificacion de la actividad locomotora en
ratas. Aungue la oxitocina tiene una vida media de sélo unos pocos minutos, la reduccion
de la presién arterial en respuesta a la oxitocina no se ha manifestado hasta alrededor de
6 a 8 horas después de su primera administracion [199]. Estos efectos cardiovasculares
son coherentes y coincidentes con los cambios tardios introducidos por la oxitocina en la
locomocién de las ratas y en los pardmetros de las FFC durante la endotoxemia inducida
por LPS de nuestro estudio.

Takayama et al. [200] demostraron que la taquicardia durante la inflamacion
sistémica esta parcialmente relacionada con la activaciébn de tromboxano auricular y
receptores de prostaglandinas. Este hallazgo sugiere que la producciéon local de
eicosanoides puede contribuir al desarrollo de taquicardia durante la inflamacién sistémica.
Aunque este mecanismo necesita ser dilucidado, puede explicar porqué la frecuencia
cardiaca todavia esta elevada 24 horas después de la inyeccion de LPS, mientras que todas
las otras medidas de las FFC han vuelto a niveles basales. De igual manera es sabido que
los receptores de prostaglandinas juegan un rol importante en el control de las respuestas
febriles [201]; por lo que también podrian estar afectando la temperatura posterior a las 9
horas de la administracion de LPS.

El sistema nervioso auténomo regula la temperatura corporal a través de varios
mecanismos: pérdida de calor por evaporacion y conduccién y modulacion hemodinamica.
Algunos estudios han caracterizado fallas de la capacidad del SNA de regular en
temperaturas extremas (estrés fisiolégico) usando el analisis espectral de las FFC.
El estrés fisiolégico conduce a cambios en los mecanismos reguladores que potencialmente
incluyen el SNA. Se sugiere que el estrés fisiolégico abrumador conduce a un
desacoplamiento de los érganos de los mecanismos de control autonémico y que dichos

cambios se ven reflejados en una disminucién en las FFC [202] .

76



Otros resultados también muestran que la amplitud de los intervalos R-R se incrementan
en un ambiente de temperatura ambiente mas alta. Esto puede ser causado por mas
vasodilatacién a temperaturas mas altas, cambiando el flujo sanguineo en pequefias

arterias y causando variaciones en el ritmo cardiaco por actividad barorrefleja.

Limitaciones

Se debe reconocer que no se probaron diferentes dosis de oxitocina que podrian modificar
nuestros resultados. No obstante, con la administracion de una Unica dosis baja de oxitocina
se pudo introducir cambios en los parametros fractales y no lineales de las FFC durante la
endotoxemia. Por otro lado, debido al modelo del transmisor usado en este estudio y su
localizacién, la temperatura central y la presién arterial no fueron variables posibles de ser
registradas. Estudios anteriores sugieren que tanto la oxitocina como el LPS disminuyen la
presion arterial en roedores [203], [204], asi como valores disminuidos de las FFC han sido
asociados a valores elevados de presion arterial [205]. Otro estudio indica que el LPS
produce un rapido deterioro de la sensibilidad barorrefleja [206], independientemente del
nivel de presién arterial, mientras que la oxitocina es probable que también actlie sobre la
sensibilidad del reflejo barorreceptor [207]. En trabajos futuros se considerara la aplicacion
de dosis mas altas de oxitocina, asi como el monitoreo de la presién arterial y la temperatura
central, ademas de probar otras vias de administracion para investigar la relacion real entre

los niveles de citoquinas periféricas y los parametros de las FFC.

3.5. Conclusioén

Durante la endotoxemia inducida por LPS, las FFC en el largo plazo se tornaron mas
anticorrelacionadas (como es indicado por valores pequefios del aysien)). Ademas, esta
endotoxemia estuvo acompafiada de: a) taquicardia, b) pérdida de la dinamica fractal del
ritmo cardiaco, c) cambios en la temperatura periférica, y d) comportamiento letargico. Sin
embargo, una dosis Unica concomitante de oxitocina periférica provoco un patrén menos
anticorrelacionado en las FFC en el largo plazo (como es indicado por valores mas altos
del aysien)), la oxitocina restablecio los valores normales de la frecuencia cardiaca, redujo
el letargo y moderé la hipertermia inducida por LPS. Este estudio sugiere que el patron
menos anticorrelacionado en las FFC y la disminucién de la frecuencia cardiaca media
podria ser resultado de un acoplamiento autonémico colinérgico cardiaco debido a la
administracion concomitante de oxitocina exdégena durante la endotoxemia inducida por

LPS y su interaccion con los receptores de oxitocina del corazén.
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Capitulo IV

4. Estudio II: El rol de la oxitocina en la
actividad  cardiorrespiratoria de  ratas
endotoxémicas

Resumen: Hallazgos recientes sobre la oxitocina indican sus propiedades moduladoras
antiinflamatorias, cardioprotectoras y parasimpaticas. En este estudio se investigaron los
efectos de la oxitocina aplicada sistematicamente sobre la actividad cardiorrespiratoria en
un modelo de roedores bajo endotoxemia moderada.

Electrocardiogramas (ECG) telemétricos de animales que recibieron lipopolisacarido (LPS);
Oxitocina (Ox); Lipopolisacarido + oxitocina (LPS + OXx) y solucion salina (V) se analizaron
utilizando la técnica de respiracion derivada del ECG (EDR) para estimar la frecuencia
respiratoria. El intervalo R-R medio y los pardmetros espectrales de las FFC, como el
logaritmo natural de los componentes de alta frecuencia (InHF) y baja frecuencia (InLF)
también fueron calculados hasta 24 h después del tratamiento.

Los animales endotoxémicos (LPS) mostraron una frecuencia respiratoria elevada, asi
como un intervalo R-R medio, InHF y InLF disminuidos comparados con los controles (V)
de +5 a +12 h después del tratamiento. La administracion de oxitocina atenud
significativamente la hiperventilacion producida por la endotoxemia inducida por LPS (LPS
+ OX) y restaurd los valores del intervalo R-R medio y de los parametros espectrales en
diferentes puntos temporales. Nuestros resultados apoyan la existencia de un vinculo entre
los sistemas respiratorio, cardiovascular e inmunolégico en los que la oxitocina parece
actuar como un potencial péptido cardioprotector. Como resultado, la oxitocina disminuy6
la taquipnea de los animales y restaurd las interacciones cardiorrespiratorias, indicadas por
los componentes espectrales de las FFC, independientemente de la administracion de
endotoxina.

Es pertinente mencionar que avances preliminares de este trabajo se presentaron en los
siguientes congresos:

12° reunién cientifica del German Endocrine-Brain-Immune-Network (GEBIN), 23 al 25 de
marzo de 2017, Minster, Alemania.

Este trabajo ha sido publicado como: Elorza-Avila AR, Reyes-Lagos JJ, Hadamitzky M,
Pefia-Castillo MA, Echeverria JC, Ortiz-Pedroza MD, Liickemann L, Schedlowski M,
Pacheco-Lépez G. Oxytocin's role on the cardiorespiratory activity of endotoxemic rats.
Respir Physiol Neurobiol. 2017;236:19-22. doi: 10.1016/j.resp.2016.10.008. Una copia de
dicho articulo se encuentra en el Apéndice E.

4.1. Introduccion

Los sistemas respiratorio y cardiovascular estan intimamente ligados, principalmente a
través del SNA [208] . De hecho, algunos autores han sugerido la existencia de un vinculo

entre los sistemas respiratorio, cardiovascular e inmunolégico donde el NTS en el tallo
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cerebral es el sitio principal de integracion neural [208]. Estudios anteriores han demostrado
que la inflamacion sistémica puede alterar la dindmica cardiorrespiratoria. En particular, la
endotoxemia se ha asociado con la disminucidn del acoplamiento cardiorrespiratorio, lo que
resulta en una ineficiencia del intercambio gaseoso [209]. Por otro lado, se ha indicado que
algunos péptidos como la oxitocina poseen propiedades cardioprotectores durante la
endotoxemia [210]. La oxitocina se ha utilizado para reducir el infarto de miocardio y
arritmias ventriculares. Ademas, mejora la presion arterial media a través de la produccion
de éxido nitrico, la activacién de la proteina quinasa C y el equilibrio reactivo de especies
de oxigeno [210]. Es importante hacer énfasis que el estudio del Capitulo Il apoya los
hallazgos acerca de las propiedades cardioprotectoras y antiinflamatorias sistémicas de la
oxitocina, ya que una dosis baja de oxitocina periférica redujo los signos del
comportamiento de enfermedad, como el letargo y la fiebre, y modificé las FFC durante una
endotoxemia moderada. En este contexto, el objetivo del presente estudio, fue analizar los
efectos de la oxitocina exdégena después de un desafio inmune inducido por la
administracién de lipopolisacérido (LPS) sobre la actividad cardiorrespiratoria. Esto se
comprob6 mediante la técnica de respiracion derivada del ECG (EDR) [211] junto con el
andlisis espectral de las FFC. Es sabido que las FFC reflejan los procesos fisiolégicos
asociados al SNA vinculados a los sistemas respiratorio y cardiovascular [208], mientras
que la EDR permite estimar la sefial respiratoria. Se planted la hipétesis de que la oxitocina
desempeiia un papel modulador en el control cardiorrespiratorio durante la endotoxemia,
principalmente favoreciendo el acoplamiento autonémico colinérgico cardiaco, lo que
resulta en una reduccion de la frecuencia respiratoria y en la restauracion de los parametros

espectrales de las FFC.

4.2. Métodos

Datos experimentales del electrocardiograma: Los registros de ECG del estudio anterior
(Capitulo Ill) se extrajeron de nuestra base de datos; estos registros se obtuvieron de las
mismas ratas adultas Dark Agouti (DA / HanRj, 230-250g) implantadas con los transmisores
de radio-telemetria (frecuencia de muestreo 2000 Hz) como se describié anteriormente
(Seccibén 3.2). Estos animales se mantuvieron en un ciclo de luz / oscuridad invertido de
12:12 h (la luz se apagaba a las 7:00 AM) y tuvieron acceso ad libitum a agua y a dieta
estandar. Los datos se dividieron en cuatro grupos de tratamiento: 1) vehiculo (V, solucion
salina, n = 7); 2) oxitocina (Ox, 3 Ul / kg administrado por via subcutanea, n = 8, 3)

lipopolisacéarido (LPS, 0.1 mg / kg administrado por via intraperitoneal, n = 8); 4) LPS +
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oxitocina (LPS + Ox; administracion combinada de 0.1 mg / kg de LPS intraperitoneal y 3
Ul / kg de oxitocina subcutanea, n = 8).

Andlisis de datos: Se seleccionaron cada hora (-3 h a +24 h) segmentos confiables y
representativos de 5 minutos de duracion de los ECG’s, posteriormente se analizaron los
segmentos para la deteccién de los picos R y generacién de los intervalos R-R de acuerdo
con el procedimiento descrito en el capitulo Il seccién 2.1. Los intervalos R-R se analizaron
utilizando el software Kubios para el analisis espectral de las FFC (Universidad de Kuopio,
Kuopio, Finlandia). Se evalué la potencia absoluta del componente de LF, que esta
asociado con influencias simpéticas y parasimpéaticas, o incluso relacionado con la funcién
barorrefleja [86]. También se estimé la potencia absoluta del componente de HF, que refleja
principalmente la arritmia sinusal respiratoria (ASR), y que por lo tanto es considerado como
un indice indirecto del control vagal cardiaco. Los ajustes del software Kubios para el calculo
de los parametros espectrales de las ratas se realizaron de la siguiente manera: no se
eliminaron componentes perioddicos de la sefial R-R (opcidn predeterminada en Kubios), se
selecciond una interpolacion a 8 Hz de acuerdo con lo descrito por Gongalves et al. [212].
Se marcd la opcién FFT spectrum con una ventana de 256 puntos con 50% de traslape, y
se reajustaron los valores de los componentes, para LF (0.04-1.0 Hz) y para el componente
HF (1.0-3.0 Hz), esto de acuerdo con la metodologia utilizada por Kuwahara et al. [144].

Ademas, se aplico la técnica EDR de procesamiento de sefiales para estimar las sefiales
respiratorias a partir del ECG basada en el area bajo la curva del complejo QRS (como se
describi6 previamente en el Capitulo Il, Seccion 2.4). Esta técnica estd4 disponible
gratuitamente en el sitio web de PhysioNet (www.physionet.org) y ha demostrado
proporcionar datos fiables relacionados con la respiracion [211]. La ventana movil del
algoritmo se ajusté a 0.1 s. Posteriormente las sefiales respiratorias estimadas por EDR
fueron interpoladas mediante un spline cubico a 100 Hz y filtradas digitalmente con un filtro
pasa altas usando una frecuencia de corte de 0.5 Hz. El pico de los espectros de las sefiales
EDR (1.0 — 3.0 Hz) se calcul6 a través de la densidad de potencia espectral por el método
de Welch con el proposito de estimar la frecuencia respiratoria (al multiplicar por 60 la
frecuencia del pico médximo de EDR, Figura 4.1a), para la estimacion de la densidad de

potencia espectral se ocupé una ventana de 1024 puntos y 50% de traslape.

Analisis estadistico: Inicialmente y para corregir distribuciones, los parametros LF y HF

fueron transformados logaritmicamente. El siguiente paso fue realizar comparaciones entre
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V vs. Ox, LPS vs. Vy LPS vs. LPS + grupos Ox que fueron analizadas por ANOVA de dos
vias, seguido de pruebas post hoc LSD de Fisher. Los datos se expresaron como promedio
+ SEM y el nivel de significancia se establecio en p<0.05.

4.3. Resultados

En la Figura 4.1 se muestra la frecuencia respiratoria estimada por la técnica de EDR, el
intervalo R-R medio y los parametros espectrales estimados del andlisis de las FFC (InHF
e InLF) a partir de -3 h a +24 h después del tratamiento. Una barra de color negra/blanca
en la parte inferior de cada panel indica, respectivamente, el ciclo de oscuridad/luz. La
administracién Unica de oxitocina (es decir, por si sola) no modificé la dindmica de la
frecuencia respiratoria en el largo plazo (V vs. Ox), mientras que en presencia de
endotoxemia la oxitocina indujo cambios significativos (LPS vs. LPS + Ox, Figura 4.1a de
+6 hy +12 h, F (16.459) = 6.487, p<0.0001). También se identificé un incremento de la
frecuencia respiratoria estimada, junto con una reduccién del intervalo R-R +5 h después
del tratamiento (Figura 4.1a y Figura 4.1b, respectivamente). Estos cambios fisiolégicos
continuaron hasta +12 h. El pardmetro espectral InHF mostré una reduccién de +8 a +12 h,
de hecho, el valor mas bajo se detectd a las + 9 h (LPS vs. V, Figura 4.1c, F (16.459) =
2.071; p = 0.0083). Del mismo modo, se encontré un decremento en InLF de +1 h a +12 h,
con el valor méas bajo identificado a las + 9 h (LPS vs. V, Figura 4.1d, F (16.459) = 4.450,
p<00001). La administracion de oxitocina restaur6 los parametros de InHF y InLF alrededor
de +9 h después del tratamiento (LPS vs. LPS + Ox, Figura 4.1c, Figura 4.1d, F (16.459) =
2.071; p =0.0083, F (16.459) = 4.450; <0.0001, respectivamente). La prueba post-hoc LSD
de Fisher mostro diferencias significativas entre las comparaciones planeadas (p<0.05).
Por otro lado, la Figura 4.2 muestra datos representativos de las sefales
respiratorias estimadas por la técnica de EDR. Esta Figura ilustra un mayor patrén de
frecuencia respiratoria durante la endotoxemia (LPS) en comparacion con los datos del
grupo LPS + Ox +6 h después del tratamiento. Aunque no es mostrado en la Figura, se
encontraron también diferencias estadisticas entre LPS vs. V p<0.05 para la frecuencia

respiratoria y el R-R promedio posteriores a las 24 h del tratamiento.
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Figura 4.1 Parametros cardiorrespiratorios de ratas macho adultas en libertad: a) frecuencia respiratoria
estimada usando la técnica de respiracion derivada del electrocardiograma (EDR); b) intervalo R-R medio; c)
logaritmo natural del componente de alta frecuencia (InHF) y d) logaritmo natural del componente de baja
frecuencia (InLF). Estos parametros son reportados antes y después del tratamiento (tiempo = 0): vehiculo (V),
oxitocina (Ox), lipopolisacarido (LPS) y LPS + oxitocina (LPS + Ox). La barra negra/blanca en la parte inferior
de cada panel indica los periodos de oscuridad y luz, respectivamente. Los datos se muestran como promedio
+ EE. *p<0.05 ,** p<0.01, *** p<0.001 entre LPS vs. V y + p<0.05 entre LPS vs. LPS + Ox segun la prueba post-

hoc LSD de Fisher.
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Figura 4.2 Ejemplo representativo de la extraccion de 30 segundos de una sefial respiratoria derivada del
electrocardiograma (superior) con su correspondiente densidad de potencia espectral o PSD (inferior): a)
Respiracion derivada del electrocardiograma 6 h después de la inyeccion de lipopolisacéarido (LPS); b)
Respiracion derivada del electrocardiograma 6 h después de la inyeccion de LPS + oxitocina; c) PSD del panel
a) y d) PSD del panel b).

4.4. Discusion de resultados

La reduccion del parametro espectral InHF de las FFC indica una disminucién de la arritmia
sinusal respiratoria (ASR) y sugiere un desacoplamiento parcial del marcapasos cardiaco
durante la endotoxemia inducida por LPS en el largo plazo (LPS vs. V, Figura 4.1c). De
hecho, una ASR reducida esta asociada a una disminucion de la eficiencia de intercambio
gaseoso del pulmon, al no sincronizar éptimamente la perfusién pulmonar con la ventilacién
alveolar a través del ciclo ventilatorio (Yasuma y Hayano, 2004). Ademas, un intervalo R-R
pequefio (LPS vs. V, Figura 4.1b) esta relacionado con un retiro vagal o bien, con una
actividad simpatica aumentada. Es de destacar que el valor mas bajo del intervalo R-R
medio (LPS vs. V, Figura 4.1b en +9 h) no coincide con el valor maximo de la frecuencia
respiratoria (LPS vs. V, Figura 4.1a en +6 h). Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que, a
pesar de manifestarse una ASR reducida durante la endotoxemia inducida por LPS
(indicada por valores bajos de InHF), la frecuencia respiratoria estimada presenta un
aumento significativo junto con un intervalo R-R reducido en respuesta a un reto por LPS.
De hecho, la ASR puede reducirse en respuesta a una frecuencia respiratoria aumentada
(datos representativos en la Figura 4.2a) independientemente de la actividad del nervio

vago [213]. Sin embargo, la administracion de oxitocina (LPS vs. LPS + Ox) parece revertir
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hacia niveles basales la frecuencia respiratoria estimada (Figura 4.1a), el intervalo R-R
medio (Figura 4.1b) y también los parametros espectrales de las FFC InHF y InLF (Figura
4.1c y Figura 4.1d, respectivamente). La disminucién de la frecuencia respiratoria se
observé incluso +6 h 'y + 12 h después de la administracion de oxitocina (LPS vs. LPS +
Ox, Figura 4.2b), aunque el incremento en la potencia del componente HF sdlo se observo
+9 h después de la administracion de oxitocina (Figura 4.1c). Por lo tanto, se especula que,
entre los diferentes mecanismos fisiolégicos atribuidos a los cambios observados en los
componentes espectrales InHF y InLF (Figura 4.1c y Figura 4.1d, respectivamente) y en la
frecuencia respiratoria estimada en ratas (Figura 4.1a), la presencia de receptores de
oxitocina en el corazén [210] podrian tener un efecto directo sobre el acoplamiento del
marcapasos cardiaco. Ademas, los receptores de oxitocina en los pulmones [214], asi como
la potencial activaciéon de la RCA deben tomarse en consideracion [88].

Como se menciond previamente en nuestro estudio anterior, Takayama et al. [200]
demostraron que la taquicardia durante la inflamacion sistémica esta parcialmente
relacionada con la activacion de tromboxano auricular y receptores de prostaglandinas. En
este sentido, también es sabido que la frecuencia respiratoria se incrementa en presencia
de prostaglandinas [215], por lo que en nuestro estudio la taquipnea podria persistir varias
horas posteriores a la administracion de LPS.

4.5 Conclusioén

En el presente estudio, se encontré que los parametros espectrales de las FFC (InHF y
InLF) se alteran durante la endotoxemia moderada en ratas. Una depresion en el
componente HF podria indicar una reduccion de la ASR. Por otro lado, los cambios en
ambos componentes HF y LF sugieren la existencia de un desacoplamiento del control
autonomico durante la endotoxemia inducida por LPS. Sin embargo, nuestros resultados
también apoyan la existencia de un vinculo funcional entre los sistemas respiratorio,
cardiovascular e inmunoldgico en el que la oxitocina parece actuar como un potencial
péptido cardioprotector al favorecer el acoplamiento autonémico colinérgico cardiaco. En
consecuencia, la oxitocina disminuyd la taquipnea de los animales y restaurd las
interacciones cardiorrespiratorias indicadas por los componentes espectrales de las FFC a

pesar de la administracion de la endotoxina.
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Capitulo V

5. Estudio [lll: Reduccion de las
concentraciones séricas maternas de la
familia de las citoquinas IL-10 en el trabajo de
parto activo

Resumen: La familia de la IL-10 son citoquinas que modulan la respuesta inmunoldgica,
principalmente en las células epiteliales. Durante el trabajo de parto activo se pierde la
quiescencia miometrial que es acompafiada de una alteracion del equilibrio de la inmunidad
innata. Con la meta de investigar el papel de la familia de las citoquinas IL-10 en el trabajo
de parto, se realizé un estudio longitudinal en un grupo de mujeres embarazadas sanas en
el tercer trimestre de embarazo (N = 20). Su edad gestacional oscil6 entre las 32 y 38
semanas (36 £ 2 semanas) y posteriormente en el trabajo de parto activo; su edad
gestacional fue de 39 a 41 semanas (40 = 1 semanas), no fueron reportadas complicaciones
durante ambas etapas. Los niveles séricos de varias citoquinas maternas se midieron
utilizando inmunoensayos mudltiples. Los resultados indicaron que las concentraciones
séricas de las citoquinas IL-10, IL-20, IL-22, IL-28A e IFN-y disminuyen significativamente
en el trabajo activo en comparacién con el tercer trimestre de embarazo (p<0.05). No se
encontré una correlacion entre las citoquinas miembros de la familia IL-10 con las semanas
de gestacién. Los hallazgos sugieren que la disminucion sistémica de varios miembros de
la familia de la IL-10, desempefia un papel relevante en la activacion de células lisas
miometriales, asociadas con las contracciones uterinas en el trabajo de parto. De manera
interesante, la disminucion de la familia de citoquinas IL-10 parece coincidir con la bien
documentada retirada funcional de la progesterona que ocurre en el trabajo de parto.
Asimismo, las concentraciones plasmaticas bajas de IFN-y indican un rol importante de esta
citoquina que contribuye en el trabajo de parto activo.

Es pertinente mencionar que este trabajo ha sido aceptado para su publicacién en la revista
NeurolmmunoModulation (NIM) y actualmente esta en revision como manuscrito NIM--
1956: JJ Reyes-Lagos, MA Pefia-Castillo, JC Echeverria, G Pérez-Sanchez, S Alvarez-
Herrera, E Becerril-Villanueva, L Pavén, R Ayala-Yafiez, R Gonzalez-Camarena, G
Pacheco-Lépez, Women serum concentrations of interleukin-10 and IFN-y decrease from
third trimester of pregnancy to active labor.

5.1. Introduccion

El embarazo se define como el periodo que comienza con el Gltimo periodo menstrual y
termina con en el nacimiento [33]. Este es un estado en el que el sistema inmune materno
se modifica para lograr la tolerancia inmune hacia las proteinas expresadas por las células
fetales, reconocidas como antigenos. Estas modificaciones, que ocurren tanto en la

interfase materno-fetal como en la circulacion sistémica, son impulsadas por estrogenos y
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progesterona, cuyas concentraciones sanguineas aumentan durante el embarazo [216]. En
circunstancias regulares, después de un periodo de 37 a 42 semanas de gestacion, el
trabajo de parto se desencadena [9]. El trabajo de parto es considerado como una actividad
miometrial aumentada con un patrén de contractilidad regular. El inicio del trabajo de parto
ha sido considerado como un estado proinflamatorio que promueve la culminacion del
embarazo [85]. En realidad, parece estar asociado con el restablecimiento en el sistema
inmune de las mujeres embarazadas hacia un perfil Thl en lugar de un perfil Th2 [70].

El trabajo de parto prematuro se define como el trabajo de parto que comienza antes
de alcanzar las 37 semanas de gestacion y se sabe que hasta el 30% de los nacimientos
prematuros estan asociados con infecciones intrauterinas en México[217]. Estos procesos
de infeccion producen una alteracion sustancial de las citoquinas [16]. De hecho, una
predisposicibn a un cambio prematuro de un estado antiinflamatorio hacia un estado
proinflamatorio puede explicar varios factores de riesgo en los trabajos de parto prematuros
[218]. Varios estudios genéticos y funcionales han asociado a las citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias con el trabajo de parto. Sin embargo, estos estudios
generalmente han analizado a citoquinas individuales, centrandose en escenarios como el
trabajo de parto prematuro [83], [218]-[220]. Hasta el momento, hay evidencia limitada que
describa multiples citoquinas inflamatorias durante embarazos y trabajos de parto sin
complicaciones.

Entre las citoquinas antiinflamatorias, la IL-10 desempefia un papel importante
durante el embarazo como regulador de la inmunidad materna, asociada con la aceptacion
del aloinjerto fetal y la facilitacion de sus privilegios inmunolégicos [221]. Este efecto parece
estar también mediado por niveles elevados de progesterona, que se ha demostrado que
estimulan la secrecién de citoquinas Th2 y reducen la secrecion de citoquinas Thl [222],
[223]. Sin embargo, cuando se desencadena espontdneamente el trabajo de parto y este
ocurre a término, dichos privilegios inmunolégicos ya no se conservan, probablemente
causando una inflamacién estéril que implica la dilatacién del cuello uterino, borramiento
cervical y contracciones uterinas [85]. Las citoquinas tales como IL-19, IL-20, IL-24, IL-26,
IL-28A, IL-28B e IL-29 estan estructuralmente relacionadas con la IL-10, y por lo tanto
pertenecen a la denominada “familia de citoquinas de la IL-10" [224]. Curiosamente, estas
citoquinas desencadenan diversos mecanismos de defensa, principalmente en las células
epiteliales, incluyendo el endometrio [225]. De hecho, una funcion clave de la familia de

citoquinas de la IL-10 es la proteccion tisular [225].
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El objetivo de este trabajo fue explorar longitudinalmente si la familia de citoquinas
de la IL-10, asi como otros marcadores inflamatorios asociados al trabajo de parto, se
modifican entre el tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto activo y a término en
mujeres sanas. Se plante6 la hipétesis de que el trabajo de parto espontaneo y a término
presenta cambios sutiles pero notables en la concentracion sistémica de citoquinas, debido
a su origen inflamatorio estéril [85].

5.2. Metodologia

Participantes: Veinte mujeres embarazadas de 35 a 38 semanas de gestacion, sin
complicaciones durante el embarazo y sin ninguna manifestacion clinica de encontrarse en
trabajo de parto estuvieron involucradas en este estudio. Las participantes se atendieron
en el Centro de Investigacion Materno Infantil del grupo de estudios al nacimiento
(CIMIGen) en la Ciudad de México, México. Este protocolo fue aprobado por la Comisién
de Etica de la Divisién de Ciencias Bioldgicas y de la Salud (CBS) de la Universidad
Autébnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa con el dictamen CAEDCBS.01.2017,
adicionalmente se obtuvo el consentimiento informado de cada participante (el formato se
encuentra en el Apéndice B: Carta de consentimiento informado). Este estudio se realiz6
de acuerdo con la Declaracion de Helsinki [226] y siguié todos los procedimientos
institucionales del CIMIGen.

Todas las participantes fueron mujeres mexicanas entre 18 y 32 afios, residentes en
la Ciudad de México o su Area Metropolitana. Siguiendo un disefio experimental
longitudinal, las 20 participantes fueron estudiadas en el tercer trimestre de embarazo y
posteriormente en el trabajo de parto activo a término (40 + 1 semanas). El nimero de
semanas que pasaron entre ambas mediciones fue de 3.6 + 2 semanas. El trabajo de parto
activo fue identificado por la presencia de 3 a 4 contracciones uterinas en 10 minutos,
dilatacion cervical de al menos 4 cm y borramiento del cérvix del 50%, los criterios de

seleccién de las participantes se detallan a continuacion.

Criterios de inclusion del estudio:

e Intervalo de edad entre 18-32 afios.

e Embarazo a término.

e Indice de masa corporal normal antes del embarazo (18.5 - 24.9 kg/m?) [227].

e Ganancia de peso gestacional éptima (11.5 - 16 kg) [227].
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Residentes en la Ciudad de México o su area metropolitana.

En el tercer trimestre de gestacion y posteriormente en el trabajo de parto.
Sin complicaciones reportadas durante el transcurso del embarazo.

Sin anestesia epidural administrada durante el registro de trabajo de parto.
Normotensas.

Primigestas o multigestas.

Criterios de exclusion/eliminacion del estudio:

Informacion prenatal incompleta.

APGAR del recién nacido de 5 minutos menor a 7 puntos [228].

Peso al nacer del recién nacido inferior a 2500 g [229].

Productos con malformaciones congénitas.

Bajo tratamiento farmacolégico de esteroides.

Presencia de alergias, hipertensién, diabetes, cardiopatias, hepatitis, enfermedades
renales crénicas u otras enfermedades sistémicas crénico degenerativas o
autoinmunes.

Presencia de infecciones cronicas.

Pacientes con consumo de sustancias de abuso (alcohol, tabaco, drogas).

Sangrado vaginal.

Presencia de meconio durante el trabajo de parto.

Registro de electrocardiograma con artefactos que impidan la deteccion del complejo
QRS.

No firmar la carta de consentimiento informado.

Es importante hacer hincapié que no se administré6 anestesia epidural durante el

proceso del trabajo de parto a ninguna de las participantes, de hecho, se ha reportado que

la anestesia podria interferir de alguna forma en la activacién de algunas citoquinas [230].

Al tener valores clinicos favorables de los neonatos se apoya la consideracién de que los

embarazos fueron saludables y de bajo riego. En realidad, no se produjeron complicaciones

mayores en los recién nacidos, como es indicado por los pesos adecuados al nacimiento

(es decir, 3000 a 3500 g), puntajes APGAR de 5 minutos por encima de los 8.5 puntos,

edad gestacional entre 39 a 41 semanas y la ausencia de malformaciones al nacimiento.
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Psicometria de ansiedad: Las participantes respondieron a la version mexicana del
Inventario de Ansiedad de Beck (BAI), con el propdsito de evaluar la gravedad de su
ansiedad durante el embarazo [231]. Estudios anteriores han mostrado una correlacion
positiva entre los sintomas de ansiedad y los marcadores inflamatorios [232], [233]. La
prueba BAI se aplicé Unicamente al tercer trimestre de gestacion.

Tamano de la muestra: Con base en el estudio de Vassiliadis et al., 1998 [234], en donde
se midieron citoquinas durante el trabajo de parto y no embarazo, se calculé el tamafio de
la muestra mediante la férmula 10. Se estim6 que para encontrar una diferencia significativa
con un nivel de a de 0.05 y una potencia del 80% era necesario tener al menos 16
participantes.
He2 [(ZoC - Zﬂ)ar (10)
H1 — U2

En donde:

Za = valor de la t de Student para el nivel de confianza especificado
ZB= valor de la t de Student para el poder o potencia especificada
0 = desviacion estandar esperada

M1 = media esperada de la poblacién 1

M2 = media esperada de la poblacién 2

M1-p2 = diferencia entre las dos medias esperadas

Muestras de suero: Se obtuvieron muestras consecutivas de sangre en ambos momentos
del estudio: tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto. Especificamente para el trabajo
de parto la muestra de sangre se obtuvo 2 horas después de la admision al hospital o
cuando los participantes alcanzaron al menos 4 cm de dilatacion cervical y 50 por ciento de
borramiento. Todas las muestras de sangre se centrifugaron inmediatamente a 1200 RPM
durante 15 min. Las muestras de suero se separaron en alicuotas y se almacenaron a
-80°C hasta su andlisis. Los procedimientos en cuanto al procesamiento, transporte y
conservacion e las muestras se encuentran plasmados mas a detalle en el Apéndice C:

Toma de muestra sanguinea, centrifugacion y conservacion de las muestras.

Inmunoensayos multiples en suero: La concentracion de cada analito de interés se

obtuvo usando un panel Bio-Plex Pro™ Human Inflammation, 37 plex (Bio-Rad Laboratories
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Inc., CA, USA; Cat.171-AL001M). La concentracion de los analitos se detecto y cuantificd
a través del lector Bio-Plex MAGPIX™ Multiplex Reader siguiendo las instrucciones del
fabricante. Finalmente, la concentracion de las citoquinas se calculé mediante interpolacion
utilizando curvas estandar con el software Bio-Plex ™ Manager (Bio-Rad). Los rangos de
trabajo para los ensayos multiples de los analitos fueron: (pg/mL): APRIL/TNFSF13: 30.04-
123027.00; BAFF/TNFSF13B: 0.81-3337.00; sCD30/TNFRSF8: 0.06-244.94; sCD163:
3.06-12529.39; Chitinase-3-likel: 0.4-1643.92; gpl30/siL-6Rp: 0.83-3391.66; IFN-a2:
0.05-212.16; IFN-B: 0.01-22.39; IFN-y: 0.03-132.81; IL-2: 0.02-90.50; sIL-6Ra: 0.22-919.27;
IL-8: 0.03-139.66; IL-10: 0.01-44.91; IL-11: 0.00-5.42; IL-12(p40): 0.05-205.95; IL-12(p70):
0.00-12.61; IL-19: 0.03-104.23; IL-20: 0.06-260.30; IL-22: 0.03-128.73; IL-26: 0.02-73.11;
IL-27(p28): 0.03-134.91; IL-28A/IFN-A2: 0.05-200.38; IL-29/IFN-A1: 0.09-350.48; IL-32:
0.04-177.64; 1L-34: 0.25-1020.42; 1L-35: 0.14-576.91; LIGHT/TNFSF14: 0.03-139; MMP-1.:
1.21-4975.66; MMP-2: 0.59-2410.50; MMP-3: 1.36-5582.16; Osteocalcina: 0.49-1989.11;
Osteopontina: 1.15-4717.8; Pentraxina-3: 0.08-335.38; sTNF-R1: 0.21-873.63; sTNF-R2:
0.25-1008.16; TSLP: 0.01-46.25; TWEAK/TNFSF12: 0.04-158.91

Andlisis estadistico: Todos los valores se expresaron como promedio + SEM. Habiendo
verificado la normalidad (por asimetria, curtosis y pruebas omnibus), las comparaciones
entre las concentraciones séricas de citoquinas en el tercer trimestre y el trabajo fueron
analizadas por una prueba t pareada. De lo contrario, se realiz6 una prueba de rango con
signo de Wilcoxon. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico
NCSS (Kaysville, UT, EUA). Ademas, se realizaron pruebas de correlacion para investigar
la asociacion de la edad gestacional con la familia de citoquinas IL-10, asi como entre los
miembros de la familia IL-10. Es de destacar que, para resolver la cuestion de la no
independencia entre las medidas repetidas, se consider6 el promedio de los datos de
medidas repetidas para cada participante antes de evaluar la correlaciéon [235]. El
coeficiente de correlacion rho de Spearman se utiliz6 para estimar dichas correlaciones
debido a que es menos sensible a outliers o valores atipicos que el coeficiente de
correlacion de Pearson [236] . En todas las pruebas, la hipotesis nula fue rechazada cuando
p<0.05.

5.3. Resultados

Las caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes en las etapas de tercer

trimestre de embarazo y trabajo de parto se encuentran listadas en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1 Datos demograficos de las mujeres estudiadas en el tercer trimestre del embarazo y
posteriormente durante el parto activo. Se reporta valor promedio + desviacion estandar.

Descripcién Participantes (N=20)
Edad materna (afios) 24.1+4.9
Altura materna(m) 1.6+0.0
Peso materno (kg) 69.7£12.8
Gestas 0.8+0.6
indice de Masa Corporal (kg/m2) actual 27.3+4.2
Test del inventario de ansiedad de 11.2+5.0

Beck (puntos)

Tercer trimestre de

Trabajo de parto

gestacién activo
Presion arterial (mm/Hg) 96.1£10.2/65.5+ 7.6 108.5+£5.9/70.8+6.1
Frecuencia cardiaca (LPM) 89.9+9.0 93.0+11.0
Edad gestacional (semanas) 36.1[33.6;38.7] 39.8[38.0;41.2]*
Dilatacion cervical (cm) - 51+1.9
Borramiento cervical (%) - 69.7 + 16.0
Conduccidn con oxitocina - 10/20
Anestesia epidural - 0/20
Peso al nacer del neonato (g) - 3312.0 £ 310.6
Altura del neonato (cm) - 50.3+1.5
Diametro cefalico(cm) - 33.7+1.3
Apgar de 5 minutos (puntos) - 9.0[8.0; 9.0]
Malformaciones - 0/20

p<0.0001 entre el tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto activo (prueba de rangos de
signo de Wilconxon).

Parametros clinicos y psicométricos: No se encontraron diferencias significativas en
parametros fisiol6gicos relevantes como la presion arterial y la frecuencia cardiaca entre el
tercer trimestre y el trabajo de parto (Tabla 5.1). Las diferencias temporales entre el tercer
trimestre y el trabajo de parto fueron confirmadas por la edad gestacional (p<0.0001, Tabla
5.1). Las pacientes en el tercer trimestre tuvieron una puntuacion BAI promedio de 11.2 +
5.0 puntos correspondiente a una baja ansiedad. Una puntuacion total de 0-9 puntos se
interpreta como normal o sin ansiedad; 10-16 como baja ansiedad; 17-29 como ansiedad

moderada; y de 30-63 como ansiedad severa [231].

Citoguinas sin variaciones significativas: Debido a que este fue un estudio longitudinal,
tanto la concentracion de citocinas del tercer trimestre de gestacion como la del trabajo de
parto debieron estar presentes para poder realizar las comparaciones pareadas. De lo

contrario, si alguno de los dos datos estuvo fuera de rango (es decir, fuera del intervalo
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dinamico del equipo de inmunoensayos), el analito se descart6 debido a que no se contaba
con su respectivo par. Se consideraron Unicamente las citocinas que tuvieron por arriba del
70% de las comparaciones pareadas (es decir, al menos con N= 14 pares completos).
Siendo descartadas los siguientes marcadores por no cumplir dicho criterio:
APRIL/TNFSF13, Quitinasa 3, gp130/sIL-6R; IL-2, sIL-6Ra, IL-8, IL-11, IL-12(p40), IL-
12(p70), IL-19, IL-26, IL-27, IL-29/IFN-AL, IL-32, IL-34, LIGHT/TNFSF14, MMP-1, MMP-2,
Osteopontina, STNF-R2 y TWEAK/TNFSF12. Aplicando esta consideracion, ninguna de las
citoquinas siguientes mostré diferencias significativas entre el tercer trimestre y el trabajo
de parto, respectivamente (promedio + error estandar) : BAFF/TNFSF13B: 801.1 + 126.9
vs. 755.1 + 97.3; SCD30/TNFRSF8: 54.5 + 7.9 vs. 52.2 + 10.2; SCD163: 4246.2 + 848.9 vs.
3431.5 + 721.4; MMP-3: 20.2 + 2.3 vs. 17.2 + 1.6; Osteocalcina: 284.1 + 70.1 vs. 201.1 +
38.4; Pentraxina-3: 31.9 £ 9.9 vs. 16.5+ 3.6; STNF-R1: 65.7 £ 19.4 vs. 70.9 £ 21.4 y TSLP:
1.28+0.2vs. 1.0+ 0.2 (pg/mL).

IL-35: Varios modelos murinos de autoinmunidad han sugerido que la IL-35 pueden tener
efectos potentes en la regulaciébn de la inmuno-reactividad a través de mecanismos
dependientes de la IL-10 [237]. Sin embargo, en este analisis no se detectaron diferencias
significativas (p = 0,43) entre el tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto para IL-
35: 2.4 £ 0.5vs. 3.9 £ 2.5 pg/mL, respectivamente.

Familia de citoquinas de la IL-10: Todos los mondmeros de la familia de citoquinas de la
IL-10 son topologicamente similares a la cadena Unica de la IL-10. Aunque, diferencias
menores en su estructura molecular producen una variedad de efectos biol6gicos de estas
citoquinas [238]. El papel de varias citoquinas de este grupo durante el embarazo aun no
se ha dilucidado por completo, a pesar de que comparten los receptores IL-10R, IL-20R e
IL-22R y la misma via intracelular [239]. En este sentido, la Figura 5.1 muestra las
concentraciones sanguineas de la familia de citoquinas de la IL-10 en mujeres sanas en el
tercer trimestre de embarazo y posteriormente en el trabajo de parto. Los niveles de la IL-
10 (Figura 5.1a), la 1L-20 (Figura 5.1b), la IL-22 (Figura 5.1c) e IL28A (Figura 5.1d)
disminuyeron significativamente (p<0.05) en el trabajo de parto activo en comparacion con

el tercer trimestre de gestacion.

Interferdn tipo |y II: Las células del sistema inmune liberan interferones en respuesta a

patégenos o células tumorales. Estas proteinas sefializan a otras células inmunes para
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iniciar los mecanismos de defensa del cuerpo. Las dos clases de interferon (tipos |y Il)
tienen diferentes receptores y efectos distintos sobre las células [240]. En relacién con esto,
los interferones del tipo | (IFN-a2 e IFN-B) no mostraron diferencias entre el tercer trimestre
de embarazo y el trabajo de parto: 0.7 + 0.1 vs. 0.8 + 0.1y 8.3 £ 0.9 vs. 6.5 + 0.8 pg/mL,
respectivamente. Por el contrario, los niveles del interferén tipo Il IFN-y disminuyeron
significativamente (p<0.05) en el parto trabajo de parto en comparacion con el tercer

trimestre del embarazo (Figura 5.1e).

Andlisis de correlacion: Se examinaron las correlaciones entre los miembros de la familia
IL-10 y su asociacion con la edad gestacional. Este analisis se realiz6 para evaluar la
produccién de citoquinas durante el progreso del embarazo y para investigar la relaciéon
entre los miembros de familia IL-10 y otras citoquinas relevantes como la IL-35 y el IFN-y.
La Figura 5.2 muestra el diagrama de dispersion que relaciona la edad gestacional
promedio con la concentracién media de citoquinas de la familia IL-10 (IL-10, I1L-20, IL-22 e
IL-28A) con el promedio del tercer trimestre gestacion y el trabajo de parto. Las
concentraciones séricas de citoquinas de la familia IL-10 no mostraron correlaciones
significativas con la edad gestacional: IL-10 (Figura 5.2a, rho = 0.29, p = 0.10); IL-20 (Figura
5.2b, rho =-0.17, p = 0.22); I1L-22 (Figura 5.2c, rho = -0.16, p = 0.26) e IL-28A (Figura 5.2d,
rho =-0.33, nivel de tendencia de p = 0.07). Por otro lado, el promedio de medidas repetidas
de las concentraciones séricas de la familia de citoquinas IL-10, IFN-y e IL-35 en el tercer
trimestre del embarazo y en el trabajo de parto se correlacioné significativa y positivamente
entre si (Tabla 5.2). Especificamente, las correlaciones mas altas fueron exhibidas entre IL-
20 vs. IL-22 (rho = 0.63, p<0.01), IL-20 vs. IFN-y (rho = 0.61, p<0.01), IL-20 vs.IL-35 (rho =
0.87, p<0.01) e IL-35 vs. IFN-y (rho = 0.62, p<0.01).
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Figura. 5.1. Promedio de los niveles séricos de citoquinas (+ SEM) en participantes voluntarias sanas en el
tercer trimestre de gestacion y posteriormente en el trabajo de parto activo: a) IL-10; B) IL-20; C) IL-22; D) IL-
28Ay e) IFN-y. * p<0.05 entre el tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto activo (prueba t pareada /

prueba de rango con signo de Wilcoxon). ** p<0.01 entre el tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto
activo (prueba t pareada / prueba de rango con signo de Wilcoxon).
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Figura 5.2. Gréficos de dispersion del promedio de edad gestacional vs. concentracion sérica (pg/mL) de
citoquinas de la familia IL-10 para las etapas de tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto activo: a) entre
la edad gestacional y la IL-10; (b) entre la edad gestacional y la IL-20; (c) entre la edad gestacional y la IL-22 y
(d) entre la edad gestacional y la IL-28A. Se realizé analisis no paramétrico para todos los andlisis de correlacion.

Tabla 5.2 Matriz de correlacion de Spearman para la familia de las citoquinas IL-10, IFN-y e IL-35

IL-10

IL-20 IL-22 IL-282 IFN-y IL-35
IL-10 1.00
IL-20 0.442 1.00
IL-22 0.472 0.63° 1.00
IL-28A 0.30 0.51P 0.19 1.00
IFN-y 0.36 0.61° 0.24 0.402 1.00
IL-35 0.39 0.87° 0.24 0.452 0.62° 1.00

aLa correlacion es significativa al nivel de 0.05 (dos colas)

b La correlacion es significativa al nivel de 0.01 (dos colas)
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5.4. Discusioén de resultados

Durante el embarazo, las modificaciones en los niveles de neurotransmisores, hormonas y
citoquinas se modulan reciprocamente [241]. El trabajo de parto es un momento crucial, en
el que se requieren adaptaciones rapidas para lograr un nacimiento exitoso. En este
estudio, los niveles de las citoquinas IL-10, IL-20, IL-22 e IL28A disminuyeron
significativamente (p<0.05) en el trabajo de parto activo en comparaciéon con el tercer
trimestre del embarazo (Figura 5.1). Cabe destacar que todas estas citoquinas pertenecen
a la familia de la IL-10. Nuestros datos sugieren que la reduccién sistémica de algunos
miembros de la familia de la IL-10 podria desempefiar un rol importante, por un lado, en la
activacion de las células lisas miometriales asociadas con las contracciones uterinas, asi
como también en la promocion de un estado proinflamatorio durante el trabajo de parto
activo. Interesantemente, nuestros resultados son concordantes con evidencia previa que
indica un papel importante de la IL-10 sobre la actividad uterina: por ejemplo, la
administracién intravenosa de IL-10 fue capaz de bloquear las contracciones uterinas
inducidas por IL-1B8 en monas Rhesus embarazadas; efecto atribuido potencialmente a una
disminucion en la produccién de prostaglandinas. De hecho, se ha observado una relacion
inversa entre las concentraciones de IL-10 del liquido amniético y la intensidad de la
actividad uterina inducida por IL-1f [242]. Conjuntamente, un estudio reciente ha sugerido
gue en el trabajo de parto la IL-10 y la progesterona tienen mdltiples efectos sobre las
interacciones monocito-miocito, incluyendo la inhibicién de las contracciones de los miocitos
[243].

La progesterona es crucial para el mantenimiento del embarazo, y actlda para
promover la quiescencia uterina. Se ha propuesto que la retirada funcional de la
progesterona estd asociada con el inicio del trabajo de parto y se han sugerido varios
mecanismos efectores [244]. De hecho, también se demostré que, bajo los efectos de la
progesterona, los niveles séricos de IL-10 son elevados, lo que resulta en la supresion y
activacion de citoquinas Thl y Th2, respectivamente [84]. Cabe sefalar que la actividad
simultanea de la progesterona y la IL-10 en los trofoblastos puede suprimir respuestas
proinflamatorias y mejorar la regulacion entre la placenta y la decidua [245].

Las citoquinas relacionadas con la familia de la IL-10 tienen baja identidad y similitud
con la citoquina IL-10 (25% de identidad y 50% de similitud en promedio) [246]. A pesar de
ello, es sabido que las funciones centrales de la familia de la IL-10 convergen para la
proteccion de tejidos en respuesta a un proceso inflamatorio [225]. Esto se encuentra en

concordancia con los resultados mostrados en la Tabla 5.2, ya que varios miembros de la
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familia IL-10 exhibieron correlacion entre ellos mismos en el promedio del tercer trimestre
de embarazo y el trabajo de parto. Por ejemplo, la IL-20 y la IL-22 presentaron la mayor
correlacion positiva (rho = 0.63, p<0.01). Por otra parte, la IL-35 puede tener efectos
potentes en la regulacion de la inmunoreactividad a través de mecanismos dependientes
de la IL-10 [237]. Esta consideracion es mostrada por la correlacion positiva mas alta que
se encontr6 entre IL-20 e IL-35 (rho = 0.87, p<0.01).

En el presente estudio, no se encontrod correlaciones entre las citoquinas de la familia
IL-10 y la edad gestacional (Figura 5.2). Sin embargo, se encontré una asociacion débil
entre la IL-28A y la edad gestacional (Figura 5.2d, rho =-0.33, con un nivel de tendencia de
p = 0.07), lo que sugeriria una dependencia temporal. Es decir, algunos miembros de la
familia de citoquinas IL-10 tenderian a disminuir a medida que se aproxima el trabajo de
parto, por lo que esta disminucidn podria estar relacionada con el cambio hacia el perfil Thl
[32], [70], [247]. Otros estudios han reportado una correlacion negativa entre la
concentracion de IL-10 en el liguido amniético y la edad gestacional al momento del parto
[248]. Es necesario enfatizar que adn se necesitan mas investigaciones para abordar la
actividad biol6gica de las citoquinas de la familia IL-10 durante el embarazo y el trabajo de
parto.

Por altimo, los niveles de IFN-y también disminuyeron significativamente (p<0.05)
en el trabajo de parto activo en comparacion con el tercer trimestre de embarazo (Figura
5.1e). Nuestros resultados estan en concordancia con los hallazgos reportados por [249],
que informaron que el IFN-y plasmatico materno disminuye en el trabajo de parto. Este
estudio concluy6 que durante el embarazo se suprime la inmunidad mediada por células,
por lo que un contenido mas bajo de concentraciones plasméaticas de IFN-y podria indicar
un papel contributivo del IFN-y en el parto [249]. Otro estudio propuso que la retirada de
IFN-y podria estar involucrada en el inicio del trabajo de parto a prematuro o a término a
través de la regulacion positiva de la expresion de la ciclo-oxigenasa y de la produccion de
prostaglandina E2 [250].

En general, las citoquinas desempefian un papen importante en el mantenimiento
de un embarazo saludable, por desgracia pocos estudios han medido mdltiples niveles de
citoquinas longitudinalmente durante el embarazo. Hasta donde sabemos, este es el primer
estudio longitudinal en el que se determinan multiples citoquinas durante el embarazo vy el

trabajo de parto en mujeres sanas.
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Limitaciones: Este estudio tiene algunas limitaciones que merecen mencién. En primer
lugar, 10 de 20 mujeres recibieron conduccién del trabajo de parto utilizando oxitocina. Es
importante mencionar que un analisis estadistico complementario fue llevado a cabo con el
objetivo de observar si existian diferencias entre las mujeres que recibieron oxitocina
exogena durante el trabajo de parto y las mujeres que no recibieron oxitocina. Estos
resultados complementarios se describen en el Apéndice D. Los resultados de este analisis
complementario indicaron que no se observaron efectos de la aplicacion de oxitocina
exdgena en las concentraciones de citoquinas durante el trabajo de parto. Estos resultados
podrian explicarse por el hecho de que, a pesar que la mitad de las mujeres no fueron
conducidas con oxitocina, se ha reportado que los receptores endégenos de oxitocina se
incrementan de manera natural durante el trabajo de parto a término [251]. De igual manera,
los resultados de dicho analisis complementario deben tomarse con precaucion debido al
pequefio tamafio de la muestra al subdividir los grupos de estudio (N = 10). Es importante
mencionar que la conduccion del trabajo de parto con oxitocina es un procedimiento que se
realiza con relativa frecuencia en los hospitales de Latinoamérica [252].

Finalmente, nuestros datos en el trabajo de parto estan constituidos por un solo
punto en el tiempo. No obstante, se ha demostrado que las concentraciones circulantes de
citoquinas en las mujeres durante el trabajo de parto cambian a lo largo del tiempo desde
la admisién hasta el alumbramiento [253]. En cualquier caso, nuestras muestras siempre

se obtuvieron en el trabajo de parto activo.

5.5. Conclusioén

El trabajo de parto es un proceso complejo que involucra varios factores maternos y fetales,
la manera en cOmo estos interactian aun no es totalmente entendido. En nuestro estudio,
los niveles séricos de citoquinas de la familia IL-10 como: IL-20, IL-22 e IL-28A no se
correlacionaron con la edad gestacional durante el tercer trimestre del embarazo y el trabajo
de parto. Adicionalmente, los miembros de la familia IL-10 exhibieron correlaciones entre
ellos mismos, lo que sugiere que algunos miembros de dicha familia de citoquinas podrian
poseer propiedades similares, especificamente en las células epiteliales. Finalmente,
nuestros datos sugieren que la disminucion de la familia de citoquinas IL-10 parece coincidir
con la bien informada retirada funcional de la progesterona que ocurre en el trabajo de
parto. Asimismo, las concentraciones plasmaticas bajas de IFN-y indican un rol importante

de esta citoquina que contribuye en el trabajo de parto activo.
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Capitulo VI

6. Estudio IV: Analisis de la dinamica
cardiaca y su correlacion con
marcadores inflamatorios en el trabajo
de parto activo

Resumen: Con el propdésito de evaluar si la inflamacién sistémica sugerida por el estudio
anterior (Capitulo V) esta vinculada con la dindmica del ritmo cardiaco, se registrd
longitudinalmente la actividad eléctrica cardiaca de mujeres sanas en el tercer trimestre de
embarazo y posteriormente en el trabajo de parto activo. Los electrocardiogramas (ECG)
abdominales de las participantes (n = 20, edad media de 24.1 + 4.9 afios) fueron procesados
para estimar indices autondmicos cardiacos derivados del analisis lineal y no lineal de las
fluctuaciones de la frecuencia cardiaca (FFC). Por otra parte, los datos referentes a la
concentracion de citoquinas fueron recopilados del estudio del capitulo anterior. Diversos
tipos de andlisis matematico como el de correlacion simple, correlacion candnica y técnicas
de reconocimiento de patrones fueron utilizados para investigar la relaciéon entre las FFC y
los niveles de citoquinas durante el tercer trimestre y trabajo de parto. Durante la etapa del
trabajo de parto se observaron cambios significativos en la dinamica de las FFC en el corto
plazo. Adicionalmente los pardmetros de las FFC resultaron tener niveles mas altos de
sensibilidad, especificidad y certeza para discriminar entre ambas etapas en comparacion
a los marcadores inmunol6gicos al usar un clasificador K-NN (o de vecinos mas cercanos).
Se encontré una correlacién canonica moderada pero significativa (0.752) entre los
parametros de las FFC ligados a la funcién vagal y la IL-22 en el tercer trimestre y en el
trabajo de parto, asi como diversas correlaciones simples entre parametros de las FFC y
citoquinas. Nuestros resultados sugieren que, valores menos anticorrelacionados y la
mayor variabilidad total en las FFC del trabajo de parto podrian reflejar una interaccion
distinta entre las ramas simpéatica y parasimpatica del control cardiaco en comparacién con
el tercer trimestre de embarazo. Finalmente, el hallazgo de que diversas citoquinas estan
correlacionadas con los parametros vagales de las FFC, sugiere un vinculo funcional entre
la inflamacién sistémica y la regulacion autonémica en el embarazo y el trabajo de parto.
Estas asociaciones electrofisiolégicas e inmunolégicas se podrian manifestar como
consecuencia de la posible respuesta colinérgica antiinflamatoria ocasionada en el
embarazo y el trabajo de parto.

Es pertinente mencionar que este trabajo se ha presentado en el congreso internacional “X
Congress of the Internatinal Society for NeurolmmunoModulation (ISNIM)”, Mayo 26-28,
Roma, Italia como: JJ Reyes-Lagos, MA Pefia-Castillo, JC Echeverria, G Pérez-Sanchez,
S Alvarez-Herrera, E Becerril-Villanueva, L Pavon, R Ayala-Yéfez, R Gonzéalez-Camarena,
G Pacheco-Lopez, Heart Rate Dynamics and Serum Inflammatory Markers During
Pregnancy and Active Labor In Women. Se anexa el resumen en el Anexo F.
Adicionalmente, el manuscrito correspondiente estd en preparacion para someterse a
publicacion.
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6.1. Introduccion

Las contracciones uterinas durante el trabajo de parto estan generalmente asociadas con
un aumento de la frecuencia cardiaca materna y la presion arterial media, asi como el
aumento en el gasto cardiaco resultante de incrementos tanto en el volumen sistélico y la
frecuencia cardiaca [254]. Los detalles de cémo estos cambios hemodindmicos son
impulsados por las adaptaciones autonémicas y, por otra parte, el papel real del sistema
nervioso autbnomo (SNA) a lo largo del embarazo no han sido entendidos por completo
[255]. En este sentido, varios hallazgos inducen a considerar al trabajo de parto como un
evento inflamatorio que no sélo se inicia debido a factores hormonales [15]. Algunos
estudios anteriores (Capitulo I, seccion 1.7) sugieren que durante el trabajo de parto se
presenta menor antagonismo autonémico en la direccionalidad de las fluctuaciones de la
frecuencia cardiaca (FFC), lo que posiblemente podria también vincularse, entre otros
aspectos, a una respuesta antiinflamatoria colinérgica (RCA) como resultado de la
inflamacién exacerbada durante el trabajo de parto [116]. De hecho, el nervio vago parece
desempefiar un papel importante en la regulacién de la inflamacion y la prevencién del dafio
tisular durante respuestas inflamatorias excesivas. La actividad vagal disminuye la
produccidn de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a e inhibe la migracién de leucocitos
a sitios de inflamacién, en parte por su accién sobre el sistema reticuloendotelial del higado
y el bazo, donde se producen citoquinas, y esta actividad puede funcionar para regular los
procesos inflamatorios sistémicos [256].

Se ha estudiado la actividad del SNA de mujeres embarazadas mediante el analisis
de las FFC [257], que es un método no invasivo para cuantificar la respuesta autonémica
cardiaca en sus influencias adrenérgicas y colinérgicas [258]. En general, se han aplicado
los analisis en el dominio temporal y espectral, asi como también métodos de escalamiento
para obtener parametros que son utilizados para estimar la respuesta autonémica, como
por ejemplo el andlisis de fluctuaciones sin tendencia o DFA, descrito previamente en el
Capitulo 1, Secciones 2.2 y 2.3. De manera interesante, se encontr6 que parametros de
las FFC, principalmente vinculados al nervio vago, se correlacionan negativamente con
diversos marcadores inflamatorios medidos en el suero sanguineo, como la IL-6, el
fibrindgeno y la proteina C reactiva [256].

En consecuencia, considerando que el trabajo de parto a término es un estado
inflamatorio, y que a su vez éste involucra una intensa actividad muscular, gasto energético
y dafio tisular, entonces en esta etapa el andlisis de las FFC reflejard una respuesta

autonémica cardiaca con participacion colinérgica como mecanismo homeostatico [60].
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En este estudio, se evallo el uso de pardmetros lineales y no lineales para analizar
las FFC durante el tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto de manera longitudinal.
Asi mismo se buscaron posibles asociaciones entre las diversas citoquinas medidas en
nuestro estudio anterior (Capitulo V, Seccién 5.2) con parametros lineales y no lineales del
andlisis de las FFC. Hipotetizamos que al vincularse las FFC con la regulacién cardiaca
autonomica, se encontraran diversas asociaciones entre parametros de las FFC y multiples

citoquinas durante el tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto.

6.2. Metodologia

Se registraron 10 minutos de electrocardiogramas (ECG) abdominales de 20 mujeres
embarazadas en el tercer trimestre de gestacién en posicion semi-Fowler, de 35 a 38
semanas de gestacion, sin complicaciones durante el embarazo y sin ninguna
manifestacion clinica de encontrarse en trabajo de parto. Cabe mencionar que se
estudiaron a las mismas participantes del Capitulo V. De igual manera como se describe
en la Seccion 5.2 del Capitulo V, este protocolo fue aprobado por la Comisién de Etica de
la Divisibn de Ciencias Biolégicas y de la Salud (CBS) de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa con el dictamen CAEDCBS.01.2017. Adicionalmente, se
obtuvo el consentimiento informado de cada participante (el formato se encuentra en el
Apéndice B: Carta de consentimiento informado).

Siguiendo un disefo longitudinal, las participantes se estudiaron en las etapas de
tercer trimestre de embarazo y en la fase activa del trabajo de parto. El trabajo de parto
activo se identifico al presentarse por lo menos 4 cm de dilatacion cervical, de 3 a 4
contracciones en 10 minutos y al menos 50% de borramiento cervical. Para ambas etapas,
es decir tercer trimestre y trabajo de parto, los ECG fueron registrados abdominalmente
utilizando el sistema de adquisicion portétil de sefiales fisiol6gicas materno-fetal Monica
AN24 (Monica Healthcare, Nottingham, Reino Unido). La forma de colocacion de los
electrodos, asi como generalidades de este sistema estan descritos en el Capitulo I,
Seccion 2.6. La frecuencia de muestreo para los registros electrocardiograficos fue de a
900 Hz. La estimacién electrohisterografica con el dispositivo Monica AN24 permitio
adicionalmente confirmar las 3 0 4 contracciones en 10 minutos que el personal clinico de
CIMIGen reportaba por medio de palpacion abdominal (Figura 6.1). Durante el trabajo de
parto, las participantes eran libres de elegir su postura preferida debido a la portabilidad del

sistema. Sin embargo, los segmentos de ECG fueron sélo seleccionados cuando las
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mujeres mantenian una posicién semi-Fowler. Las caracteristicas demogréficas y clinicas
de la poblacion durante el tercer trimestre y trabajo de parto se reportan en las Tablas 5.1
y 5.2 del Capitulo V, respectivamente.

Andlisis de datos: Los registros de ECG materno se procesaron usando los algoritmos de
nuestros estudios anteriores para generar las series de tiempo R-R correspondientes al
tercer trimestre de embarazo y al trabajo de parto usando la metodologia descrita en el
Capitulo 11, Seccion 2.1. Todas las series de tiempo R-R fueron preacondicionadas por el
método de filtrado adaptativo [135], también descrito previamente en la Seccion 2.1 del
Capitulo Il., nunca se tuvo mas del 10% de latidos perdidos del registro total.

Diversos parametros lineales del analisis de las FFC fueron calculados con el
software Kubios a partir de las series de tiempo R-R filtradas. Los ajustes del software
Kubios se fijaron como predeterminados, es decir sin eliminacion de tendencias, con un
ajuste de interpolacién a 4 Hz, tamafio de ventana de 256 puntos y con un traslape del 50%
(se ocup6 el método de Welch para estimar la PSD). Los pardmetros que se midieron
fueron: el valor medio de la frecuencia cardiaca, la raiz cuadrada del promedio de la suma
de las diferencias cuadraticas entre intervalos R-R adyacentes (RMSSD); el logaritmo
natural de las altas frecuencias (InHF, 0.15-0.4 Hz), el porcentaje de intervalos R-R
consecutivos que se diferencian en méas de cincuenta milisegundos (pNN50). Cabe sefialar
gue, estos ultimos tres parametros permiten cuantificar fluctuaciones de alta frecuencia
mediadas por el vago [12]. Por otro lado, también fueron calculados la desviacién estandar
de los valores NN (SDNN), que cuantifica la variabilidad total de las fluctuaciones, el
logaritmo natural de muy bajas frecuencias (InVLF, 0.0-0.04 Hz) y las bajas frecuencias
(InLF, 0.04-0.15 Hz). Los parametros no lineales incluyeron: los exponentes de
escalamiento fractal en a1y a2, los exponentes del andlisis de magnitud y signo (aimac) Y
aysien)) Y la entropia muestra (SampEn) con un nivel de r =0.2 y M=2 (Capitulo II, Seccion
2.3).
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Figura 6.1 a) Frecuencia cardiaca materna (rojo) y sefial de actividad uterina (negro) durante el tercer trimestre
de embarazo. b) Frecuencia cardiaca materna (rojo) y sefial de actividad uterina (negro) durante el trabajo de
parto activo correspondiente a la misma participante del panel a).

Andlisis estadistico de las FFC: Todos los valores fueron expresados como promedio +
DE. Habiendo verificado la normalidad (por la prueba de normalidad de omnibus), las
comparaciones entre los parametros de las FFC entre el tercer trimestre de embarazo y el
trabajo fueron analizadas por una prueba t pareada. De lo contrario, se realizé una prueba
de rango con signo de Wilcoxon. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
software estadistico NCSS (Kaysville, UT, EUA). Ademas, se realizaron pruebas de
correlacion simple para investigar la asociacion entre los pardmetros de las FFC con
diversas citoquinas medidas en el estudio anterior (Capitulo V) para los grupos de tercer
trimestre y trabajo de parto. El coeficiente de correlacién rho de Spearman se utilizé para
estimar dichas correlaciones debido a que es menos sensible a outliers o valores atipicos
gue el coeficiente de correlacién de Pearson, ademas que en nuestro estudio hay un
tamafio de muestra pequefia [236]. De igual manera que en el Capitulo V, para resolver la
cuestion de la no independencia entre las medidas repetidas, se considerd el promedio de
los datos de medidas repetidas para cada participante antes de evaluar la correlacion [235]

(este analisis complementario se encuentra en el apéndice D).
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Andlisis de curvas ROC y reconocimiento de patrones: Se generaron dos vectores, el
primero con rasgos electrofisiolégicos correspondientes a los pardmetros de las FFC, el
segundo con rasgo inmunolégicos pertenecientes a la familia de la IL-10, citoquinas de
interés encontradas en nuestro estudio previo (Capitulo V). Ambos vectores fueron creados
con datos del tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto, con la finalidad de observar
el comportamiento individual de cada parametro y construir su curva ROC (Relative
Operating Characteristic, por sus siglas en inglés). La curva ROC revela la capacidad
informativa de un rasgo o pardmetro para discriminar entre dos clases [259], en este caso
entre las clases de trabajo de parto y tercer trimestre de embarazo.

Para la eleccién entre pruebas diagndsticas distintas, se recurrio a las curvas ROC, ya que
es una medida global e independiente del punto de corte. Por esto, en el &mbito sanitario,
las curvas ROC también se denominan curvas de rendimiento diagnostico. La eleccion se
realiza mediante la comparacion del area bajo la curva de pruebas. Esta area posee un
valor comprendido entre 0.5y 1, donde 1 representa un valor diagnéstico perfecto y 0.5 es
una prueba sin capacidad discriminatoria diagndstica [259].

Las curvas ROC fueron construidas por el método no paramétrico, al representar todos los
pares FPR vs. TPR, False Positive Rate (Razén de verdaderos negativos) y True Positive
Rate (Razén de verdaderos positivos). Es decir, los pares (1-especificidad, sensibilidad)
para todos los posibles valores de corte de cada parametro y se calcul6 el area bajo la curva
ROC (Az) de cada uno para revelar cual discriminaba mejor entre las clases, por convencion
se tomo positivo al trabajo de parto (1) y negativo al tercer trimestre de embarazo (0).

De acuerdo a estudio previos [116], [260], el parametro que presentaba una diferencia
significativa entre los dos grupos fue aysien). Por sencillez se graficaron entonces los pares
de rasgos en torno a dicho parametro (es decir RMSSD vs. aysieny; 01 VS. Qisien), €tc.) con
el fin de explorar visualmente el comportamiento de las clases de trabajo de parto y tercer
trimestre de embarazo. Por medio de la inspeccion visual de los pares de rasgos, se busco
observar cual par tenia mayor separabilidad de clases. Adicionalmente se seleccionaron
pares de clases conjuntando los parametros inmunoldgicos pertenecientes a los miembros
de la familia de la IL-10 (familia de citoquinas que exhibié cambios significativos en el
estudio del Capitulo V) con dos de los parametros de las FFC que tuvieron la mayor area
ROC.

Debido a que visualmente los pares no presentaron una separabilidad lineal se decidié usar
los clasificadores de K-NN o K-vecinos mas cercanos, con K=3, se escogio este K debido

a que debia ser un valor impar y arrojaba la menor tasa de mala clasificacion, ademas de
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que dichos clasificadores asumen modelos no paramétricos en concordancia con lo
sugerido por los histogramas de los rasgos [261].

Para la implementacion del clasificador K-NN se hizo uso del algoritmo del paquete
NETLAB [262]. Se entreno al clasificador con 28 datos (14 de la clase de tercer trimestre y
14 de la clase de trabajo de parto) y se probo con 12 datos (6 de la clase de tercer trimestre
y 6 de la clase de trabajo de parto). Posteriormente, por medio de validacion cruzada
aleatoria, se generaron matrices de confusién para cada iteraciéon (1000 veces), y se
reportaron matrices de confusién promedio; asi como sensibilidad, especificidad y certeza

promedio de los dos clasificadores correspondientes a las combinaciones de rasgos.

Analisis de correlacion candnica: El andlisis de correlacion candénica busca identificar y
cuantificar las asociaciones lineales entre dos grupos de variables [263]. Este analisis se
enfoca en la correlacion entre combinaciones lineales pertenecientes a los grupos de
variables. La idea es determinar el par de combinaciones lineales que tienen la correlaciéon
mas alta, luego el segundo par cuya correlacion es menor o igual a la primera, y asi
sucesivamente. A estos pares de combinaciones lineales se los denomina variados
candnicos (UpVg), por consiguiente, sus correlaciones son llamadas correlaciones
canonicas, las mismas que miden la fuerza de asociacion entre los dos grupos de variables.
El primer grupo de variables esta representado por el vector aleatorio p variado X, el
segundo grupo, de g variables es representado por Y, donde el primer conjunto de variables
tiene menos componentes que el segundo es decir p < g. En este analisis el vector X estara
formado por las variables de las FFC que han sido asociadas al control autonémico como
por ejemplo RMSSD, InHF, aysien Y a1 (variables dependientes) es decir p = 4, y el vector
Y contienen 4 variables pertenecientes a las citoquinas de la familia de la IL-10, es decir g
= 4 (variables independientes). Cada par de variables candnicas es representado como una

combinacién lineal de las variables tanto del grupo X como del grupo Y.

6.3. Resultados

Dinamica cardiaca: Se encontraron diferencias en la actividad autonémica cardiaca
durante el trabajo de parto en comparacion al tercer trimestre de embarazo. La Figura 6.2
muestra un ejemplo representativo del andlisis longitudinal de las FFC maternas durante el
tercer trimestre de embarazo y subsecuentemente en el trabajo de parto de una
participante. En esta Figura se observan las series R-R para ambas etapas. La Figura

también incluye resultados de algunos de los parametros lineales y no lineales de las FFC.
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De igual manera, en la Tabla 6.1 se encuentran los promedios (+DE) de los pardmetros

lineales y no lineales de las FFC para la etapa del tercer trimestre de embarazo y el trabajo

de parto. Entre los parametros influenciados potencialmente por la dindmica uterina durante

el trabajo de parto se encuentran: a., InVLF, SampEn y SDNN (p<0.01, potencia estadistica

mayor a 80%). Asi como el pardmetro ligado a la direccionalidad de las FFC aisien) (p<0.01,

potencia estadistica mayor a 80%) y el exponente de escalamiento a; p<0.05, potencia

estadistica de 70%). Se debe tener presente que en 10 de 20 casos a las participantes se

les condujo con oxitocina exdgena, por lo que un analisis estadistico complementario se

presenta en el apéndice D (no se encontraron diferencias estadisticas en ningln parametro

de las FFC entre los grupos de trabajo de parto a los que se les administré o no oxitocina).

RR Tercer trimestre

. L L L L L L L
) 100 00 300 400 500 €00 700
N (Musst=s)
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20
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LnVLF= 8.06 ms2
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Figura 6.2 Ejemplo representativo de una sefial R-R cruda para la etapa de tercer trimestre de embarazo
(izquierda) y para el trabajo de parto (derecha, con presencia de 4 contracciones). Algunos parametros del
analisis lineal y no lineales de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca se reportan debajo para cada serie de

tiempo.
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Tabla 6.1 Valores promedio (xDE) de los parametros de las fluctuaciones de la
frecuencia cardiaca (FFC) de nuestro estudio para las etapas de tercer trimestre
de embarazo y trabajo de parto (n=20)

Parametro Tercer Trimestre Trabajo de parto
o 1.08+0.22* 1.23+0.20
(%) 0.98+0.16* 1.16+0.11
01(MAG) 0.72+0.13 0.77+0.16
A1(SIGN) 0.31+0.10* 0.42+0.09
HR (LPM) 89+9 93+11
SDNN (ms) 52.32+16.55* 67.33+21.51
RMSSD (ms) 32.52+15.51 29.60+12.39
PNN50 (%) 13.72+13.54 9.76+9.56
INVLF (ms?) 7.15+0.79* 7.87+0.67
InLF (ms?) 6.06+0.67 6.30+0.61
InHF (ms?) 5.65+1.22 5.68+0.77
LF/HF 6.06+0.67 6.30 +0.61
SampEn 1.33+0.36* 1.03+0.26

*p<0.01 entre el tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto activo (prueba t pareada / prueba de rango
con signo de Wilcoxon).

Andlisis de curvas ROC y reconocimiento de patrones: A continuacion, se presentan
los resultados al implementar herramientas de reconocimiento de patrones y curvas ROC
como se describié en la seccion de metodologia. De la Figura 6.3 se puede apreciar que
la grafica que posee mayor area bajo la curva ROC de los rasgos temporales de las FFC
es la perteneciente al panel ¢, SDNN (Az=0.725).
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Figura 6.3 Curvas ROC (FPR vs. TPR) para los rasgos temporales de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca: a) frecuencia cardiaca media —también en otros lados- (HR, heart rate), b) raiz cuadrada del valor
medio de la suma de las diferencias al cuadrado de todos los intervalos R-R sucesivos (RMSSD), c) desviacion
estandar de los intervalos normal a normal (SDNN) y d) porcentaje de intervalos R-R consecutivos, que
discrepan mas de 50 ms entre si (PNN50).

Por otro lado, de la Figura 6.4 se puede apreciar que la grafica que posee mayor area bajo
la curva ROC de todos los rasgos espectrales de las FFC es la perteneciente al panel a,
INVLF (Az=0.725).
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Figura 6.4 Curvas ROC (FPR vs. TPR) para los rasgos espectrales de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca: a) InVLF (logaritmo natural de muy baja frecuencia); b) InLF (logaritmo natural de bajas frecuencias);
¢) InHF (logaritmo natural de altas frecuencias) y d) LF/HF (proporcién de altas y bajas frecuencias).

De igual manera, de la Figura 6.5 se puede observar que las gréaficas que poseen mayor

area bajo la curva ROC de todos los rasgos no lineales de las FFC son las pertenecientes

a los paneles c, aysieny (Az=0.77) y d, a2 (Az=0.77).
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Figura 6.5 Curvas ROC (FPR vs. TPR) para los rasgos no lineales de las fluctuaciones de la frecuencia
cardiaca: a) exponente de escalamiento fractal en el corto plazo (a1), b) exponente de escalamiento fractal de
magnitud (aimac)), €) exponente de escalamiento fractal de signo (aysien)), d) exponente de escalamiento fractal
en el largo plazo (a2) y e) entropia muestra (SampEn).
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Finalmente, de la Figura 6.6 se puede observar que la grafica que posee mayor area bajo
la curva ROC de los pardmetros inmunoldgicos de la familia de citoquinas de la IL-10 es la
perteneciente al panel c, IL-22 (Az=0.65).
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Figura 6.6 Curvas ROC (FPR vs. TPR) para los rasgos de las citoquinas de la familia de la IL-10: a) IL-10; b)
IL-20; c) IL-22 y d) IL-28A.
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En la Figura 6.7 se muestran diversos pares de rasgos de las FFC en combinacion con el

parametro aysien). Por medio de una inspeccion visual preliminar se aprecio que los datos

tienden a una separacion en regiones o conglomerados, pero siendo dicha separacién del

tipo no lineal (ejemplo paneles a, e, c, etc.).

-
P

120

140

95

b)

alsig

alsign

Figura 6.7 Gréficas de algunas combinaciones de pares de rasgos con el exponente de escalamiento fractal de
signo o0 aysien), @) disien) VS. SDNN, b) aisien) vs. RMSSD, ¢) aysien) VS. INVLF, d) aysien) vs. INHF, ) aisien)
vs. az y f) aysien) vs. SampEn. Los puntos azules pertenecen a la clase de tercer trimestre de embarazo y los
puntos rojos a la clase de trabajo de parto.
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Utilizando el clasificador de vecinos mas cercanos (K-NN) se establecié qué combinacion
muestra valores mayores de sensibilidad, especificidad y certeza que el resto de las
combinaciones (Tabla 6.2).

Tabla 6.2 Valores de sensibilidad, especificidad y certeza del clasificador de vecinos mas cercanos
(K-NN) de cada rasgo o combinaciones de rasgos del andlisis de las FFC (Se realizaron 1000
iteraciones aleatorias). Se reporta valor promedio + desviacion estandar.

Rasgo (s) Sensibilidad Especificidad Certeza
O1(SIGN) 0.70+0.38 0.45+0.51 0.58+0.10

az 0.87+0.23 0.56+0.44 0.71+0.10

SDNN vs. aisien) 0.77+0.32 0.40+0.58 0.59+0.11
RMSSD vs. aisien) 0.70+0.37 0.26+0.69 0.48+0.11
INVLF vs. aysien) 0.81+0.28 0.56+0.42 0.68+0.10
InHF vs. aysien) 0.74+0.34 0.43+0.49 0.59+0.10
a2 VS.di(siGN) 0.9740.13 0.55+0.45 0.76+0.10
SampEn vs.aisien) 0.73+0.33 0.45+0.49 0.59+0.09

Los mejores valores de sensibilidad, especificidad y certeza correspondieron al par az vs.
aysien), que fueron los rasgos que exhibieron mayor area bajo la curva ROC

individualmente.

Tabla 6.3 Matriz de confusién promedio del clasificador K-NN para el par de rasgos a vs.aisicn)

VP=5.83+0.50 ‘ FP=0.16+0.50
FN=2.66+1.16 ‘ VN=3.33+1.16

*VP= Verdaderos positivos. FP= Falsos positivos. FN= Falsos negativos. VN= Verdaderos negativos.

El entrenamiento se realiz6 con 28 datos de los parametros de fluctuaciones de la frecuencia cardiaca
correspondientes a 14 datos de la clase tercer trimestre y 14 correspondientes a la clase trabajo de parto). La
prueba se realiz6 con 12 datos, de igual manera 6 datos provienen de la clase de trabajo de parto y 6 datos
provienen de la clase tercer trimestre de embarazo.
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Tabla 6.4 Valores de sensibilidad, especificidad y certeza del clasificador de vecinos mas
cercanos (K-NN) para los rasgos correspondientes a parametros de las FFC y citoquinas (Se
realizaron 1000 iteraciones aleatorias). Se reporta valor promedio + desviacion estandar.

Rasgo (s) Sensibilidad Especificidad Certeza
aisien) vs. 1L-10 0.82+0.26 0.32+0.58 0.57+0.09
aisien) vS. 1L-20 0.91+0.21 0.26%0.67 0.59+0.09
aisien) VS. 1L-22 0.85+0.24 0.37+0.51 0.61+0.09
aisien) VS. IL-28A 0.80+0.30 0.26+0.71 0.53+0.10

o2vs. IL-10 0.86+0.26 0.32+0.59 0.59+0.10

azvs. IL-20 0.91+0.23 0.45+0.47 0.68+0.10
azvs. IL-22 0.90£0.18 0.40£0.47 0.65+0.09
azvs. |L-28A 0.89+0.27 0.31+0.66 0.60+0.11
a2 vs.dysicn) VS. IL-10 0.93+0.18 0.38+0.51 0.65+0.09
02 VS.dysien) VS. IL-20 0.98+0.11 0.49+0.44 0.74+0.09
a2 VS.dysiGn) VS. |L-22 0.95+0.13 0.42+0.50 0.68+0.09
a2 Vvs.aysien) VS. IL-28A 0.91+0.22 0.37+0.60 0.64+0.10

Tabla 6.5 Matriz de confusion promedio del clasificador K-NN con el vector de rasgos az vs.aysicn)
vs. IL-20

VP=5.90+0.36 ‘ FP=0.09+0.36
FN=2.98+1.07 ‘ VN=3.01+1.07

*VP= Verdaderos positivos. FP= Falsos positivos. FN= Falsos negativos. VN= Verdaderos negativos.

El entrenamiento se realizé con 28 datos de los parametros de fluctuaciones de la frecuencia cardiaca
correspondientes a 14 datos de la clase tercer trimestre y 14 correspondientes a la clase trabajo de parto). La
prueba se realiz6 con 12 datos, de igual manera 6 datos provienen de la clase de trabajo de parto y 6 datos
provienen de la clase tercer trimestre de embarazo.

Andlisis de correlaciones: En las Tablas 6.7 y 6.8 se muestran los valores de los
coeficientes de correlacion de Spearman (rho) para los parametros inmunoldgicos (variable
independiente) y los indices lineales y no lineales del analisis de las FFC (variable
dependiente) del para el grupo de tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto
respectivamente. Las correlaciones significativas entre los parametros electrofisioldgicos e

inmunoldgicos se especifican en color rojo p<0.05.
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Tabla 6.6 Analisis de correlacién lineal entre las citoquinas y los parametros de las fluctuaciones de la

frecuencia cardiaca en el tercer trimestre de embarazo (N=20).

Coeficiente de correlacion (Spearman rho)

a a> Oimag  O1(siGN) HR SDNN RMSSD PNN50 InVLF InLF InHF LF/HF SampE
n
APRIL/TNFSF13 -0.27 0.09 0.14 -0.31 -0.60 0.25 0.02 0.02 0.07 -0.20 0.11 -0.40 0.00
BAFF/TNFSF13B -0.03 0.43 0.30 -0.07 -0.07 0.34 0.05 0.06 0.31 -0.12 -0.08 -0.05 -0.32
sCD30/TNFRSF8 0.03 0.30 0.13 -0.05 0.34 0.34 0.13 0.10 0.27 0.23 0.05 0.04 -0.31
sCD163 -0.07 0.51 -0.04 -0.11 -0.00 0.05 0.04 0.01 0.01 -0.21 -0.07 0.00 -0.14
IFN-a2 -0.15 0.15 0.16 -0.17 -0.10 0.24 0.14 0.14 0.00 -0.06 -0.01 -0.09 -0.24
IFN-B 0.18 0.54 0.11 -0.12 0.02 0.15 -0.07 -0.04 0.34 -0.20 -0.05 -0.06 -0.33
IFN-gamma -0.03 0.31 0.27 -0.06 0.20 0.49 0.22 0.23 0.43 0.22 0.27 -0.27 -0.48
IL-10 -0.05 0.07 0.18 0.00 -0.00 0.08 0.09 0.08 0.07 -0.12 -0.04 -0.15 -0.26
IL-20 -0.27 0.26 0.44 -0.30 -0.22 0.42 0.32 0.32 0.28 0.01 0.32 -0.50 0.23
IL-22 0.39 0.03 0.10 0.18 -0.07 -0.30 -0.29 -0.33 -0.25 -0.10 -0.23 0.18 -0.23
IL-28A/IFN-2 -0.27 0.13 0.22 -0.29 -0.24 0.38 0.30 0.37 0.21 -0.00 0.20 -0.36 -0.11
IL-35 -0.24 0.22 0.42 -0.29 -0.16 0.40 0.26 0.26 0.32 -0.07 0.27 -0.50 -0.27
MMP-3 -0.09 0.08 -0.05 -0.19 -0.11 0.14 0.04 0.07 0.00 -0.11 0.02 -0.23 -0.21
Osteocalcina 0.16 0.08 0.42 0.01 0.23 -0.03 0.02 0.01 -0.08 0.07 -0.15 0.18 -0.32
Pentraxina-3 -0.10 0.44 0.27 -0.22 -0.06 0.38 0.18 0.13 0.36 -0.04 0.13 -0.33 -0.42
sTnf-R1 -0.58 0.36 0.09 -0.39 -0.19 0.77 0.48 0.46 0.70 0.20 0.51 -0.68 -0.03
TSLP 0.00 0.22 0.27 -0.07 0.19 0.29 0.11 0.13 0.27 0.05 0.01 -0.13 -0.47

La correlacion es significativa con una p<0.05 (en negritas rojas).
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Tabla 6.7 Andlisis de correlacion lineal entre las citoquinas y los parametros de las fluctuaciones de
la frecuencia cardiaca en el trabajo de parto (N=20).

Coeficiente de correlacion (Spearman rho)

o o Oimag  Oli(siGN) HR SDNN RMSSD PNN50 InVLF InLF InHF LF/HF SampE
n
APRIL/TNFSF13 -0.16 -0.46 -0.25 -0.30 -0.10 -0.41 0.01 -0.16 -0.49 -0.15 -0.12 -0.05 0.57
BAFF/TNFSF13B 0.02 -0.11 -0.03 0.42 -0.08 0.39 -0.26 -0.19 -0.17 -0.23 -0.23 -0.06 -0.01
sCD30/TNFRSF8 -0.48 0.39 0.25 -0.65 -0.04 0.27 0.63 0.55 0.32 0.12 0.55 -0.58 0.09
sCD163 -0.07 0.10 0.01 0.21 0.06 -0.07 0.02 -0.11 -0.01 -0.21 -0.11 -0.20 0.10
IFN-a2 -0.22 0.05 -0.17 -0.52 0.08 -0.12 0.19 0.05 -0.09 -0.16 0.04 -0.40 0.20
IFN-B 0.08 0.40 0.01 0.00 -0.14 0.32 0.24 0.18 0.46 0.13 -0.01 0.07 -0.35
IFN-gamma -0.17 0.19 0.06 -0.39 0.22 -0.13 0.01 -0.04 -0.06 -0.20 0.04 -0.42 0.05
IL-10 -0.36 0.38 0.21 -0.46 0.12 0.25 0.48 0.37 0.28 0.05 0.27 -0.23 0.13
IL-20 -0.14 -0.15 -0.19 -0.54 0.08 -0.08 0.33 0.14 -0.07 0.07 0.21 -0.33 0.38
IL-22 -0.40 0.02 -0.17 -0.55 -0.26 0.18 0.41 0.30 0.18 0.13 0.05 0.09 0.21
IL-28A/IFN-2 -0.15 -0.13 0.05 -0.25 0.07 -0.09 0.05 -0.07 -0.09 -0.12 -0.11 -0.02 0.17
IL-35 -0.39 -0.11 0.07 -0.59 -0.02 -0.17 0.22 0.03 -0.12 -0.17 0.07 -0.39 0.21
MMP-3 -0.23 -0.00 0.18 -0.20 -0.03 -0.32 -0.20 -0.30 -0.22 -0.34 -0.42 0.00 0.15
Osteocalcina -0.06 0.53 0.30 -0.17 -0.09 0.03 0.04 0.01 0.16 -0.23 -0.06 0.18 -0.33
Pentraxina-3 0.10 -0.35 -0.41 -0.06 0.32 -0.18 -0.14 -0.30 -0.27 -0.13 -0.05 -0.18 0.06
sTnf-R1 -0.10 -0.22 -0.17 -0.32 0.10 -0.21 0.11 -0.02 -0.13 0.01 0.01 -0.22 0.26
TSLP -0.04 0.17 0.35 -0.15 0.30 -0.13 -0.10 -0.08 -0.05 -0.27 -0.10 -0.14 0.12

La correlacion es significativa con una p<0.05 (en negritas rojas).

En el andlisis de correlacién canonica los conjuntos de variables Xy Y tuvieronp=4yq=
4 variables, respectivamente. De esta forma, se formaron cuatro variables canonicas (UpVq)
(usualmente llamadas variados canonicos), las correlaciones candnicas entre ellas se
presentan en la Tabla 6.8.

Como se muestra en la Tabla 6.8, la primera correlacion candnica (0.752) del primer variado
canonico (U1V:) fue significativa (p<0.005); sin embargo, otras correlaciones no fueron

significativas. Por lo que sélo se interpreto la primera correlacion canénica en la Tabla 6.9.
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Este andlisis multivariado se realiz6 entre los datos de las FFC asociados principalmente al
componente vagal y Unicamente con las citoquinas de la familia IL-10.

Tabla 6.8 Correlaciones candénicas entre los variados canénicos

Variado Correlacién Valor de F Valor de P Lambda de
canodnico canonica Wilks
UiV 0.752 2.42 0.005 0.264
U2V2 0.514 1.46 0.183 0.610
UsVs 0.391 1.22 0.315 0.830
UasV4 0.139 0.51 0.480 0.980

Tabla 6.9 Cargas candnicas y pesos canénicos estandarizados entre el primer variado canénico
y las variables originales (U1V1)

Variable X Variable Y
Variables Cargas Pesos Variables Cargas Pesos
canodnicas canodnicos canodnicas candnicos
estandarizados estandarizados
IL-10 -0.040 -0.273 | a1 -0.389 -1.246
IL-20 -0.032 0.510 | aysien) -0.128 0.699
IL-22 -0.915 -1.102 | RMSSD 0.406 -1.391
IL-282 -0.036 0.112 | LnHF 0.727 1.611

De acuerdo a Tabachnick & Fidell [264], las correlaciones entre las variables originales y
las cargas canodnicas se deben de interpretar a partir del valor de 0.300. Sin embargo, hay
que tener precaucion en la interpretacion de estos resultados debido a problemas de
multicolinealidad entre las variables, ya que tanto las citoquinas de la familia IL-10
presentan dependencia entre ellas, como también presentan dependencia lo parametros
de las FFC seleccionados (ejemplo RMSSD y LnHF).

6.4. Discusion de resultados

Parametros de las FFC: El principal hallazgo del presente estudio longitudinal es la
identificacion de un sutil, pero significativo, cambio en la direccionalidad de la las FFC
materna durante el trabajo de parto, como lo sugiere aysien). LO que confirma los hallazgos
de nuestro estudio transversal preliminar en mujeres durante el trabajo de parto y el tercer
trimestre de embarazo [116]. Asi, las FFC durante el trabajo de parto muestran un
comportamiento menos anticorrelacionado en comparacion con el comportamiento
anticorrelacionado del grupo en tercer trimestre de embarazo aysien) (0.42 £ 0.09 vs. 0.31

0.10, respectivamente), Tabla 6.1.
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Es importante mencionar que de acuerdo con Pefia et al, [265] se mantiene una
fuerte anticorrelaciéon en las FFC a lo largo de los tres trimestres de gestacion. En otro tipo
de estudios, se han observado cambios en la direccionalidad de las FFC, al ir aisien) de
valores anticorrelacionados (pequefios, disieny < 0.5) a menos anticorrelacionados
(grandes, aysien) = 0.5). Esto se ha visto en casos patolégicos, pero también en estudios de
suefio y de envejecimiento, pero que el contexto fisioldgico de dichos cambios no ha sido
esclarecido con precision [119], [120].

En términos matematicos de los "paseos aleatorios" [29], la interaccion autonémica
se manifiesta con diferentes niveles de atraccion para la frecuencia cardiaca. Por ejemplo,
la dindmica mayormente anticorrelacionada durante el tercer trimestre, sugeriria la
dominancia de un atractor, que podria corresponder esencialmente a la influencia de la
actividad simpética [265]. En la Figura 1.14 del Capitulo | se ejemplifica intuitivamente la
idea de atractores: puesto que al suprimir la influencia simpatica a través de un bloqueador
adrenérgico, un atractor dominante (el parasimpatico) oscilaria con valores
anticorrelacionados.

En el trabajo de parto, la causa fisiolégica de encontrar un nivel de menor
anticorrelacion en las FFC parece posible asociarse a un menor antagonismo autonémico
en la direccionalidad de las FFC, que posiblemente podria también vincularse, entre otros
aspectos, a una respuesta antiinflamatoria como resultado de la inflamacién durante el
trabajo de parto, y que en nuestro estudio de citoquinas (Capitulo V) se confirma. Es por lo
que, para contender ante esta situacion de inflamacién extrema, el reflejo antiinflamatorio
podria estar involucrado para suprimir la liberacién de citoquinas proinflamatorias por medio
de un mecanismo de sinergia de los sistemas simpatico/parasimpético (dos atractores
manifestados por los valores menos anticorrelacionados del parametro aysieny de acuerdo
con lo propuesto por Karasik et al. [266]). Adicionalmente es importante indicar que estudios
han demostrado que el Gtero tiene inervaciones vagales [267], por lo que se podria
especular la participacién vagal en el trabajo de parto para regular las contracciones
uterinas.

Originalmente, se asumié que la probable activacién del reflejo antiinflamatorio
colinérgico estimularia la liberacibn de la IL-10 [66]; sin embargo, la sinergia
simpatica/parasimpética del reflejo antiinflamatorio manifestada en las FFC, que se
encuentra posiblemente ligada a valores menos anticorrelacionados de aysien), podria
continuar hasta que no se resuelva el proceso inflamatorio, es decir durante el puerperio

(etapa no analizada). En otras palabras, el trabajo de parto involucra un proceso
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inflamatorio caracterizado por una disminucion de la citoquina antiinflamatoria IL-10 que es
acompafiado por cambios en la direccionalidad de las FFC (ligado probablemente a
cambios autonémicos) en el corto plazo. Esto podria cambiar después del nacimiento hacia
un microambiente mayormente antiinflamatorio, lo que favoreceria la proteccién y
reparacion tisular [225] y una dominancia colinérgica. De manera interesante, se han
reportado niveles de concentracion de IL-10 aumentadas en mujeres en el puerperio en
comparacion con mujeres no embarazadas [268].

El exponente de escalamiento fractal en el largo plazo (a2) de 12 a 140 latidos,
resultd incrementado en el trabajo de parto activo. Este incremento se puede manifestar
debido a los componentes periddicos introducidos en las series de tiempo en el largo plazo
[153]. Asi dichos componentes parecen coincidir con el incremento de la actividad uterina
gue caracteriza al trabajo de parto activo [33]. Otro de los parametros que se comporto
conforme a nuestro estudio anterior fue la SampEn (Capitulo I, seccién 2.3); los cambios
de SampEn son también introducidos muy probablemente por las contracciones uterinas,
ya que, teniendo en cuenta que este parametro mide la regularidad de las series temporales
[165], una disminucién de su valor podria estar relacionada con cambios de muy baja
frecuencia en la series R-R, y que de igual manera parecen estar influenciadas por la
periodicidad de la actividad electrohisterogréafica durante el trabajo de parto. De hecho, esto
también es confirmado por cambios en el parametro espectral InVLF, que también resulté
elevado por la presencia especifica de contracciones uterinas. Se debe precisar que las
contracciones uterinas son eventos fisiolégicos de muy baja frecuencia (0.005 a 0.008 Hz)
en comparacion a la actividad eléctrica cardiaca, ya que se manifiestan de tres a cuatro
contracciones en 10 minutos [33]. Interesantemente, el indice InVLF fue previamente
estudiado por Suzuki et al. [269] y resultd6 como un pardmetro cardiaco caracteristico
asociado a la presencia especifica de contracciones uterinas durante el trabajo de parto.
Los autores concluyeron que la actividad simpatica materna aparentemente aumento
durante los periodos de contraccion uterina en comparacién a segmentos sin contraccion
uterina [269]. Sin embargo, la interpretacion de este pardmetro en registros de corta
duracion debe de tomarse con precaucion para una interpretacion relacionada con la
actividad simpética del SNA [86]. Adicionalmente el tamafio de ventana utilizado en el
presente estudio (256 puntos en el software Kubios) no fue suficiente para observar un ciclo
completo de contracciones, por lo que resultados de este pardmetro se deben tomar con

precaucion.
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Durante el trabajo de parto existe un aumento en el gasto cardiaco resultante de
incrementos tanto en el volumen sistélico como en la frecuencia cardiaca [254]. Los detalles
de como estos cambios hemodindmicos son impulsados por el SNA no han sido
completamente entendidos. En este sentido, el SDNN representa una evaluacién global del
equilibrio del SNA, que depende de la modulacién de la rama simpatica y la parasimpética
[270]. El aumento en el SDNN presentado en el trabajo de parto podria vincularse a que, a
diferencia del tercer trimestre de embarazo, la regulacién cardiaca requiere de un mayor
control autonémico debido al aumento y descenso constante de la frecuencia cardiaca
introducido por las contracciones uterinas [271] (y que se lograria con la presencia de mas
de un atractor dominante si lo vinculamos con los cambios en el parametro de signo) o bien,
también podemos especular que, debido a la presencia especifica de contracciones
uterinas la sefial de fluctuaciones R-R podria perder estacionalidad y verse reflejado en el
parametro SDNN.

Un ejemplo caracteristico en la sefial R-R se puede apreciar en la Figura 6.2. De
acuerdo con la literatura, un aumento en el SDNN se puede interpretar como un signo de
mayor variabilidad cardiaca [272]. Se esperaria que eventos estresantes, como en este
caso el trabajo de parto, causen una fase de dominancia simpatica debido al bien conocido
reflejo de lucha - huida [273]; por lo tanto, una disminucién en las FFC. Sin embargo, se
sabe que en el ganado vacuno, el aumento de la actividad simpatica inhibe el trabajo de
parto a traveés de la activacion de los receptores B2 del miometrio [274]. Es de llamar la
atencién que no se encontraron diferencias estadisticas en la frecuencia cardiaca entre las
etapas de tercer trimestre de embarazo y el trabajo de parto. En un estudio también en
ganado, la frecuencia cardiaca s6lo aument6 significativamente hasta la etapa expulsiva o
de alumbramiento [275], y que nosotros no estudiamos en el presente trabajo de
investigacion.

En nuestro estudio, no se encontraron diferencias estadisticas en los parametros
vinculados a la actividad vagal, como lo son el pNN50, la RMSSD y el LnHF como se hubiera
esperado. Una posible explicacion de la falta de cambios en dichos parametros puede ser
debido a outliers o datos discordantes. De hecho, en nuestra investigacion anterior se tuvo
que hacer uso de un andlisis de discordantes para revelar cambios significativos en el
pardmetro RMSSD [116] . Ese andlisis no se implement6 en este estudio debido al tamafio
pequefio de la muestra y a que fue un estudio longitudinal.

Finalmente, el parametro de escalamiento fractal del corto plazo a; mostré

diferencias entre el tercer trimestre del embarazo y en el trabajo de parto, este resultado
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indica la existencia de correlaciones pero que no necesariamente siguen una ley de
potencia o presentan un comportamiento estocéstico. Asi, la dinamica en el corto plazo de
las FFC durante el trabajo de parto parece seguir un comportamiento influenciado por
componentes periddicos en el corto plazo (a1 > 1) [153] y no lineal (ai1mac)>0.5, a pesar de
que éste no cambio del tercer trimestre de gestacion al trabajo de parto), posiblemente
debido al haberse incrementado la demanda cardiovascular que requiere el trabajo de parto
y el efecto de las contracciones uterinas.

Un andlisis estadistico complementario de ANOVA para muestras repetidas se
muestra en el Apéndice D, en este analisis se separaron los grupos de pacientes a las que
se les administro oxitocina exégena durante el trabajo de parto (n=10) y a las que no se les
administrd oxitocina (n=10). De forma interesante, la oxitocina no parecio influenciar a los
parametros de las FFC. Esto podria explicarse debido a que durante el trabajo de parto se
libera oxitocina enddgena, de hecho, es sabido que durante el trabajo de parto los
receptores de oxitocina enddégena aumentan hasta 150 veces mas que en el embarazo
[114]. Adicionalmente, el tamafio pequefo de los grupos (n=10) es una limitante para este

tipo de analisis.

Analisis de reconocimiento de patrones: De las Figuras 6.3 a 6.5 se pueden apreciar
que las gréaficas que poseen mayor area bajo la curva ROC (Az) de todos los rasgos tanto
lineales como no lineales fueron las pertenecientes a aysien), con un area Az=0.77 (Figura
6.5C) y a, con un area también de Az=0.77 (Figura 6.5d). Este resultado revela que ambos
rasgos de las FFC tienen una mayor capacidad discriminatoria para identificar la condicion
de trabajo de parto o tercer trimestre que el resto de los demas rasgos (siguiendo el criterio
de que un valor cercano a 1 representa un valor diagnostico perfecto). Es de llamar la
atencion, que la mayor parte de los rasgos de las FFC poseen incluso una mayor capacidad
discriminatoria que los rasgos pertenecientes a la familia de citoquinas de la IL-10 (Figura
6.6).

Como se menciond en la seccidn anterior, se graficaron algunas combinaciones de
pares de rasgos que involucraron al exponente de escalamiento aysien) (Figura 6.7), ya que
se ha descrito que este parametro mejora la separacion de conglomerados de datos de las
FFC [276], lo que permitiria mejorar la clasificacion entre el tercer trimestre de embarazo y
el trabajo de parto. Visualmente en la Figura 6.7 no es claro cual combinacion de

parametros posee una mayor separacion entre conglomerados. Sin embargo, se tomo la
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combinacién de a. vs. aysien) (Figura 6.7e) debido a que ambos parametros tuvieron una
mayor area bajo la curva ROC.

En concordancia con los hallazgos del area ROC, la combinacion de rasgos a:
VS.01sien), arrojo niveles de sensibilidad adecuados (0.97 +0.13), especificidad (0.55 +0.45)
y certeza (0.76 +0.10). Estos datos se encuentran en la Tabla 6.2 y los datos provienen de
su matriz de confusion promedio en la Tabla 6.3. De las tablas subsecuentes, como por
ejemplo la Tabla 6.4 se puede notar que, al introducir rasgos inmunolégicos, no se mejoran

los niveles de sensibilidad, especificidad y certeza del clasificador en ningin caso.

Analisis de correlaciones: Usando una muestra pequefia de mujeres sanas en el tercer
trimestre de embarazo y durante el trabajo de parto, encontramos que diversos parametros
lineales y no lineales del analisis de las FFC se correlacionaron significativamente con
varios marcadores inflamatorios (Tablas 6.6 y 6.7). Estos resultados se encuentran en
concordancia con los de Cooper et al. [256], quienes demostraron una asociacion entre
diversos parametros del analisis de las FFC, como por ejemplo el pardmetro HF, con la
proteina C reactiva y el conteo de glébulos blancos en una poblaciébn compuesta
principalmente de hombres americanos en edad media y edad avanzada, datos
provenientes de un estudio longitudinal (N=1255).

Hay que destacar que la correlacion simple méas alta encontrada en el trabajo de
parto fue entre el pardmetro aysieny con el SCD30 (r=-0.65, p<0.05), seguida de la
correlacion del parametro vagal RMSSD también con el sCD30 (r=0.63, p<0.05). El receptor
CD30 pertenece a la superfamilia del TNF/ factor del crecimiento neural (NGF). EI CD30 se
expresa normalmente en un subconjunto de células T activadas que producen citoquinas
del tipo Th2 (antiinflamatorias). La forma soluble del CD30, es decir el sCD30, es liberada
tras la activacion de células T. Por ejemplo, se han detectado niveles elevados de sCD30
en enfermedades dominadas por la respuesta Th2, como el lupus eritematoso sistémico
[277]. En este sentido, se considera al sCD30 como un marcador indirecto de una respuesta
inmune Th2, y en el embarazo puede ser inducido por la progesterona junto con la
produccion de IL-4. De hecho, se espera un aumento de sCD30 durante el embarazo [277].
Por lo que con estos datos podemos suponer que las influencias colinérgicas cardiacas
estan asociadas a una respuesta Th2 en el trabajo de parto, donde este hallazgo podria
deberse a la respuesta colinérgica antiinflamatoria que se debe manifestar como
mecanismo homeostatico de regulacién [88]. Por otro lado, respecto a la correlacion

negativa entre aysieny con el sCD30; este resultado sugiere que una menor anticorrelacion
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(valores de aisien) cercanos a 0.5) de las FFC estaria ligada a la participacion de més de
un atractor, por ejemplo (el parasimpatico y el simpatico de acuerdo con lo propuesto por
Karasik et al. [266]) que regularian a la baja la respuesta la Th2. En cambio, cuando existe
un atractor dominante, esta respuesta podria regular a la alta el perfil Th2 en el trabajo de
parto.

El parametro de interés de las FFC aysien) resultd tener el mayor numero de
correlaciones significativas con los pardmetros inmunoldgicos (35%) en el trabajo de parto,
de hecho, se correlacioné negativamente con varios miembros de la familia de la IL-10,
como: IL-10 (rho=-0.46, p<0.05), IL-20 (rho=-0.54, p<0.05) e IL-22 (rho=-0.55, p<0.05).
Asimismo, la IL-10 se correlaciond positivamente con el parAmetro RMSSD (rho=0.48,
p<0.05), este hallazgo refuerza la idea de la probable participacion de la respuesta
colinérgica antiinflamatoria durante el trabajo de parto de bajo riesgo, al ser la IL-10 una
citoquina clave que regula la respuesta antiinflamatoria [88].

Una citoquina de gran interés es la IL-22, ya que es una citoquina perteneciente a
la familia de las citoquinas de la IL-10 y gue mostr6 un decremento estadistico significativo
durante el trabajo de parto en comparacion con el tercer trimestre de gestacion (Capitulo V,
Seccion 5.3). La IL-22 es el miembro mejor estudiado de la subfamilia IL-20, y ejemplifica
diversos efectos bioldgicos de esta subfamilia. La IL-22 provoca diversas respuestas
inmunes innatas a partir de células epiteliales y es esencial para la defensa del huésped
contra varios patdgenos invasores, incluyendo Citrobacter rodentium y Kilebsiella
pneumonia [278]. La IL-22 también protege la integridad de los tejidos y mantiene la
homeostasis de la mucosa. Por otra parte, la IL-22 se ha considerado como una citoquina
proinflamatoria con la capacidad de amplificar respuestas inflamatorias, lo que podria dar
lugar a dafio tisular, por ejemplo, la necrosis dependiente de IL-22 del intestino delgado
durante la infeccion por Toxoplasma gondii [278]. De hecho, la asociacién encontrada entre
el pardmetro aysien) con estas citoquinas podria indicar un rol en la neuroinmunomodulacion
de la inflamacién en el trabajo de parto.

El primer variado canoénico (U:) para el conjunto de variables X (citoquinas de la
familia IL-10) contiene una carga canodnica negativa grande de IL-22 y cargas canonicas
negativas pequefias de las demés citoquinas. Se puede decir que el variado canénico U
estad compuesto en diferentes grados de las variables IL-22, IL-10, IL-28A e IL-20. Sin
embargo, a partir de las cargas canonicas, se concluy6 que la citoquina IL-22 explica casi

en su totalidad al variado canénico Us.
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En este caso en particular, la variable IL-22 en el conjunto X tienen asociaciones
significativas en el conjunto de variables Y (InHF, RMSSD, a,, aysieny). En otras palabras,
el conjunto de variables Y, es decir las FFC, se asocian mayoritariamente con la variable
IL-22 del conjunto X. Se puede concluir que la disminucion de I1L-22 (-0.91) se vincula a un
aumento significativo en los parametros vagales InHF (0.72) y RMSSD (0.40). De manera
global, se ajust6 un modelo con una correlacién canonica de 0.75, p<0.05. Los resultados
del analisis univariado y multivariado son interesantes, puesto que una relacién inversa
entre parametros vagales como el InHF y la RMSSD con la citoguina proinflamatoria 1L-22,
apoyaria el papel de la actividad del nervio vago en la limitaciéon y la prevencién de
reacciones inflamatorias excesivas durante el embarazo o el trabajo de parto. Sin embargo,
estos resultados deben tomarse con precaucion debido a problemas de multicolinealidad
en las variables.

Es relevante indicar que debido a que el tercer trimestre de embarazo y el trabajo
de parto son etapas que involucran procesos fisiol6gicos e inmunolégicos distintos, como
se menciond en el Capitulo | seccion 1.1., es de esperarse que las correlaciones entre los
pardmetros de las FFC e inmunolégicos difieran entre ambas etapas. En particular el
receptor tipo 1 (STNF-R1) tuvo la correlacion mas alta en el tercer trimestre de embarazo
(rho=0.77, p<0.05), esta citoquina esta asociada al TNF-a y se ha vinculado a
enfermedades relacionadas con la edad y enfermedades cardiovasculares [279]. En ese
estudio se encontré una correlacion inversa entre el STNF-R1 y el SDNN en pacientes que
sobrevivieron a enfermedades cardiovasculares, lo que se atribuye como un hallazgo
interesante para entender los mecanismos de regulacion autonémica durante procesos
inflamatorios [279]. Es de llamar la atencién que en nuestro estudio también se haya
encontrado una correlacion significativa entre el STNF-R1 y el SDNN, sin embargo los
mecanismos fisiolégicos e inmunoldgicos de esta y otras correlaciones se deben dilucidar
para el tercer trimestre de embarazo.

En nuestro conocimiento, este es el primer estudio que explora las relaciones entre
marcadores inflamatorios y parametros lineales y no lineales de las FFC en el embarazo y
el trabajo de parto. A diferencia de otros estudios en un contexto diferente al embarazo,
aqui se examin6 un panel mas grande de marcadores inflamatorios [280]. En general, la
consistencia de estos hallazgos a través de diversos marcadores inflamatorios fortalece aun
mas la participacion de la via colinérgica antiinflamatoria durante el trabajo de parto como

una posible respuesta reguladora de la inflamacion sistémica.
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6.5. Conclusion

En resumen, durante el trabajo de parto normal, confirmamos que la regulacién cardiaca
materna en el corto plazo muestra una dindmica no lineal concomitante que debe
proporcionar capacidades estables y adaptativas [281]. Nuestros resultados sugieren que
los valores menos anticorrelacionados en las FFC (indicado por valores elevados de
dysien)), Y mayor variabilidad en las FFC (indicado por valores elevados del SDNN) en el
trabajo de parto, parecen reflejar una interaccion distinta entre las ramas simpatica y
parasimpatica del control autondmico cardiaco. Este comportamiento podria reflejarse
como probables efectos dinamicos concomitantes durante el trabajo de parto. Otra posible
explicacién es que las contracciones uterinas hayan introducido no estacionalidad a las
series de tiempo R-R y que este efecto se vea reflejado en el parametro SDNN. Finalmente,
el hallazgo de que diversas citoquinas, principalmente el sCD30 y los miembros de la familia
de la IL-10 estén correlacionados con parametros vagales de la FFC, sugiere un vinculo
funcional entre la inflamacion sistémicay la regulacion autonémica el trabajo de parto. Estas
asociaciones electrofisioldgicas e inmunoldgicas se podrian manifestar como consecuencia
de la posible respuesta colinérgica antiinflamatoria provocada por la inflamacion sistémica

durante el trabajo de parto.
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Conclusiones generales

1. De acuerdo con nuestro estudio anterior en mujeres durante el trabajo de parto [116]
surgio la necesidad de validar si los parametros lineales y no lineales del andlisis de las
FFC son sensibles para identificar procesos inflamatorios sistémicos. En el presente
estudio, se proporciona evidencia acerca de la conveniencia de usar los pardmetros de
escalamiento fractal del andlisis DFA para investigar un proceso inflamatorio sistémico,
como lo es la bien caracterizada endotoxemia inducida por LPS. De manera interesante,
estos parametros parecen revelar respuestas autondémicas cardiacas asociadas a la
inflamacién y que los parametros lineales de las FFC no identificaron. De nuestro modelo
animal podemos resumir lo siguiente a partir de nuestros hallazgos: Encontramos que la
endotoxemia inducida por LPS produjo que las FFC en el largo plazo se tornaran mas
anticorrelacionadas (como es indicado por valores pequefios del aisiey). Ademas, la
endotoxemia estuvo acompafiada de taquicardia, taquipnea, pérdida de la dinamica fractal
del ritmo cardiaco, disminuciéon en parametros espectrales de las FFC, baja variabilidad
cardiaca, cambios en la temperatura periférica, y conducta letargica. En contraste, la
mayoria de estas manifestaciones fueron amortiguadas en las ratas a las que se les
administré6 oxitocina, posiblemente como resultado de favorecer un acoplamiento
autonémico colinérgico cardiorrespiratorio debido a la administracion concomitante de

oxitocina exégena durante la endotoxemia inducida por LPS.

2. Una vez identificado en nuestro modelo animal que los parametros de las FFC fueron
sensibles a un proceso inflamatorio, se analizaron longitudinalmente en un estudio clinico
multiples marcadores inflamatorios en suero materno el tercer trimestre de embarazo y en
el trabajo de parto activo. Los resultados de este estudio sugieren que la reduccion
sistémica de algunos miembros de la familia de la IL-10 podrian desempefiar un rol
importante, por un lado, en la activacion de las células lisas miometriales asociadas con las
contracciones uterinas, asi como también en la promocion de un estado proinflamatorio
durante el trabajo de parto activo. Interesantemente, nuestros resultados parecen coincidir
con la bien documentada retirada funcional de la progesterona que ocurre durante el trabajo

de parto.
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3. En paralelo a la toma de muestras sanguineas de nuestro estudio clinico, se registraron
electrocardiogramas de corta duracion (10 minutos) para investigar la dinAmica cardiaca en
el tercer trimestre de embarazo y en el trabajo de parto activo. Nuestros resultados sugieren
qgue, valores menos anticorrelacionados en las FFC (indicado por valores elevados de
dysien)) Y mayor variabilidad en las FFC (indicado por valores elevados del SDNN) en el
trabajo de parto parecen reflejar un cambio hacia una influencia concomitante de las ramas
simpatica y parasimpética del control autonémico cardiaco en comparacion con el tercer
trimestre de embarazo. Otra posible explicacion es que las contracciones uterinas hayan
introducido no estacionalidad a las series de tiempo R-R y que este efecto se vea reflejado
en el parametro SDNN. De manera grupal los parametros InVLF, SampEn y a, parecen
sensibles a la actividad uterina que se manifiesta en el trabajo el parto.

Por otro lado, se buscaron asociaciones entre parametros de las FFC y marcadores
inmunolégicos, encontrdndose que diversas citoquinas, principalmente el sCD30 vy
miembros de la familia de la IL-10 estan correlacionadas con parametros vagales de la FFC,
este hallazgo refuerza la existencia de este vinculo funcional entre la inflamacion sistémica
y la regulacién autonémica en el trabajo de parto. Estas asociaciones electrofisiolégicas e
inmunoldgicas se podrian manifestar como consecuencia de la posible respuesta
colinérgica antiinflamatoria provocada por la inflamacion sistémica durante el trabajo de
parto. Con todos estos hallazgos, de manera general podemos identificar que el trabajo de
parto es un proceso inflamatorio acompafiado de una posible influencia antiinflamatoria
concomitante simpatica/parasimpatica que podria perdurar hasta que la inflamacién no se
resuelva, es decir en el puerperio.

Una potencial aplicacién de los pardmetros de las FFC se muestra en el andlisis de
reconocimiento de patrones que se implementdé en esta investigacion, puesto que se
identificdé que los parametros no lineales de las FFC tuvieron valores superiores de
sensibilidad, especificidad y certeza para clasificar a los grupos de tercer trimestre de
embarazo y de trabajo de parto en comparacién con marcadores inmunolégicos. Este tipo
de herramientas de reconocimiento de patrones estan siendo recientemente utilizadas para

la clasificacion automatica de partos prematuros usando sefales fisiologicas [282].

4. De manera global se puede concluir que el modelo de rata propuesto en este estudio
dista de ser un modelo adecuado de inflamacion sistémica del trabajo de parto,
principalmente porque uno tiene un origen bacteriano (la endotoxemia inducida por LPS)

en comparacion con el otro escenario (el trabajo de parto a término y espontaneo), que
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probablemente tiene un origen estéril en el dafio tisular. Es importante hacer hincapié que
el propésito del modelo de ratas endotoxémicas permitio validar los parametros de las FFC
en un modelo bien caracterizado de inflamacion, por lo que el objetivo de esta parte de la
investigacion no fue el de modelar el proceso inflamatorio del trabajo de parto. Sin embargo,
si reflexionamos de manera conjunta en los hallazgos encontrados, es posible realizar una
analogia entre el grupo de ratas que recibid oxitocina (LPS + Ox) y el grupo de mujeres en
trabajo de parto, puesto que se notd que la frecuencia cardiaca disminuy6 en el grupo de
ratas de LPS + Ox vs. LPS y que la frecuencia cardiaca no aumento6 durante el trabajo de
parto vs. el tercer trimestre. Estos resultados parecen sugerir que la oxitocina también
estaria ejerciendo efectos autonémicos cardiacos con influencias colinérgicas en el trabajo
de parto como se observé en las ratas endotoxémicas (ambos considerados como
escenarios de inflamacion sistémica). De hecho, esto es consistente con el aumento en el
parametro de escalamiento aisieny €n el modelo animal (menor anticorrelacion), y un
aumento también en el aysieny Y €l SDNN en el trabajo de parto.

Continuando con esta reflexion, de acuerdo con estudios realizados por Clodi et al. [113]
se encontrd que el tratamiento con oxitocina exdgena no indujo diferencias significativas en
la concentracion de citoquinas liberadas en cultivos in vitro de monocitos no estimulados y
estimulados con LPS, pero la concentracién de citoquinas si presentdé cambios in vivo en
un grupo de hombres sanos, concluyendo que la oxitocina es un neuromodulador que
regula la liberacion de citoquinas durante escenarios de inflamacion sistémicos
(endotoxemia) a través de la modulacion de la via colinérgica antiinflamatoria. Como se
menciond en los capitulos V y VI, la mitad de las participantes estudiadas durante el trabajo
de parto fueron conducidas con oxitocina para favorecer la actividad uterina, sin embargo,
en un analisis estadistico complementario no observamos diferencias significativas en los
parametros de las FFC e inflamatorios cuando se separaron los grupos de pacientes a las
que se les administré oxitocina exégena durante el trabajo de parto (n=10) y a las que no
se les administr6 oxitocina (n=10). Es natural preguntarse el porqué la oxitocina exégena
si tuvo efectos en los pardmetros de las FFC en el modelo animal y porqué la administracion
o falta de administracién de oxitocina no modifico las FFC de los grupos de trabajo de parto.
Esta falta de cambios podria explicarse debido a que durante el trabajo de parto se libera
naturalmente oxitocina enddégena, de hecho, es sabido que durante el trabajo de parto los
receptores de oxitocina endégena aumentan hasta 150 veces mas que en el embarazo
[114], en este sentido en ambos grupos de trabajo de parto circulaba oxitocina. Por otro

lado, en el modelo de ratas se conocia la dosis exacta de oxitocina administrada, mientras
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que en el trabajo de parto no se conocia con exactitud ese dato, ademas la via de
administracion de la oxitocina fue diferente en ambos escenarios, en el trabajo de parto por
via intravenosa y en el modelo animal por via subcutanea, provocando diferentes tiempos
de absorcion y efectos.

Finalmente, el seguimiento de todos estos estudios individuales conllevé a la
culminacion del capitulo VI, en donde de forma interesante el parametro aysien), que fue un
parametro que presentd los cambios mas significativos en presencia de LPS en el modelo
animal, se correlacion6é con diversos marcadores inflamatorios (35%) del total de
marcadores analizados. Estos hallazgos abren la puerta para seguir explorando la
asociacion de parametros de las FFC con marcadores inflamatorios en diversos contextos

clinicos y experimentales.

5. Como propuestas para trabajos a futuro se plantea realizarlos en dos contextos:

a) Modelo experimental en roedores:
-Probar si la oxitocina aplicada de manera central (i.e. intracerebroventricular) tiene los
mismos efectos en las FFC, temperatura, respiracion y letargia que en este estudio.
-Caracterizar los perfiles de citoquinas posterior a un tratamiento analogo al de este
estudio. Se pretender observar si la oxitocina tuvo efecto en antiinflamatorio, asi como
en los niveles de ansiedad.
-Observar los efectos en las FFC posterior a la administracion de un bloqueador
colinérgico (atropina), junto con LPS y la mezcla de LPS y oxitocina.
-Observar el efecto de diversas dosis de oxitocina y otras rutas de administracion.
-Realizar pruebas de coherencia entre los respirogramas estimados por EDR vy las

sefiales R-R, con la finalidad de observar si existe un acoplamiento cardiorrespiratorio.

b) Clinico:
-Aplicar a nuestras sefales R-R diversas técnicas de analisis no lineal: andlisis
simbdlico, gréficas de recurrencia, entropia cruzada, etc.
-Investigar la posible asociacion entre la dinamica cardiaca y la uterina, posiblemente
debido a un acoplamiento cardioelectrohisterogréafico presente en el trabajo de parto.
-Correlacionar los niveles de las citoquinas de este estudio con parametros de las FFC
fetales.
-Calcular las sefiales respiratorias a partir del ECG de las participantes y evaluar el

acoplamiento cardiorrespiratorio durante el embarazo y el trabajo de parto.

129



-Caracterizas los niveles de citoquinas y las FFC en el puerperio, asi como en etapas
tempranas del embarazo (primer y segundo trimestre).

-Repetir este analisis en las diferentes fases del trabajo de parto.

-Explorar en términos de las indagaciones del gasto energético planteadas en el
Capitulo 1, seccion 1.2, las diferencias entre el tercer trimestre de embarazo.

- Explorar el rol de la actividad uterina en la induccion de la inflamacion durante el trabajo
de parto.

-Caracterizar la microbiota vaginal en ambas etapas de la gestacidn, puesto que se
actualmente se poseen dichas muestras de exudado vaginal.

- Cuantificar los niveles de oxitocina y progesterona en mujeres durante el trabajo de
parto y correlacionarlos con parametros inmunolégicos e inflamatorios.

- Registrar a pacientes con partos prematuros e implementar otras técnicas de

reconocimiento su identificacion.
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Apéndice A. Implantacion dorsal de los transmisores

telemétricos.
m Standard Operating Procedure | procedure No: | 1
Casa abierta al tiempo
=f= Universitdtsklinikum Essen
Title: Version No: 1
Dorsal Implantation of ETA-F20 transmitter in rats. Issue date: | e
Page: lof4
J. Javier Reyes-Lagos Gustavo Pacheco-Lépez (UAM)
) ) 24.09.14
Martin Hadamitzky (UKE)
Prepared by Approved By Approved Date

1.0 OBJECTIVE

This document describes how to implant ETA-F20 transmitter (Data Sciences International)

to Dark Agouti male rats.

2.0 SCOPE

This SOP applies to all researchers performing work within Institute of Behavioral
Immunobiology and Medical Psychology at University of Duisburg-Essen and Metropolitan

University (UAM).

3.0 RESPONSIBILITIES

This procedure may only be performed by personnel familiar with an animal license in rodents

care, handling and surgery.

4.0 MATERIALS
- Alkaline proteases (Tergazyme 1% solution)
-Isoflurane
-Oxygen bottles.
- Glutaraldehyde (2% solution)
- Gloves
- 5-0 Prolene sutures (Non-resorbable)
- Cotton swabs
- lodine (Betadine)
- Gauzes
- Sterile saline
- Analgesic treatment (Carprofen)
-Syringes (1 ml)
-Needles
-Ethanol 70%

5.0 EQUIPMENT
-Magnet
-AM radio, frequency 530
- 2 pairs of sterilized forceps
- Scalpel
- Blunt-ended scissors

131




-Small scissors

- Needle driver

- Hair shaver

- Scale

- ETA-F20 transmitter
-Anesthesia machine
-Sterilizer

-Thermal pad.

6.0 PROCEDURE

Preparation of telemeter

6.1. Before inserting an ECG telemeter into the rat, it is important to make sure the ECG telemeter is
sterile and in good working order. ECG telemeters can be reused provided the device is cleaned
using Tergazyme 1% solution for at least 4 hours. You may rinse the telemeter with sterile water after
cleaning with Tergazyme. Additionally, use Glutaraldehyde (2% solution) disinfectant overnight to
sterilize the ECG telemeter. Be sure to wash disinfectant off with sterile water 48 hours before
implantation into rats. Store in a sterile container.

6.2. Check the telemeter leads for integrity of both the conducting wires and the insulating sheath.
Turn on the telemetry transmitter using a magnet waved within 5 cm of the telemeter, and test the
signal with an AM radio, frequency 530 KHz . The signal should be strong and clear and should vary
in intensity and pitch based on manipulation of the wires. Record the model number, the telemeter
serial number, and the ECG calibration value.

6.3. Remove the insulating sheath to expose 7 mm of wire. Paint the end of the metal lead with sterile
superglue, such as Vet-Bond, and then attach lead caps to the metal tips. These caps will avoid skin
erosion due to lead placement. Approximately 2-3 mm metal wire should be exposed for electrical
sensing of native heart rhythm.

Surgical Implantation

FIG1
6.4. Administer appropriate dose  of
anesthesia.
AN

6.5. Remove the body hair liberally from all SN —
intended incision sites using a gauze with N
ethanol (70% solution). '"\_/'q_//_/\\_’_/' )

p J
6.6. Position the animal in sternal recumbency (fd =3 - —
on the surgery table and provide supplemental H““",,-"'"xﬁ__i e L /
warmth (thermal pad) during the surgery. T
6.7. Apply subcutaneous Carprofen 5 mg/kg
injection.

6.8. Clean with iodine the incision sites using a cotton swab.

6.9. Using a scalpel, make a 1.5 - 2.0 cm midline incision through the skin on the dorsal back, cranial
to the hind limbs (FIG 1).

6.10. On one side of the incision, make a subcutaneous pocket along the dorsal flank by blunt
dissection. Ensure the pocket size is adequate for the type of transmitter being implanted. Making the
pocket too small will result in tissue necrosis.

6.11 Place the transmitter inside the pocket with the leads oriented cranially. Fix the transmitter with
suture.
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6.12 Use a gauze to cover the transmitter and then position the animal in dorsal recumbency on the

surgery table with the feet closest to the surgeon.

6.13 The ECG leads are placed in the lead conFiguration (FIG 2). The lead with the white/transparent
sheath is positive, and is placed in the left upper abdomen. First, create a 0.5 cm skin incision in the
rat's upper right chest. (FIGURE 2). Next, use the blunt scissors to create a tunnel back to the dorsal
incision. Pull the lead through the tunnel and use a 5-0 Prolene suture to anchor the lead to the

muscle.

6.14. Make sure the suture is on top of
the exposed part of the lead, and creates
a good contact between lead and
underlying muscle.

6.15. Close the skin incision using the 5-
0 Prolene suture.

6.16. The negative lead (red sheath) is
placed in the left abdomen below the left
diaphragm and below the heart.

6.17. Close the skin incision using the 5-
0 Prolene suture.

6.18. Position the animal in sternal

FIG 2

Recommended

recumbency again, take off the gauze and close the dorsal incision (put saline solution to keep

moisture before).

6.19. Keep the animal warm while it recovers from the anesthetic.

6.20. Once fully conscious, house the animals individually after surgery.

6.21. Provide analgesic treatment (Carprofren 5 mg/kg) again 24, 48 and 72 h post-surgery.

6.22. Wait 2 weeks for recovery.
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Step 6.4 Step 6.5

Step 6.8

Step 6.9 Step 6.10 Step 6.11
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Step 6.12

<.

Step 6.12 Step 6.13

Step 6.14 Step 6.15 ) Step 6.16
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Step 6.18

Step 6.18
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Apéndice B. Carta de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Identificacion de una respuesta inmune durante el trabajo de parto a través
del andlisis de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca y la microbiota vaginal

A

Centro de Investigacion Materno Infantil Gen tsaaiendteno (Jnjyversidad Autdnoma Metropolitana

Por medio de la presente, nos permitimos invitarlas a participar en un estudio de investigacién que se
realiza en el Centro de Investigacion Materno Infantil del Grupo de Estudios al Nacimiento (CIMIGen), en
colaboracion con la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidades Iztapalapa y Lerma (UAM-I y UAM-
L).

¢, Cudl es el objetivo del estudio?

El presente estudio tiene por objetivo identificar una respuesta inmune durante el trabajo de parto a
término y de bajo riesgo a través del analisis de la dinamica de los latidos de su corazén, buscando
similitudes con marcadores inflamatorios y comunidades de bacterias (lactobacilos) que forman parte de
su flora vaginal.

¢ Qué procedimientos involucra el estudio?

1.- Documentar la edad de la madre, la fecha de la Ultima menstruacion, semanas de gestacion, ganancia
de peso 6ptima, indice de masa corporal normal antes del embarazo, dilatacion y borramiento del cérvix
(solo para el caso del trabajo de parto).

2.-Documentar el peso al nacer de su bebé y la puntuacion de APGAR posterior al nacimiento.
3.-Pesar, medir la talla y la presion arterial de la madre.

4.-Limpiar y exfoliar el abdomen materno con una gasa con alcohol.

5.-Colocar 5 sensores superficiales en el abdomen materno en el tercer trimestre de gestacion y durante
el trabajo de parto.

6.-Registrar la sefal (actividad eléctrica) generada por el coraz6n materno durante el tercer trimestre de
gestacion y trabajo de parto.

7.- Realizar una puncién venosa con una aguja pequefia para extraer una muestra de sangre durante el
tercer trimestre y trabajo de parto.

8.-Tomar una muestra de flujo vaginal mediante un hisopo durante el tercer trimestre y el trabajo de parto.

¢ Cuanto tiempo dura el estudio?

El estudio se dividira en dos etapas: tercer trimestre y durante su trabajo de parto (siempre y cuando las
condiciones lo permitan y no se interfiera en el curso normal del trabajo de parto). Los registros cardiacos
durante el trabajo de parto y tercer trimestre duraran entre 30-60 minutos.

¢,Cudles son los riesgos y beneficios del estudio?

Este estudio de clasifica como de riesgo minimo: algunos efectos colaterales que podria presentar debido
a la colocacion de los electrodos (sensores) involucran irritacion de la piel. Respecto a la toma de
muestras bioldgicas usted podria presentar hematomas, lesiones de nervio, infecciones, molestia o dolor
pélvico, calambres y sangrado vaginal.

No ser& posible emitir ninguna conclusion individual al terminar la prueba realizada a cada voluntaria.
La decision de participar o no en el estudio es: completamente voluntaria, gratuita, e independiente de la
atencion médica que se le proporciona en el CIMIGEN. Al final del registro cardiaco se le proporcionara
informacién de su frecuencia cardiaca materna y fetal (cuando sea posible). Es importante sefialar que
usted puede retirarse del estudio en cualquier momento si asi lo desea y sin represalia alguna.
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¢Mis datos personales estaran protegidos?

Se garantiza que la informacién obtenida de estos estudios en ningln momento se usara en contra
de las participantes, y que los datos derivados no podran ser divulgados a personas no-médicas (tales
como empleados y agentes de seguros) sin el consentimiento por escrito de la persona examinada.
Los resultados obtenidos sélo se utilizaran para los fines de esta investigacion y se daran a conocer
en reuniones de tipo cientifico, respetando el anonimato de las participantes.

Para poder ser aceptadas en este estudio, deberan contestar las siguientes preguntas:

Si

No

sEstd(n) de acuerdo en que se le practiquen los estudios durante el tercer frimestre de
embarazo?

5Estd(n) de acuerdo en que se le practiquen los estudios durante el trabajo de parto?

3Ha(n) entendido esta carta completamente y no tiene(n) ninguna duda?

3Estd(n) de acuerdo en que los datos recopilados de las evaluaciones de la madre y de su
hijo(a) sean utilizados con fines de investigacién, conservando la confidencialidad y el
anonimato?

Consentimiento

Después de haber leido la informacion anterior y aclarando todas las dudas, he
aceptado consciente y libremente ser estudiada y agrupada para los fines de
investigacion de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidades Iztapalapa y
Lerma y el CIMIGen.

CDMX. a de de 20

Nombre y firma de la participante Nombre y firma del testigo 1°

Nombre y firma de testigo 2°
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Apéndice C. Toma de muestra sanguinea, centrifugacion y

conservacion de las muestras

m 9, Procedimiento operativo estandar Procedmiento |
No:
Casa abierta al tiempo & (PO E) ©
Versiéon No: 1
= T
oty ot Fecha 08.12.2015
Titulo: Obtencidn, conservacion y transporte de suero A
Péaginas: lde?2
sanguineo para el andlisis de citoquinas.

J. Javier Reyes Lagos Gustavo Pacheco Lépez (UAM)
Miguel A. Pefia Castillo (UAM)
Lenin Pavéon (INPRF)
Enrique Becerril (INPRF)

Preparado por: Aprobador por:

Fecha de aprobacién:

1.0 OBJETIVO

Este documento describe como obtener una muestra de sangre periférica en el tercer
trimestre de embarazo y durante el trabajo de parto a las pacientes del Centro de
Investigacion Materno Infantil del Grupo de estudios del nacimiento (CIMIGen).

2.0 ALCANCE

Este POE se aplica a todos los investigadores adscritos al laboratorio en ingenieria en
fendmenos fisiol6gicos perinatales de la UAM-I, tanto como al personal médico, de
enfermeria y de laboratorio del CIMIGen, asi como a los miembros del laboratorio de
psicoinmunologia del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente”.

3.0 RESPONSABILIDAD

El procedimiento de obtencién de muestra sanguinea periférica sélo podra ser realizado por
el personal de enfermeria y de laboratorio clinico debidamente capacitado.

4.0 MATERIALES
-Tubo BD Vacutainer® No. Cat. 36798.
-Aguja
-Algodén
-Curita
-Alcohol
-Tubos Eppendorf de 250 pl
-Tubos Eppendorf de 500 pl.

5.0 EQUIPO
-Hielera
-Refrigerador
-Ultracongelador
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6.0 PROCEDIMIENTO

1. La obtencién de la muestra sera a partir de sangre periférica, se realizara por puncién venosa
humeral en el antebrazo por el personal capacitado de laboratorio clinico o licenciadas en enfermeria
obstétrica del CIMIGen.

2. Al palpar hagalo con la punta de sus dedos, tratando de seguir el rastro de las venas. En ocasiones
si no visualiza la vena, puede forzar la sangre dentro de la vena a través de un suave masaje de
abajo hacia arriba.

3.-Una vez que se ha decidido por la vena a puncionar, debe proceder a descontaminar el area con

alcohol etilico o isopropilico al 70% utilizando algodén y con movimientos circulares del interior al
exterior.

4.- Inserte la jeringa y colecte 8.5 mL de sangre venosa utilizando 1 tubo con activador de coagulo y
gel separador (BD Vacutainer® No. Cat. 367988). Coloque una curita o algodén en el antebrazo
del paciente.

5.- Coloque en refrigeracién (4°C) la muestra mientras se realizan otros procedimientos en el
CIMIGen (registro electrocardiogréfico y reclutamiento de pacientes, no exceder mas de 6 horas).

6.- Extraiga el tubo del refrigerado y centrifugue a 1125 x g (2500 rpm) por 15 minutos.

7.- Divida el suero en 10 alicuotas de 100 pL cada una

8.- Colecte el suero restante en tubos de 500 pL.

9.-Transporte inmediatamente los tubos en una hielera con placas de hielo a un ultracongelador.

10.- Las muestras se congelaran a -80°C para su posterior uso (no exceder 1 afio).
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Apéndice D. Analisis estadisticos complementarios

Tabla 1. Valores promedio (+DE) de las caracteristicas demograficas de la poblacién en el tercer trimestre de
embarazo de los grupos que les fue administrada oxitocina durante el trabajo de parto.

Pardmetro Oxitocina Sin oxitocina
n=10 n=10
Edad (afios) 23.5+4.5 24.445.2
Peso actual (kg) 67.8+10.8 71.5+14.9
Ganancia de peso en el embarazo (kg) 11.3+1.14 11.7+1.33
Talla (m) 1.60+0.05 1.59+0.06
IMC (kg/m?) 26.29+3.52 28.39+4.82
Edad gestacional (semanas) 35.6+1.8 36.9+0.9
Cintura (cm) 99.7+7.5 103.5+7.9
Cadera (cm) 103.4+7.8 108.62+10.9
Gestas previas 0.8+£0.7 0.9£0.5
Presion sistélica (mmHg) 91.6+8.6 106.6+10.1
Presion diastoélica (mmHg) 59.7+5.0 65.4+8.8
Nivel de hemoglobina (g/dL) 11.9+1.2 11.9+1.3
Test de ansiedad BAI (puntos) 12.245.8 10.2+4.2

Tabla 2. Valores promedio (+DE) de las caracteristicas demograficas de la poblacion en el trabajo de parto de

los grupos con Oxitocina y Sin Oxitocina asi como datos del neonato.

Parametro Oxitocina Sin oxitocina
n=10 n=10
Edad gestacional 40.3+0.65 39.3+0.88
Dilatacion cervical (cm) 4.7+2.2 5.5+ 1.45
Borramiento (%) 70£16 69+15
Cantidad de oxitocina (mU) 8.3+5.2 0.0£0.0
Presion sistélica (mmHg) 10745 11046
Presién diastolica (mmHQ) 69+6 7316
APGAR de 1 minuto (puntos) 7.9+0.3 8.1+0.8
APGAR de 5 minutos (puntos) 9.0£0.0 8.8+0.4
Peso al nacer (g) 3263+230 3362+362
Talla del neonato (cm) 50.8+1.5 49.9+1.3
Perimetro cefélico (cm) 33.3+1.2 34+1.3
Ceséreas 6/10 1/10
Malformaciones congénitas 0 0
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Tabla 3. Valores promedio (xEE) de las concentraciones de citoquinas de nuestro estudio para los grupos de
tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto considerando la administracién de oxitocina.

Niveles de citoquinas (pg/mL+SEM) durante los siguientes estados: Rango de

Citoquina trabajo del
ensayo
Oxitocina Sin oxitocina
Embarazo Trabajo de Embarazo Trabajo de
parto parto

APRIL/TNFSF13 430.50+82.62  354+88.32 446.16+95.40 493.61+88.32 30.04-123027.00
BAFF/TNFSF13B  921.19+75.79  719.10475.79 680.98+75.79 791.14+75.79 0.81-3337.00
sCD30/TNFRSF8  64.9+14.00 57.23+13.28 44.01+14.00 47.43+14.00 0.06-244.94
sCD163 4605+987.24 3074.81+£825.99  3994.93+825.99  4430.68+825.99 3.06-12529.39
Chitinase-3-likel 897.08+0.00 1346.51+0.00 1044.7+0.00 1193.07+0.00 0.4-1643.92
gpl30/siL-6RB OOR OOR OOR OOR 0.83-3391.66
IFN-a2 0.85+0.15 0.72+0.15 0..61+0.15 0.89+0.15 0.05-212.16
IFN-B 9.18+1.15 6.52+1.02 7.61+1.08 7.32+1.02 0.01-22.39
IFN-y 1.38+0.07* 1.05+0.07 0.82+0.08 0.9+0.07 0.03-132.81
IL-2 OOR OOR OOR OOR 0.02-90.50
slL-6Ra OOR OOR OOR OOR 0.22-919.27
IL-8 0.37+0.09 0.20+0.09 0.2040.09 0.17+0.08 0.03-139.66
IL-10 0.29+0.02 0.22+0.02 0.21+0.03 0.14+0.02 0.01-44.91
IL-11 0.15+0.03 0.14+0.03 0.08+0.03 0.16+0.03 0.00-5.42
IL-12(p40) 1.89+0.31 0.70+0.44 0.99+0.31 1.06+0.36 0.05-205.95
IL-12(p70) 0.02+0.00 0.02+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00 0.00-12.61
IL-19 0.25+0.38 0.12+0.41 0.10+0.38 0.87+0.41 0.03-104.23
IL-20 1.39+0.26 0.39+0.26 0.75+0.30 0.54+0.26 0.06-260.30
IL-22 0.83+0.19 0.21+0.21 0.44+0.21 0.27+0.18 0.03-128.73
IL-26 1.14+0.61 0.34+0.53 0.80+0.75 0.24+0.61 0.02-73.11
IL-27(p28) OOR OOR OOR OOR 0.03-134.91
IL-28A/IFN-A2 1.77+0.13 1.20+0.13 1.13+0.13 1.04+0.13 0.05-200.38
IL-29/IFN-A1 1.81+0.00 0.26+0.00 0.67+0.00 0.44+0.00 0.09-350.48
IL-32 1.73+0.16 0.47+0.17 1.05+0.20 0.21+0.23 0.04-177.64
IL-34 OOR OOR OOR OOR 0.25-1020.42
IL-35 2.96+2.42 1.15+2.42 1.78+2.55 6.93+2.55 0.14-576.91
LIGHT/TNFSF14 OOR OOR OOR OOR 0.03-139
MMP-1 27.68+6.17 15.74+6.67 16.33+6.67 17.47+6.17 1.21-4975.66
MMP-2 91.71+0.00 0.07+0.00 351.28+0.00 0.07+0.00 0.59-2410.50
MMP-3 23.77£1.73* 17.32+1.73 16.34+1.83 17.52+1.73 1.36-5582.16
Osteocalcin 333.27+£52.02  235.63+52.02 235.04+52.02 166.68+52.02 0.49-1989.11
Osteopontin OOR OOR OOR OOR 1.15-4717.8
Pentraxin-3 45.87+8.84 11.73+8.39 19.29+8.39 19.72+8.39 0.08-335.38
SsTNF-R1 78.55+13.51 49.99+12.09+ 54.35+12.74* 95.97+12.09 0.21-873.63
STNF-R2 288.29+0.00 636.24+0.00 93.13+0.00 558.58+0.00 0.25-1008.16
TSLP 1.63+0.15 1.18+0.15 0.89+0.15 0.92+0.15 0.01-46.25
TWEAK/TNFSF12 25.51+6.82 0.12+8.36 15.92+7.47 0.22+6.32 0.04-158.91

* p<0.05 entre tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto con oxitocina o entre embarazo y trabajo de
parto sin oxitocina de acuerdo con prueba post-hoc LSD de Fisher.

+p<0.05 entre trabajo de parto sin oxitocina y trabajo de parto con oxitocina.

OOR (out of range o fuera de rango)
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Tabla 4. Valores promedio (xDE) de los parametros de las fluctuaciones de la frecuencia cardiaca
(VFC) de nuestro estudio (n=20) para los grupos de tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto
bajo la aplicacién de oxitocina y sin oxitocina exégena.

Parametro Oxitocina (n=10) Sin oxitocina (n=10)

Tercer trimestre  Trabajo de parto Tercer Trimestre Trabajo de parto
a1 1.10+£0.28 1.20+0.25 1.07+£0.16 1.27+£0.15
a 1.03+0.25 1.19+0.08 0.99+0.13 1.14+0.14
O1mag 0.76%0.09 0.77+0.14 0.70£0.16 0.77%0.19
Q1(SIGN) 0.33#£0.13 0.42+0.10 0.30£0.08 0.43+0.10
HR (LPM) 90.348.7 92.2+11.4 87.249.2 94.5+12.0
SDNN (ms) 52.38+16.71 76.28+23.89 52.27+17.30 58.39+15.12
RMSSD (ms) 32.42+18.71 34.21+15.37 32.62+12.58 25.004£6.42
PNN50 (%) 14.34+£16.70 13.35%12.12 13.10+ 10.37 6.18%+4.22
InVLF 7.18+0.89 8.08+0.70 7.12+0.74 7.66+0.62
LnLF 6.05+0.77 6.40+£0.74 6.09+0.60 6.20+0.49
LnHF 5.50+1.48 5.81+0.94 5.81+0.96 5.56%0.60
LF/HF 2.52+2.11 2.06%£1.03 1.51+0.80 2.02+0.82
SampEn 1.25+0.41 1.05+0.27 1.43+0.32 1.02+0.28

ANOVA para muestras repetidas (sin diferencias significativas).

Tabla 5. Andlisis de correlacion lineal entre las citoquinas y los parametros de las fluctuaciones de la
frecuencia cardiaca a partir del promedio de datos del tercer trimestre de embarazo y trabajo de parto

(N=20).

Coeficiente de correlacion (Pearson r)

oy (<3 Oimag  Oli(siGN) HR SDNN RMSSD PNN50 InVLF InLF InHF LF/HF SampE
n

APRIL/TNFSF13 0.28 0.22 -0.20 -0.02 0.21 -0.13 0.06 -0.21 0.33
BAFF/TNFSF13B 0.01 0.42 -0.10 -0.47 0.34 -0.32
SCD30/TNFRSF8 -0.55 0.06 051  -0.20 0.37 0.60 0.64 0.23 0.17 0.45 0.23
sCD163 0.60 0.12 -0.09 0.00 -0.08 0.09 -0.42 0.19

IFN-02 0.21 0.43 0.11 0.08 0.15 0.08 -0.19 0.11 -0.35 0.07
IFN-B 0.24 0.08 0.21 0.11 -0.23 -0.24 0.21 -0.21 0.20 0.10 -0.43
IFN-gamma 0.58 0.15 0.20 0.34 0.04 0.40 -0.06 0.10 -0.25 -0.31
IL-10 0.06 0.00 0.21 0.13 0.12 0.24 0.16 -0.01 -0.19
IL-20 -0.09 0.07 0.31 0.19 0.26 -0.25 -0.14
IL-22 -0.55 0.05 0.07 -0.40 -0.29 0.28 -0.39 0.49 0.58 -0.03
IL-28A/IFN-2 -0.29 0.31 0.21 0.02 0.20 0.24 0.09 -0.15 0.07 -0.15 -0.01
IL-35 0.21 0.28 0.18 0.03 0.10 0.03 0.06 0.22 -0.28 0.23
MMP-3 0.37 0.15 0.12 0.17 0.11 0.16 -0.50 0.20 -0.07 -0.06
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Osteocalcina - - - -0.03 0.30 -0.21 -0.12 - - -0.42 -0.41 - -0.25
Pentraxina-3 0.00 - - -0.23 0.25 0.38 0.06 - 0.41 -0.07 0.11 -0.26 -0.28
sTnf-R1 - 0.42 - -0.26 -0.08 0.26 0.12 - 0.35 -0.01 0.21 -0.37 0.00
TSLP - 0.63 0.19 -0.04 0.20 0.15 -0.13 - 0.24 -0.23 -0.12 -0.12 -0.42
La correlacion es significativa con una p<0.05 (en negritas rojas).

Tabla 6. Andlisis de correlacion lineal entre las citoquinas y los parametros de las fluctuaciones de

la frecuencia cardiaca a partir del promedio de datos del tercer trimestre de embarazo y trabajo de

parto (N=20).

Coeficiente de correlacién (Spearman rho)
o a; Oimag  Oisey HR SDNN RMSSD  PNN50  InVLF  InLF  InHF  LF/HF  SampE
n

APRIL/TNFSF13 0.34 -0.42 -0.33 029 023 -0.02 0.11 0.11 -0.23 0.09  0.10 0.22 0.36
BAFF/ITNFSF13B -0.03 0.31 0.07 002 036 0.21 -0.00 0.01 0.15 013 -0.11 -0.04 -0.36
SCD30/TNFRSF8 -0.25 0.16 0.15 041 005 0.43 0.47 0.47 0.19 0.23 0.36 -0.44 -0.05
sCD163 -0.18 0.40 0.04 017 -0.10 0.27 0.02 -0.00 0.15 020 -0.09 -0.17 -0.24
IFN-a2 -0.32 0.03 0.00 -0.46  -0.06 0.23 0.26 0.26 -0.02 020 0.5 -0.43 -0.04
IFN-B 0.24 0.30 -0.08 014 015 0.19 -0.08 -0.08 0.23 010 -0.05 0.00 -0.37
IFN-gamma 0.03 0.26 0.13 016 033 0.35 0.19 0.25 0.25 0.03 0.26 -0.39 -0.37
IL-10 -0.15 0.10 0.22 027 001 0.32 0.30 0.27 0.10 0.02 0.12 -0.20 -0.14
IL-20 -0.12 0.05 -0.25 040  0.07 0.40 0.31 0.30 0.18 0.03 0.40 -0.49 -0.03
IL-22 0.07 0.14 -0.30 021 0.00 -0.06 0.05 -0.02 -0.03 010 -0.02 0.02 -0.04
IL-28A/IFN-2 -0.22 0.14 0.01 -.016 -0.06 0.36 0.18 0.17 0.07 -0.05 -0.03 -0.10 -0.11
IL-35 -0.21 -0.03 0.10 -0.35 -0.06 0.42 0.25 0.27 0.12 -0.11 0.31 -0.53 -0.10
MMP-3 -0.11 0.08 0.00 -0.15 0.10 -0.06 -0.14 -0.11 -0.29 -0.47 -0.13 -0.08 -0.10
Osteocalcina 0.30 0.23 0.34 005 018 0.04 0.02 -0.02 -0.06 -0.06  -0.14 0.07 -0.39
Pentraxina-3 -0.07 0.14 -0.15 -0.36 0.22 0.41 0.19 0.20 0.23 -0.06 0.36 -0.51 -0.14
sTnf-R1 -0.48 0.05 -0.03 -0.45 -0.03 0.37 0.39 0.42 0.33 0.12 0.38 -0.57 0.09
TSLP 0.16 0.24 0.16 -0.02 0.49 0.19 -0.02 0.01 0.07 -0.10 -0.02 -0.07 -0.44

La correlacion es significativa con una p<0.05 (en negritas rojas).
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HEART RATE DYMAMICS AND SERUM INFLAMMATORY MARKERS DURING PREGNANCY
AND ACTIVE LABOR IN WOMEN
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Mexico; * Matemal and Childhood Research Center (CIMIGen), Mexico; # Biclogical and Health
Sciences Division, UAM, Campus |ztapalapa, Mexico; ® Biological and Health Sciences Division,
UAM, Campus Lerma, Mexico.

To investigate whether inflammation plays a role in term active labor we assessed short-term heart
rate dymamics and circulating cytokines. Healthy women (n=20; mean age 24.1 4.9 years) were
longitudinally studied at the third trimester of gestation (3G) and at term active labor (AL) to
measure consecutive cardiac autonomic indices derived from heart rate varability (HRV) analysis
amd circulating matemal inflammatory markers, which included serum levels of the imtereukin {IL)}-
10 family (IL-10, IL-20, IL-22 and IL-2BA). The presence of 3 - 4 uterine contractions in 10 minutes,
cervical dilatation and effacement of at least 4 cmn and 50%, respectively, identified cutgoing AL. A
canonical comelation analysis was used to summarize the relationship between HRV and cytokines.
during 35 and AL. During AL significant changes were observed in the shori-termn heart rate
dynamics, showing higher values of @y (above 1.0), which indicate a more regular behavior, as well
as a weakly anticomelated pattern (indicated by higher values of a1, p<0.05) in comparison to
the 3G. Mo significant changes were manifested im other HRV parameters. Additionally, the
concentrations of IL-10, IL-20, IL-22 and IL-28A were significantly diminished at AL in comparison
to 3G (p<0.05). Moderate but significant canonical comelation (0.752) was found between HRV
parameters linked to vagal function and the IL-10 family during AL. The systemic downregulation of
several members of the IL-10 cytokines family may play an active role in the activation of the
myometrial smooth cells associated with uterine contractions at AL Likewise, the regular and
weaker anticomelations of the maternal fluctuations at labor could then reflect a different interplay
between the sympathetic and parasympathetic branches. Finally, the finding that some IL-10 family
members are comelated to vagal HRW parameters suggests a link between inflammation and the
autonomic regulation in pregnancy and labor.

| would like to submit this abstract for:

X Oral presentation

Please, indicate the ISNIM Session to which your abstract would fit better
(if appropriated, please indicate at least 2 choices, in order of preference: 1, 2)
ISNIM Session:
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2 Neuroimmunomoduiation and infections
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Oxytocin's role on the cardiorespiratory activity of endotoxemic rats
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ARTICLE INFODO ABSTRACT

Articie g Backgrowund: Recent findings concerming coytocin indicate its anti-inflammatory, cardioprotective and
Received 14 Sepiemier 2016 parasympathetic modulating properiies. In this study, we imvestigated the effects of systemically applied
mgmma:g:lmm oxyiocn on the cardiorespiratory activity in a rodent model of moderate endotocemia.

Availabie online 20 October 2016

Methods: Telemetrically reconded electroandiogram (ECOGs) from animals which received Fipopolysac-
charide [LP5); axytocin{Cx); Epopolysaccharide + omytocin (LPS + 0k, or vehicle (W) were anabeed using
the EOG-derived respiration [ EDR) technique to estimate the respiratory rate. The mean B- R intenval and

IEmECI: 4 recriration the:pecb:]mrsdbemmevm:biﬂrﬂdﬁ'lsmhzthenatml logarithm of the high frequency
Amti-Inflammatory chollnergic pathway {InHF) and low Frequency (InlF) o 5 were also estimated d up to 24 h aker treatment.
HEY Resufis: meerﬂmmrmﬁs[m]:humdmekw‘hedmmrynu:sm]lu:nﬁ.lmduan
Oheytocin R-Rintersal, inHF and InLF components comipared tocontrols (V) from +5 to+12 hafter the treatment. The
P administration of axytocin significantly attenuated the hyperventilation produced by the UPS-induoed
endotoxemia (LPS +0h) and restored the values of the mean B-R interval and sudh speciral parameters
at different time paints.
Conclusions: Our results support the existence of a link among the respiratory, canrdiovascular, and
immune systems in which oxyiocdn seems to act 25 2 potential cardioprotective peptide by Fworing
candiac cholimergic autonomic coupling. As a result, coytocin diminished animal's endotowemic tachyp-
nea and restored the cardiorespiratory imteractions, which was indicated by the speciral components of
HEV.
£ 2016 Elsevier BV, All rights reserved.
1. Introduction associated with the partial uncoupling of cardiac pacemaker

The respiratory and cardiovascular systems are intimately
linked, primarily via the autonomic nervows system (ANS) ( Thayer
et al, 2011). In fact, some authors have suggested the existence of
a link among the respiratory, cardsovascular, and immune systems
where the nucleus of the solitary tract (NTS) at the brain stem is
the main site of neural integration {Thayer et al, 20111

Previous reports have shown that systemic inflammation may
alter cardiac pacemaker dynamics. In fact, endotoxemia has been

" amthor at: Autfmoma politana [LLAM), Unidad
Lerma, Divisitin de Clenclas Biolggicas y & 1a Salud, Departamentn de Oendas de
12 Salud, v de Las Garzas 10, CF. 52005, Lerma, Ede Mex, Méxim.

il geiress” g pacheomoommen e nam. mx (G, Facheo- Liper).

hitpe s dolorgl T0.1 016/ resp 201 6. 10008
1560-D04EME 201 & Blsevier BW. All right= reserved.

cells from autonomic neural control, resulting in deceased HREV
{Cholami et al, 2012). On the other hand, shadies have indicated
that some peptides like oxytocin possess cardioprotective prop-
erties during schemia-reperfusion injury (Faghihi et al, 2012}
Oxytocin has been used to reduce myocardial infarction extension
and ventricular arrhythmias. Also, it improves mean arterial pres-
sure wia nitric oxide production, protein kinase C activation, and
reactive oxygen species balance (Faghihi et al, 2012). Actually, our
previous study supports the findings of systemic cardioprotective
and anti-inflammatory properties of oxytocin because a low dose
of peripheral oxytocin reduced the signs of sickness behavior, such
as lethargy and fever, and modified the heart rate variability (HRV)
during moderated endotoxemsa (Reyes-Lagos et al, 2016).

within this framework, the aim of the present study was to
analyze the effects of exogenous oxytocin after an immune chal-
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lenge induced by the administration of lipopolysaccharide (LPS)
on the cardiorespiratory activity by using the ECG-derived res-
piration (EDR) techmique (Silva and Moody, 2014) in conjunction
with the spectral analysis of HEV. Accordingly, the HEW reflects the
associated physiological processes of the ANS linked to the respi-
ratory and cardsovascular systems (Thayer et al, 201 1), whilst the
EDR allows to estimate the respiratory signal. We hypothesize that
oxytocin plays a modulating role in the cardiorespiratory control
during endotoxemia, mainly by favoring cardiac cholinergic auto-
nomic coupling, resulting in a reduction of the respiratory rate and
the restoration of spectral HRV parameters.

2 Methods

2.1. Electrocardiograom experimentol dota

Electrocardiogram (ECG) data from our previous study (Reyes-
Lagos et al, 2016) were extracted from our database; these
recordings were obtained from adult male Dark Agouti rats
(DA/HanRj, 230-250g) implanted with a telemetry transmitter
(sampling frequency 2000Hz) as described previously (Reyes-
Lagos et al, 2016). These animals were maintained on a reversed
12:12h light/dark cycle (lights off at 7:00 AM) and had od libium
access to water and standard diet. The data were splitted into four
different treatment groups: 1) vehicle (V; saline solution, n=7);
2) oxytocin (0x; 3 IWkg administered suboutaneously, n=8. 3)
lipopoly=saccharide (LPS: 0.1 mg/kg administered intraperitoneally,
n=8); 4] LP5+oxytocin (LPS+0x; combined administration of
0.1 mg'kg LPS intraperitoneally and 3 IWkg oxytocin subouta-
neously, n= B). Baseline recordings started at 7200 AM [time=-3h)
and dreg administration was performed at 1000 AM (time=0h)in
each group. All experimental procedures were followed in accor-
damce with the animal facilities of the University of Duisburg-Essen,
the Animal Welfare Act (TierschG) — Germany, the European Direc-
tive 2010 63/EL, and with the National Institutes of Health — UsA
Animal Care guidelines. All procedures were approved by the Insti-
tutional Animal Care and Uise Committes | LANLW Disseldorf, Rorth
Rhine-westphalia, Germany].

22 Data enalysis

Reliable and representative ECG segments of five minutes length
were selected every hour (-3h to +24h), the ECG segments were
analyzed for EOG-QRS detection and generation of R-R intervals
using validated algorithms developed for MATLAE® (The Math-
Works Inc, Massachusetis, U5.4). The R-R intervals were analyzed
using the Kubios software for HREV spectral analysis (University
of Kuopio, Kuopio, Fnland). We assessed the absolute power of
the low frequency (LF) component, which s associated with the
sympathetic and parasympathetic influences oreven related to the
baroreflex function, as well as the absolute power of the high fre-
quency (HF) component, reflecting mainly the respiratory sinus
arrhythmia (R5A), which is thereby conssdered as an indirect index
of cardiac vagal control. The Kubsos settings for the calculation of
the spectral parameters were adjusted as follows: component LF
(0.04-1.0Hz) and HF ( 1.0- 3.0 Hz ), window of 256 points, S0% over-
lap, interpolation rate of & Hz (Kuwahara et al, 1004) Additsonally,
we applied a signal processing technique for detiving respiratory
signals from ECG's (EDR) based on the QRS area under curve. This
technigque is freely available in PhysioMet{(www physionet.org) and
provides reliable respiratory-related data (Silva and Moody, 2014).
The moving window was adjusted at 0.1 5 Respiratory derived
signals were interpolated by a cubic spline fit at 100Hz and dig-
itally high-pass filtered wsing a cutoff frequency of 0.5 Hz. The EDR
specira peak (1.0-3.0Hz) was caloulated through welch's power

spectral density estimated with a window of 1024 points and 50%
overlap.

2.3 semtisticel analysis

For correcting skewed distributions, the LF and HF parameters
were logarithmically transformed. Data were tested for normality
using Kolmogorov-5mimov test. We applied planned comparisons
between V vs. Ox, LPS vs. ¥ and LPS vs. LP5 +Ox groups by two-
way ANOVA, followed by Fisher's LSD post-hoc tests. Data were
expressed as mean £ 5EM, and the level of significance was set at
pe 005,

3. Results

In Fg 1 we show the estimated breathing rate by EDR. the
mean R-E interval and the estimated spectral parameters from
HRV (InHF and InLF) starting from —3h to +24h after reatment.
A black/white bar at the bottom of each panel indicates, respec-
tively. the darkflight cycle. Single administration of oxytocin by
itself did not modify the respiratory rate dynmamaics in the long-
term (v vs. O], whereas in the presence of endotoxemia oxytocin
did induce significant changes (LPS vs. LPS+0; Fig. 1a at +6h
and +12 h, F{ 16,453 )= 6487 ; p< LD001 ). An increment of estimated
respiratory rate, matched with a reduction of R-R interval at +5h
after treatment was akso identified (Fig. 1a & b). These physiological
changes continued wntil +12 b

The speciral parameter InHF was diminished from +8 to
+12 h, the lowest value was detected at+3h (LP5 vs. V; Fig. I
F16,459)=2.071; p=0.0083)L Similarly, a decrement of InLF was
found from +1h to 12 h, with the lowest value identified at+9h
(LPS vs. V; Fig 1d, F{16.459)= 4.450; p= 0:0001 ). The administra-
tion of oxytocin restored the InHF and InLF parameters+3 h after the
treatment (LP5 vs LPS + Ox; Fig. 1c & d, F{16,459)= 207 1; p=0.0083
& F 16.459)= 4.450; p«<0.0001, respectively | Fisher's LSD post-hoc
test showed sigmificant differences among planned comparisons
(p=0uO5L

g Fig. 2 shows representative data of the estimated respiratory
signals extracted by EDR technique. This figure illustrates a higher
respiratory rate pattern during endotoxemia (LPS) compared to the
data from the LPS # Ox growp +6 h after the treatment.

4. Discussion

The reduction in the spectral parameter InHF of HRV indicates a
decreased respiratory sinus arrhythmia (RSA) and suggests partial
uncoupling of cardiac pacemaker during LPS-induced endotox-
emia at the long-term (LPS ws. V. Fig 1c) In fact, a reduced RSA
may decrease the gas exchange efficiency of the lung by failing
to optimally synchronize the pulmonary perfusion to the aleo-
lar ventilation through the ventilatory cycle (vasuma and Hayano,
2004). Additionally, a reduced mean R-R interval (LPS vs. V. Fg 1b)
is related o either a vagal withdrawal or increased sympathetic
activity. Moteworthy. the lowest value of the mean B-R interval
(LPS v W; Fig. 1bat +9 h) is not in coincidence with the maximum
value of respiratory rate (LPS vs V; Fig. 1a at +6h). Thus, these
findings indicate that. despite a reduced RSA during LPS-induced
endotoxemia (indicated by bower InHF values), the estimated res-
piratory rate presents a significant augmentation in conjunction
with reduced mean R-R interval in response to a LPS challenge.
In fact, the B5A may become reduced by an increased respiration
rate (representative data in Fig 2a) independently of the vagal
nerve traffic (Eckberg and Eckberg, 1982). Yet the administration
of oxytocin (LPS vs LPS+0x) seems o revert at baseline levels the
estimated respiratory rate (Fig. 1a), the mean R-R interval (Fig. 1b)
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and the spectral HEV parameters InHF and InLF (Fig. 1c & d). The
decreased respiratory rate was found even +6h and #12h after
oxytocin administration (UPS vs. LPS+0x: Fig Zh), although the
increment in the HF power was only observed at +3 h of oxytocin
administration (Fig. 1c). Thus, we speculate that, among different
physiological mechanisms attributed to the observed changes in
the spectral components InHF and InLF (Fig. ic & d) and the esti-
mated breathing rate in rats (Fig. 1a). the presence of oxytocin
recephors in the heart {Faghihi et al. 2012) may have a direct effect
on the cardiac pacemaker coupling. Additsonally, oxytocin recep-
tors in the hungs (Pequewx et al. 2005) as well as the activation of
the cholinergic anti-inflammatory pathway should be both taken
into consideration (Huston and Tracey, 2011)

5. Conclusion

In the present study, we found that spectral HEV parameters
({InHF and InLF) are altered during moderate endotoxemia in rats. A
depressionin the HF component may indicate a reduced respiratory
simes arrhythmia and the changes in both HF and LF may indi-
cate an uncoupling of the autonomic control during LPS-induced
endotoxemia

et our results also support the existence of a functional link
among the respiratory, cardiovascular, and immune systems in
which oxytocin seems to act as a potential cardioprotective peptide
by favoring cardiac cholinergic autonomic coupling. Conseguently,
oxytocin diminished animals tachypnea and restored the car-
diorespiratory interactions indicated by the spectral components of
HEV despite the administration of endotoxin. Finally, these findings
confirm the suitability of the electrocardiogram derived respiration
(EDR) technique to obtain the estimated respiration signal in rodent
models.
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= W studied heart rate fh {HRF) during end i2in a rodent model
* Endoioocemia produces lethargy, Gchycandia, more regular and anticonndaeed HEF.
A single dose of exogenous oxyindn doss not madify by itsdf the HEF.

= (hytodn reduces lsthargy, heart rabe and anticrelation in HEF during endotoemia.

= (hytodn mod the magnitude and & of the IPfinducsd hyperthemia.
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IFs antimmmelated pattem in HEF, b) deoneased mean hert rate, o) moderated the magnitude and duration of the
1P induced hyperthenmia, andd) inceeased kooomaostion, uptod h afer the LPS imjection. The e antionmnelated
jpatien in the HEF and decreased mean heart rate may eflect 2 cadiac paoemaker coupling with cholinergicin-
fluences mesdiated by cocgtocin during LPS-indu cd end otoocemia. Finally, the angi-leshargic and long temm =m-
pemiture moderating effects of the admin isration of cooyincin during sndotooemia ould be 2 comegquence of
the: sy c an f-inflammatory peoperti= of ooyincn.
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1. Intrithsction bretvee en the ardisc pacemaker cells and the nwnndmic né rvous Sys-

tem | 1) Ewidence in human snd experimental snimal models indicates

In healthy conditions, the candiovasolar fluoustions show amplex
physiclogical homeostatic dynamics resulting from interactions

- ding arhr az Amsdacana & (LIAMT), Unddad
Lerma, Divician de Chmcias Bokdgheas y die Lo Sabed, Dnepar e de Chancias de L
Saleet, A e Les Gz 104 CF. 52005 Le mmna, Eids Mo, Mienico

E-mail addbes i packecodboonms ber sam oy |G, Fa oo Loper).

R 1 1 B0 5 vy 40 BS.57.00 3
O B4 1 Burker o AT dighs resend

that during systemic inflammation [ eg. endotoxemis) the regulstion of
thee cardize funetion is manilested with both demexsed heart rate fuct-
ations [HRF) and indesed cardise rhythm regularity |23 |, passibly
resulting from a partisl uncoupling of the cardise pacemaker cells
from the aubonomic neural control |4). Some suthors have slso de-
il that chaiged in the HREF can be used ta indirealy identily the
3o called, cholinergic anti-inflammatory pathway [CAP) in diverse
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s i des |5 )L and it has & ven been condidered &8 3 potent il non-inva-
sive toal to study and monitor the fet ] inflammatony and anti-inflam-
matory responses |6 On this mater, & sysemic inhibiton of the a7
nientinie satylchaline receptor (a7 nACHR) induesd 4 deaement of
the HRF by eliciting an inoressed inflammation and 2 ke bile response
i mendo e c rats | 7). This res pomse suggests 3 Bnic roleof per pheral
nimtinic scetylcholine receptors for modul ating heart rate dynamics
during systemic inflammation.

Netwithetanding that axytacin has welF-kneown phy sialogical une
tions dhiring Labor and Lectation inhuwmans nd other mammals, $tudies
have revealed that it has immune and candioprotective properties s
wiell; mainly by modul ging the phasic sctivity of the par ssympathetic
nervous system | 8| In this regard, axybocin pos eses cardioprotective
properties in sdhemic conditions |9), and decrexses caregesnan-in-
duced inflammation in rats | 10| Additionally, the role of signal path-
ways in cardioprotection have been shown to be stimulsted by
oatocin repiors, wiich are present inbod te heartand lirge vesel.
| 11] Bvide nee sugpests that ax ytocin ko limits the cytokines ativation
cased by the bader al cell- wall companent li popolyssocharide [ LPS),
peavasibily o neg o the modulation of the CAP [12]

Further studies have reported other effecs of the sdministration of
intranxsally axytocin on HREF during socisl mgnition exper ments;
where axytocin, in addition o facilitate social behavior, decrexes
Theeart rate and incresxses HRF | 13,14 ). Other findings indicate that the
subechronic sdmintstration of oxyoein induces long- Listing ellects in
ovariectomized rats, inchuding an increxse inspontneous motor sctiv-
ity anad derexsed levels of cortiom erane | 15

We have recently reported linesr snd non-linesr methods for the
anailysis of HRF duri ngchildbirth; 2 condition with ws recently consi d-
erned o be seompanded by 2 @nspicwous ant-inflm matory prodass.
|16]. In the same way, we have documented that the fractsl scaling
HRF analysis and sample entropy appe aned &5 potental analytic tools
that provide informstion reganding the homeos itic subonomic mechs-
nidsims reluted to inflammation | 17 |- 1n this contest, the aim of te pres-
ent study wis to explore the effects of exogenous axytocin in HEF
dynamics by applying linear and non-linear snaly s o well 2 motor
sctivity and per phoer 2 temperanore in an experime ntal endoboenmia
maodel in ras. the findings of Gholami et a_ |4). | ankowskd
et 2| 11] snel Choddi et 51 |12 |, we hypathesized that the periphersl sd-
minisration of oxytodn during IPS-indued endotoxemis enhances x
cardize preemaker mupling with chalinergic influences, which is
reflected in the lineer and non-linesr parameters of the HRF, and re-
duces signs ol sickness behavior such a5 lathargy and fever.

2. Methinds
2.1 Animak

Acult rsle Dark Agouti exts | De/HanRj, 730-250 g) were obtxined
from Jamvier Labs [ LeGenest-Saint-lsle, France ) and housed in s tindard
lastic cages with metal wine lids Andmals were maintined on a re-
versed 12:12 h light/dark cyele [ lights off 2 7:00 AM ) and had ad ik
sovess o water and standard diet. Rats were allowed 1 2 oclimate o the
new surroundings for utlexst 2 wee ks belore transmitter i mplanttion
surgery. All procedurnes werefoll owed in 2 aord ance with the animal -
cilities of the University of D shurg-Essen, Germany, and the experi-
mental procedurnes were in sooordance with the Animal Welfare Act
[TierSch) - Germany, the Europesn Diredive 201 063 LI, and with
the Mational Institutes of Health - USA Animal Care guidel ines. These
procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committes [LANUV Disssidarf, Nor th Rhine-Westphalis, Germamy).

22 D

Bated on & previows study [18) synthetic oxytocin (3 1/mil,
Rotexm edica GmbH, Arznei mittel werk, Germany) was sdministered

at & dese of 3 IUkg (6 mog/kg), subcutanesusly (L ) in 4 volume of
1 mil. Lyaphilized lipopolysaecharide [ LPS) from Escherichia coli, se -
type 0455 85 [Sigma-Aldrich, Taulkirchen, Genmuny), was dil ubed with
aterile aline [Ms0) snd sdministened intraperitonasily (ip) at s doe
of L1 mgkg in 2 total volume of 1 mL We and others have previously
shwen that this LPS dese indueed & rise in periphersl cytokine levels
and & moderate kver response | 19). 25 well 5 changes of HRF parame-

ters |7},

23, Teletater implantarion surgery

Telemetry transmitters [ETA-F20, Data Sciences International, St
P, Minnesats LISA) were surgica ly im planted for mexsuring antin-
wously the electrocandiogram |BOG ). peripheral temperatune and loco-
mabor sctivity. Rats e re anesthetized in an induction chamber with
5% igollurane snd ZX oxypen. Anesthed s wis mintsined by o llow of
1.5-20% isallurane and axygen | 11/min) through 2 mask during sur-
gery. Thedaorsal skinwas cleaned xnd disinfacied with povidone-iodine
i alcolval A 2 am vertical inddion s madeinthe dord $kin, and the
el emetry rammitter was placed 5o The biopoential transmi ter leads
wiene tunneled under the skin with the tips guided to the right and left
ancillary regions. For pain relieve Carprafen 5 mgfkg was given 2c on
thee clay of surgery and e following three diys_Experiments vwe reoon-
dudted 14 days sfver surgery B allow recvery | 20] .

2. Telemeatric decrocandio gram recarding in fredy moving rats

Anirm ks were randomly xsigned B one of four different trestment
groups: 1) vehicle [V, n = 7);2) axytocin [0, 3 Lijkg, n = 8); 3] lipo-
palyssccharide [LPS, 0.1 mgikg 0= 8); 4) LPS + axytocin [ 1P5 + O,
combined administration of 11 mgkg LPS and 3 1L/kg osxytodn n =
8) After injections, rats were plaed in their home cxge with telemetry
reeivers plaoed below the cege and connecied via o data exchange ma-
trixtoa P Bseline remadings stred 2 7:00 AMand thed rugs sdmin-
istration was performed at 1000 AM [ time 0] for each group. The BCG
wid sampled st X000 HE using Duts Sd e Internation | handwane
anvl Ditscyuesst ART softweare. This signal ws visually i ns pected and re-
liahil & 5-rrinuie segments were sdected each hour [ —3 hito + 24h) Al
digitizel signals were analyzed for EOG-ORS detection, temperatur e dned
activity Zsessment.

25 Data anal ysis

Raw ECG recordings weere then procesed using previowsly validsted
algorithmms to gener xie the B-Rinberval or HRF series These derie wene
remnditioned by afiltering approsdch md processed a5 in previous stud-
jes|21 ) 1o exclude for edopic beat and artifscs.

Linear amd mon- linesr parameters were caloulsted for esch S-min
segment of the R-R interval data The mean heart rate [mHRL x5 well
& the mol-mein-square of successive differences [RMSSD), which
quantily vagally-medized high frequency lluctustions, and the stan-
dard devistion af the R-R intervals [ SDNN ), used x3 4 mexsure of totsl
HRF |22 ], were calculsted for all series. Given that previous studies
have shiven that 4 linesr frequency domxin analysis does not provide
adddditional information beyond that obtained from a time donmsinanal-
Vs in endoinxemi s experiments of rodents | 23], we only performed 2
lirvear analysis in the Sme domain

The shart-term caling expoments o, o pyy. 30 @00y, from
4 x5ns 11 beats and the long-tem Scaling parameters b, dywcs nd
Sy from no= 11 beas of all series were evaluated by a pplying
detrended fluctution analysis ([FA) and the magnitude and signanal-
yies [MSA] |24 | Vahies of the scaling exponens o, snd o of 0.5 indi-
cate white notse and the sbsenee of long-range cormelstions, a value of
1 refleats the behavior of 211 proces having persisie nl long-range cor-
relations whilst the dope of 1.5 indicates s random walk [ Browndan
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naise) with a very smooth behavior wher e correlations 61 existbut do
it Tallow in & power-law form |25

Far the MSA analysis, linding pesitive cor relations in the megnitude
Series | Le i gy = 1L5) has been identfied i nelisble markers of non-
li near properties | 24 | The oo s exponent poovdes information sbout
the temparal directionality of the originl seres in relgion to how se-
ries” increments slternate, indicating if & positive or negative sulbse-
quent increment [decrement) i more likely to ocour given 2 cument
increment [ decrement ) To 2 4sess the regul arity of the R-R tim e series
we alio estimaed the ample entropy [SampEn) & desaribed by
Richman & Moorman |25 | The parameter m was ficed to 2, and boler-
ance level rwas 02,

The sverxge sctogram ws calolited from continuoas time setes of
body movement from —3 to + 24 h using 2 software packege for the
analysis and visualization of dhronabislogi al sctivity data | 27]

25 Sraizfeal analysi

Al parameters were anashyzed by tvo-wa-ANDVA with repested
mexiuresalong i me Acording with the differences identified between
ETOUE, &N ares inder curve (ALC) analysi was then spplied stconsec-
whive 2 h periads | +7 i +0h)_The AUC analysis was perfarmed poste-
rior to the time reported by Mazloom et il | 7] (ie after £ = 6 hof the
drugs arvehide injections) and anly during dark periads (i belre
t = 9 h), with the intention of svoiding dresdisn varistions indued

a)

rian bieanlvake (b

125

by sulsequent period of insctivity (light phase) |20 However, with
the goal of verifying further effects of aytocin on LPS-induced
endotox emis, which seem tobe manifested st long-term sronding to
previous results reported by Clodi et al |12 | AUC dats bars from body
temm per sture were graphed and 2nalyred separately only from +7 to
+9hand +10 1 +12 h amesponding to dark and light periods, re-
spectively. The AUCTor esch period was caleul sted by the trapemidal
method (the AUC dita sre expressed i means + SD). Finally, we
made planned AUC evmparisons between W va 0w, V . LPS and LPS
va. LPS + Ox groups by one-way ANOVA, followed by Fishers LSD and
Kolmogonoy -Smimov past hoc tests. (005 was considened s the sgnil
icande |evel).

3. Resulis

In Fig. 1 we shinw the estimated line & parameters of HRFstarting3 h
bedore i 24 h after trestment The AUC of asch parameter sisocised to
the + 716 + 9 period | shaded sres) wis compiled; their further snal-
yais i presented ot the figure's inse . A black/white bar at the bottom of
e panel indieates res pectively the dark snd light photoperiads. Our
resul i show that LPS injedtion was ssodsed with s biphasic dynamic
charscterized by an esrly inerement in the mHR [Fig. 1a) and
decremented SONN (Fig_ 1b) folloveed by 2 prolonged period of tchy-
carelia anel depresied HRF.

o
0 dac

1% & L3
A LRS-

SOMM [me|

—H.

]
Tirez b

il 1. Litotar e s of ot Moty o Mescmamions (HIRCF) oiffres- movingg acesl Ml 7% &) moasam B
of ascresdve il | EMST ) Ter | S o5 ane presoed Bt aned 2o o8 G| &

| Samalan] deeiarfion of e B-E bmerwals { SO0 and o) raox-
0 inaicae by a vemrical dbsconsnenes Hine v ehicle | V], orpmoin

(1o}, Bipapeaitysacchutie | LFS) aned LPS 4 ooyt (LPS 4 O} Dam am repomed 2 mean & SEM ATea aidier carve | ALIC) cone sposdiing m he shaded ama of tach paramemerior 47 Ta
4 9 2 shav ar et e s Bchest “p < (LIS, o N, ==~ 0000 {Fishoer’s 150 pter-nes..
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The effect of LPS on mHR was statistically signd fant seoording to
planned comparisons of the AUC (F = 19.28; p < L0001, V va LPSL A
single shot sdministration of axytodn at & dose of 3 IUKg provoked
changesin the mHR & h pest-LPS injection (F = 19.28; p = 001, LFS
v4 LPS + Ox). The HRF linear indices SDMN [Fig. 1b) and RMSSD
[Fig-1c) showed a significant reduction (F = 7.52; p< 001 and F =
3.60; p = 005, respectvely) 6 h pest-LPS ingection

The effea of the endomxin injection on the irregularity siructure of
HRF seried was abo imest gated using DFA and SempEn, depicted in
Fig 2. The shamt-term scaling exponent oy nemiined decressed | Fig.
2a) fram +7 to +9 h post-1PS injection sccording to the results of
planned AUC comparson (F = 425, p < &0, Vv LIPS

The EarEmeter dy oy, (g ) 5l 30 presented 2 biphase dynamic.
From +7 to +9 h the LPS injection produed ant correlated [lovwer)
valied i this parameter in comparison to vehicles (F = 1058:
< OO0, Vva LPS), but in contrxst the LPS injection combined with
axytocin produed 3 less anticorelsted [higher) vahies in the
endatbeemic 1318 (F = 1058; p <0001, LPS va LPS + OxL

Thee fstsn-liness exponenl dpypac d& o ered $ignificant]y sfter te
single dose of LPS (F = 1.90; p= 005 V va LPS |, Fig 2¢ However, the
SampEn parameter did not show changes from +7 to +9 h, Fig 2d.

wi

i 2 N et Ty oo off ot e o s | HEF ) ot e ol (s ) el oo ] T, . ) S e sl P 1y e € )
ol maginadie iy ), 2 o) 5 mphe SnmTopy | SampEn). Thhs pammesrers are mpaomed b and 2er oeamen |2 s — 0, idicaed by 2 wernsal
ditncomineens Hinae ) veiiche (), oogmcin { O Bpopalys coaride (UFS) and LIPS 4 ooy {LFS 4 Qo). Dam ane dovwm 25 maean & SEM A mnadier canve | AL ) comesponding ro

slhar- s salling @ NPT

The long-term fractal scaling paranmebers | oo, Oy, 20d o men) did
ot present changes x5 well afber drugs sdministration and they ane
oot resported here.

Insummary, & single dose sdministration of exogenos oxytocin did
not modify by itsell te hean rae dynamics from + 7w +9 hin
any parameter (W ve. Ox); but in the presence of endomxemis the
axytocin did introduce significint changes in the mHR and g, o0,
(LPS vs.LPS + D)

Fig 3 shows representative examples of the linesr snd non-linear
analysis of HRF of V., LPS, O, and LPS + Ox groups. The log-log Fin)
vi n and log-log F{n)/n va_ n relstionship providing the o, o, o0
) EXponents from & linear best-fit within the n range 4 to 11,
The e wis linasr rel stions i pbetween log [luctistion) nd log [win-
diww sime) imall the groups at the time anal yeed, which oo responds to
Tractal-like structure with 11 dynamics [ 25)

Additionally, the Fig 4 shiws.a 4 gn demmposition of typical dsta for
LPS sl LPS + O groupd This figure illustrates 5 ghe sticorrelsted
pattermn in HRF dufing endabxemis [ LPS) in com perison & dxts from
the LPS + O groigp.

Importandy, we sko found that the dresdisn thythm of peri pheral
Iy e mipe rature i sltered by LPS, a5 this group of ras presented an

h] (=)

e
04 = LPE
M LR5+ Ox B
uae U ow L85 LES-Te

The shadied area of & ch pammeter for 47 M 4 9 ha e shown o e Spaw’s e *p 005, =ps: 001, = < 0000 | Feler 150 pass-oest).
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inverted d ynamics in ovmparison to vehicle group [Fig. Sa) Furthemmione
& transient ypothermis from + 2 to + 4 h ws observed in LPS-trexted
raits, the ALIC commespanding i this period was s maller in relstion to vehi-
cle (709 °C-h v 72.2 °C- h respedively, with trending level of F = 2.82;
= LG I nberestingly. osgyton n did not seam to have any eflscton swdy
trancsient hypofuenmi s Yet LPS sdinistration indueed a significant in-
crement in body temper sure from +10 to +12 h after treatment

off oo - Bt sl | RN, - s o arce e iferemares | RME ST, ary, oy pae e el ) g el el esropy

[F = 965; p = @001, V vs_ IPS], which v significantly deregulsted by
the alministration of cxytocin (F = D65 p < 005, LPS v LPS + Ox )

Finally, we found that exogenous oxytodn tresim ent reduced LPS-
indlueed lethargy ; a5 observed by significant changes in locomation
(Fg Sib) &t & hpest-1PS [V v LIPS, p =< QL00R) aned peeit-LPS el eseytodin
injection [LPS vi_ LPS + O, p < 005 |, sccording to the Kolmagorov-
ST TV MOf-PATAMEtic test
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male E These porams s e wowded e and afoer e amenT |2 vime = 0,
ificared By 2 wercal dbconcheeces Eee): webice (V) ovgods (O,
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4. DS s s on

The results of this study demonstrate that 2 sngle exogenols dose aof
axytocin does not modify by itsell the HFF, tempersture and body
muivement of oy n-trested rats in comparison bo vehide ras. How-
ever, inanimals undergoing endotoxenmia this homaone provokes a les.
amniticorrelated pattern in HRF indiciesd by o e (Fig 21, decressed
mHR (Fig. 1), deregulation of peripheral temperature [Fig 5a), and
an increxsed lommation [ Fig. 5b) up to6 h after the LPS injection.

A previous study showed that a single exagenous sdministration of
oxytocin doss ndl impad on the basal levels of corticotrophin, cortisal,
tumor necross Betoro, and other cytokines |12]. Inour study, the
lack o HFF, temperatune and body movement modificat ons after a sin-
gle axytocin sdministration is consisent with sudy study. However,
physiokgica modul fion introdiued by aotocinws onlye vident dur-
ing endotoxemia (induced by LP5) In faa, Clodi et al |12] suggested
that e xogenous aytocin decne xes the neumendocrine and cytokine
sctivation, and even stivate the CAP, partioularly during inflammation

SOENAros; supporting our dat Thas the signi ficant changes in the mHR
vl iy oy iclentified 6 b afver the 2 drinds trat on of gy od n, vihich re-
vl less anticornel sted pattern in HRFand adecrexsed mean hexr rate,
suggest the ocourrence of 4 cardise pacemaker mupling with choliner-
gic influences. This conside ration is in line with the fact that some s
thirs have considerad that axytodn embrsces functional e fects 252
cardiovascular and sutonomic modulsting peptide |8,28,29); mainly
medisted by local oxyocinergic receptors it the heart |30 Indeed,
the sdministr sion of aoytocin could modulute a2-adrenocepior bind-
img charscieri stics, thereby resulting inenhanced receptor sctivity [31 L

Regarding the effects of the LPS injection, the results for the linear
parameters of HRF (mHR and SDNN) 25 well 25 peripheral temperanne
betweend to + & h are consi stent with & previous report | 7] In our rat
radel we confim ed that the LPS injection induced 3 biphate response
pattern with aminitisl decrexse in peripher 2l body temperatur e scomm-
panied by 2 profonged periad of incressed mHR with neduced totsl HEF
fram 0 o + 6 h Wheress this study just reponted dit up to 6 h dfter
trestrment, our results slso indicabe that after that period the LPS e flects
where 51l | eviclent on the HRE We have previously cha racterined the im-
il agiesl aucame of anLPS per phersl 2 dminitrton 5t 01 me'ke
dose | identical dose xs empl oyed i n this e xperiment) ; resulting ina sub-
stantial increment of peri pheral pro-inflam matory cytokines levels
[ tumar necrsis Bctor-o i nbereukin 1~ and i merdeukin &) 2t 90 min
after trestment |32 | and central pro-i nflammatory cytokines levelsin
the aygdals [fumor necrosis lactor-, interleukin 1-0) at 150 w0
200 min after trestment |33]. Here, we sbio found that in the long-
term [iLe +7 to + 9 h) the HRF remin sffected by this single dose of
LPS (a8 indicsted by lower SDNM values, Fig_ 1b). This efect an the
HRF muy then be ssocisted with the antinuwstion in the long-term of
elevated pro-inflam matory oyipkines levels &8 previously reported for
shorter periods |33] In fact, the SOMN has been ssocisted with the
peak expression of multiple cytokines by Fairchild et al |23) & it
shuinws an i erse avrrelation with tumor necrosis Bctor-a bevels |34
Continung with the interpretation of li nesr HRF parameters, & potentisl
vagal withdrawal or chalinergic unmugpling is obse rved for the LPS
group [indicated by & reduced RMSSTL Fig 1) The vagsl Rinction i
kninwn to play 2 critical role in the regul stion of the i nflam matory re-
spanse via the CAP becase the vagal modulation i inverssly ssocisted
with the inflammatory process | 35). Thas, when the vagal sctivity is
lows, the indhibitory i niluende on inflammation gets disrupted
in an ex s of peripheral pro-inflammatory cytokines [36.37)

Conceming the non-linear HRF pa rameters, we observed a signifi-
cant alteration in the HEF scaling dynamics and non-linear prope rties
for the LPS group This indicates thatin response to endotos in the frac-
taHlike structure of crdise periods is modified_ Thas, the decr ement of
thie ety a0 0y parameters (Fig 2a and Fig. 2, respectively) may in-
dicate the uncoupling of e sutonomic and cardise fystems 4]

The ey, short-term saling parameter showed interesting
changes_ it was decremented after the LPS sdministration [ Fig. b, V
vi LPS). The alternations of the R-R interv.al series can be visuslized in
the sign series; see example in Fig. 44 These alternations indicate a
stronger anticorrelsted behavior (lor both the R-R interval series and
the sign series) under the influence of te LPS Takinginto consideration
thaat thee sign ol the hearthest inorem auts is rel sied o the ineraction be-
twieen the sympathetic and the parxsy mpathetic systems | 38 |, such 2l
te mations should result from 2 sympathetic predom inance during
endonxemis [reflected 5 well x5 an increxted mHE. Fig_ 12)_ In facr,
HRF s pectral changes fkyund in previous studies are conssent witha rel-
ative increxse insympathetic activity after LPS injection in sdult animak
|39 Additional evide nce Supports that the scaling parime &1 oo
changes after the sdministrationof an aeonomic blocking drug inoom-
parison o a plsebo group |38 On the otver hand, the exogenous oxy-
todin admindtration in conjundion with LIPS produced & less
anticormelsted pattem in the HRF during LPS-induced & ndotoxemia i
refleced by an increxsed oo, 988 example in Fig b whichis also
mmifested by & decrexsed mHR, Fig_ 14 The less antioonr elabed patiern
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fownd in thelLPS + 0 groups i i oom parison 1o LPS Seend b be ko
artesd] wilth an amplitude increment in e HRF owing 1o the sdm inistra-
tion ol oxytocin.

By contrast, the linesr RMES D parameter iled 16 revesl differences
Iretween LPS vs.LPS + Ox groups. This restricion may be relsted o the
munifestation of anall RMSSD changes by our experimental design be-
v the parameter shows values near the resal uti on e tabl ished by
the BOG sample frequency (Le =05 ms)_Yet, this restriction is notap-
precisted with the i, o, sclingex ponent, bamming s potent slindex
o identify the crdise chodinergic mntrol a5 similsr reparted elsewhers
117l

Giver the well charsden 2 " dmeds behavior induded Iy the LIPS,
we discard that the looomotor sdivity is the predominant facor
e palari nineg thee changes of the HRF parameters reported here Therelore,
our resul s may be sloex plained by the saivaton of the influm maery
responde after the LPS sdministration i ident fied by both 2 reduction
of sctivity [Fig. Sb. V' va. LPS ) and an increment of e mpersture | Fig
Sa, trending level of F = 150; p = 007 | This interpretation is conss
et with finding 5 of shudies showing that locomotion decresse s fol k-
ing & LPS treatment in mice, therely considering that the LPS
il mindsration may be wed x5 2 model for sickness-depression [40)

O resilts fior the pe ripheral temperature sre inline witha previous
study that reports the effects of oxytocin in mbination with LPS in
hurnans | 12) Similarly, the effeas of aytocin on temperature during
endotoem i seem o be maniksed ondy Bwand the end of our olser-
vation period [fom + 1000 + 12 h) Therefore these fndings support
the comsideration that axytodn might alleviste sym ploms xsocisted
with sy stemic i nflamm st on st long-term |4 1] Noteworthy, Reid &t sl
compared the arne temperatere and the per pheral temperature after
LPS injection in Holswin steers, which lesd them to suggest that the
cnfe e per abune and the per pheral tem peratune do not move in Sm-
chromy after an LPS challenge, rather both follow an inverse relation
|42 | tn this sense ourresuls fof temperasture may have been infhiened
by the transmitters” location (i, subaitansously implanted ) conse-
quenty more studies are stll neesaary to elucidate the influende s of
axylocin in responde o LPS-challenge on the regulstion of body
DETperaTLre.

Finally  locomation ves also influenced by the single dose of acyno-
i (Fig- Sk LPS v LPS + O) that restricted the |efhrgc LPS -induided
elffects This condition may indiredly reflect the anti-inflammatory
properties of axyoin. Indeed, previous evidende suggests that 2 sub-
chronic sdmindstration of oxytocin reduoes (aigue in ol der sdults |43)
anil inresses the effeas of clonidine [ an sipha 2-adrenoreceplor kgo-
nist) by reducing blood pressure smd madilying the lacmator sclvity
in ras | 4] Although aoytocin has 2 half-lifeof ondy few minutes, e ne-
duction inblood pre ssure inres ponse o o ytocin has not been observed
untilabout to8 haler is fist sdminisr ston |44 ). These candiovas -
Lar effects are coherentand tmely coincident with the deliyed changes
introduasd by axyiocin on 115 lacam atian xnd HREF parameters during
the LPS-indured endotoxemis of our study.

4.1. Limdatians

It should scknowledge that we did not test different deoses of axyto-
cin that may modify our resulis. However, with the sdministration of 2
single low dose of axytocin we were abile to introdwce changes in fr soal
Al mon-liear parame s of HRF during endotoemis. Yet, owing to
trangmmi ters mode lused here and its scnal location, the core tempers-
e and bkood pre ssure were not passible to be recorded. Infea, previ-
o1 resexrch suggests that axytocin and LPS bath decrexe blood
presssure in rodents | 45,46 ), and lower vahues of HRF have 850 been as-
sociated to higher values of blood pressure |47 | Another indicates that
LPS produces & rapid imparment of the baronellex function |48 | inde-
pendently from the level of blood presure, while axytocin is likely sa-
ing on e banore ceplor rellex. sensitivity s well |49 Future work will
consider applying higher doses of oxytodn xs well 23 monitoring the

129

chalinergic spillovers, blood presure snd cone Lam perstie ind Lrying
ather routes of sdminitraion B investigse the sctisl rels tonship be-

wesen peri pheral cytokines levels and HRF parameters.
5. Oomchesion

Daming LPS-induoesd endotosemis the long-Erm HRF became mone
anticormel ated | 2 indicated by lower values of ayory). In addition,
this endotoseemis ws scompanied by: 2) tohyeardia b) 2 less of frac-
il heart rate dynamics, ) changes in the periphe ral temperaturne, and
d) lethargic behavior. However, a conamitant single dose of peripheral
axytodn provoked & leis anticorrelited pattermn in e long-tem HRF
(20t inelicated by higher values of oy, ooy, ) restored the nommsl hesrt
rabe values, reduced lethargy and mader sted the LPS-induced hyper-
thermis. We suggest that the less snticornelsed patterm in the HREF
vl descres sed roean heart rate may resultfom acardise dvol inergic au-
ot ic coupl ing owing i both the condmitant sd minisira tonof gys-
temic exngenous oxytocin during LPS-induced endotoxemis and its
interaction with heart™s axytocin receplors.
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Abstract. The precise mechanisms for the onset of Iabor at ierm remain enknown, yet several studies in bumans reveal the role
of cytokines in the initintion and = of labor, showing many of the hallmarks of inflammation. Recent findings saggest
a possible relationship between the activity of the autosomic nervous system (ANS) and the wmgal anti-infl oy

during labor. Furthermore, the role of vaginal microbiotais puh:llnﬂr:mpuﬂthlapepmq’bﬂcummnld:ﬂmﬂuhm
is one of the most imporiant mechanisms associated with preterm birth. In this review, we present evidence saggesting that o

sierile ant-infl

iz manifesied to attenmaie the excessive inflammation introdeced by low-risk lsbor at term,

¥ ¥
inwolvimg either the action of a cholinergic pathway, uterine-like myokines or the vaginal microbiome.

Keywords: Anti-inflammatory respomse, heart rale variability, vaginal microbiota, pregnancy. labor

INTRODUCTEON

Human pregnancy and labor are physiological
scenarios during which the fetal allograft must be tol-
erated, fed and allowed to grow. The process of labor
is mounted to deliver the fetus from the woman's
utenss [1]. Parturition is characterized by both cer-
vical ripening and myometrial maturation followed
by uterine contractions leading to cervical dilatation
and birth [2]. Given that labor seems to be driven by
pro-inflammatory cytokines, we suggest that it shows
inflammation hallmarks and that the immune privileges
that the fetal-placental unit enjoyed during pregnancy
are suppressed at the time of labor [3].

"Comespondence to: Dr. . Pacheco-Lapez, UAM-Lemma, Av.d=
las Carzas 10, Col. El Paniede, Lemma, Edo Mexica, C.P. 52005,
Méria. Tel: +52 TIE 1870002; Ext. J014; E-mail: g.pacheon@
comeclermm m.

During term and preterm labor different immumo-
logical changes are observed. including acute
inflammatory features such as an increased influx
of lescocytes amd an elevated expression of pro-
inflammatory cytokines that have been observed in
cervical tissues and fetal membranes [4—6]. Likewise,
many studies support the hypothesis that labor involves
an inflammatory event [7-13], but more precisely.
that homan labor should be considered as a sterile
inflammatory event mainly because it may be free of
microbes triggering labor. According to Rock et al
[14]. some sterile pro-inflammatory stimuli, like dead
cells, irritant particles (including crystals, minerals and
protein aggregates), tmuma, immunogenic antigens
and autoimmune conditions can cause an inflamma-
tory response. An imporant finding was that all of
such stimuli elicit this inlammation throogh the same
cytokine mediator, interleukin-1 (1L~ 1) 14]. Given that

158N 1ETE-G4BN14527.50 & 2014 — IS Press and the mthors. All rights reserved
This artic ke is published online with Open Acces and dissribuied under the tems of the Creative Commaons Attribution Noo-Commencial License.

160



Th 11 Reyes-Lapox et al 7 Doex Labor fevofve o Sterile Anti-lgfammatory Process?

labor implies substantial muscolar work involving sig-
nificant physical efforts, with an important metabolic
activity [15, 16], we hypothesize that rigorous energy
regulation must then be achieved by homoeostatic
physiological processes during this final stage of preg-
nancy where inflammation is also ocowming.

Other authors have reported that an inflamma-
tory input activates fast and subconscious amtbi-
inflammatory newral responses [17]. In fact, Huston
and Tracey [18] defined a neuronal circuit acting as the
anti-inflammatory reflex in which the main componant
is the descending branch of the vagus nerve. Centered
on this model, action potentials coming from vagus
nerve lead lymphocytes to release acetylcholine that
inhibits the production of pro-inflammatory cytokines
through a7 nicotinic receptors [18, 19]. This consider-
ation then leads to propose that the observation of the
activity of the vagus nerve can provide a snitable tool
for measuring an anti-inflammatory reflex in various
physiclogical contexts, thereby supporting a relation-
ship between the activity of the autonomic nervous
system { AMS) and an anti-inflammatory responsa [ 18].
A conventional noninvasive method to assess the ANS
is by analyzing heart rate fuctuations (HRF) data [20].
In general, linear and non-linear methods are spplied
o obtain measures that are used to estimate parasym-
pathetic and sympathetic activities [20]. Additionally,
some studies reinforce the consideration that the car-
diovagal activity, quantified by the analysis of HRF
data, could provide insights to understand the inmuno-
vagal mute [21].

In addition, the role of vaginal microbiota in relation
to the process of labor may be particularly impor-
tant because vaginal dismicrobism is one of the most
important mechanisms associated with pretesm birth
and perinatal complication [22]. Some authors have
reported that a probiotic dietary supplementation can
be related to a global anti-inflammatory effect on
the vaginal immunity, with potential implications in
preventing preterm birth [23]. However, most of the
vaginal microbiota of pregnant women has been stud-
ied during pathological sitnations such as bacterial
vaginosis and aerobic vaginitis [24-28]. As the role
of microbiota should not be limited to pathological
conditions, we consider necessary to reevaluate the
physicdlogical role of vaginal microbiota during preg-
nancy and its relationship with inflammation.

Cuorrent research on the microbiome is exposing
several dependencies of the host on microbiota for
the: mainienance of health, and also the crucial role
that endosymbionts may play in the initiation and
propagation of disease. Thus, several experimental

model systems. incloding mice, fish, insects, squid
and mon-human primates, continue providing impor-
tant insights about the host-microbiota homeostasis
129, 30.

Focused in the physiological process of labor at
term, the purpose of this review is to address the fol-
lowing gquestions linked to labor in healthy women:
Iz an anti-inflammatory reflex an adaptive response to
cope with the excessive inflammation occurring during
labor? Could this process be assessed by the analy-
sis of heart rate dynamics, immunological biomarkers
and the characterization of vaginal microbiota? To pro-
vide some insights into thess questions, first we review
important issues on the energetic homeostasis during
labor. Then, by presenting evidence about the increased
vagal modulation during labor 8t term indicated by
HRF data, we focus on the sterile anti-inflammatory
reflex. Finally, by means of a comparative approach, we
present A few evolutionary aspects of the relationship
between vaginal microbiota and pregnancy.

ENERGY HOMEDSTASIS DURING LABOR

During pregnancy, the fetus requires glucose and
amino acids for its growth and development, which sets
the: pregnant woman to a continoous state of energy-
demand. Studies of protein and energy metabolism
demonstrate the need of regulating the usage of those
nutrients [31. 32]. Fat is deposited in maternal stores.
throughout pregnancy, providing an energy reserve of
300000 kcal at the end of gestation [31]. OFf course this
reserve is imponant to satisfy the fetal requirements,
but possibly. also, to confront an important period of
energy expenditure caused primarily by an increasing
contractile activity in the myometrium during labor.
In fact, the maternal heart rate during labor increases
up to levels comparable to moderate or heavy exercise
[33].

The molecular mechanisms involved in the uierine
guiescence during gestation and the indoction of labor
are not completely known, thoogh it has been demon-
strated that the energetic metabolism of the wierine
muscle is different between pregnancy and labor [34].
As glocose represents the primary maternal energy
reservoir during the first and second stages of labor
[35], if labor is prolonged and the source of glucoss
is limited, gluconeogenesis can be insufficient. Dur-
ing normal labor, the concentration of free fatty acids
and ketone bodies increases, leading to the recruitment
of substrates other than glucose and a relative reduc-
tion of carbohydrates [36, 37]. Thos, labor's efforts
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rapidly decrease the availability of carbohydrates, lead-
ing the women’s body to metabolize fat for obtaining
energy. Consequently, the availability of amino acids in
the mother's and fetus” bloodstream is reduced, while
the fatty acids and ketones increase [38]. Furthermore,
Scheepers et al. suggest that maternal hyperglycemia
occurs during labor, leading to increments in mater-
nal and fetal lactate production, resulting in metabolic
acidosis [35].

It is well known that, during physical activity, the
consumption of energy is linked to the actual duora-
tion of this activity [39]. But, given that labor can be
extended for several hours (the average time of labor
fior 8 primiparous woman is about 16 to 17 howrs) [40],
it becomes a high energy-demand process similar o
that of mid-heavy exercise according to Sohnchen et
al. [33]. One may ask how much energy is being used
during labor. For instance, if the energy expenditure for
8 55 kg woman during moderate and heavy exercise is
between 3.5-7.7 Kcal/min [41]. therefore the estimate
of energy consumption is 34007900 Kcal for a woman
during 16 to 17 howrs in labor. However, there is few
empirical information about energy-expenditure dur-
ing labor. It has reported as low as 50-100 Kcal per
howr of active labor [42] and as high as 300-520 Kcal,
Maganha and Peragoli [43]. Why is this big varia-
tion occurring? One likely answer may be related o
the differences in energy expenditure between the first
and second stages of labor [44]). However, Katz et al.
have reporied that due to the intermittent chamcter of
uterine contractions, normal labor and delivery do not
impose high energy demands on the parturient, but that
a prolonged labor may result in maternal metabolic
disturbances [45]. Thus, these considerations provide
opponunity for the realization of future research on
this phenomenon.

Other studies indicate that rather than lipids, the
pregnant uterine smooth muscle uses glicose as its
main nutritive metabolite, and that compared to the
strinted muscle, the anaerobic pathway of the glucose
metabolism is more active in the myometrium [46].
Also, it has been suggested that glicose has a critical
role as the principal fuel for ATF formation and both
the adenylate kinase and 5'-noclectidase reactions are
imvolved in any event of glucose shortage [46]. Other
studies suggest that glycogen is important because the
myometrium content in pregnant rats was found to be
increased just prior to parturition [47). Findings dur-
ing the latter half of pregnancy in pregnant rats showed
gradual increments of insulin binding sites that peaked
on the day of parturition [48]. Other findings suggested
the effectiveness of insulin in the uterus of pregnant

rats, showing that its semsitivity in the myometrium
was similar to that observed in skeletal muscle [49].
Thus, myometrium inflammation by means of insalin
resistance may be required for maintaining the flow of
enefgy that sustains utering contractions.

From an immunological point of view, labor can also
be considered as an inflammatory event [7—13]. From
this perspactive, the regulation of energy homeostasis
and the immune response is crucial for an organism’s
survival [50]. For example, in chronic inflammatory
diseases, balanced energy-rich fuel supply is largely
distarbed doe to the vast consumption of an activate
immune system [50] In tum, this process must be
occwring during kabor s well to fulfill the energy con-
sumption of the mother and fetus. Thus, the maternal
immune response and the metabolic regulation should
be integrated and the proper function of each muost be
highly dependent on the other. According to Hotamis-
ligil et al. this interrelation can be viewed as a central
homeostatic mechanism [51]. It is well known that an
immune response involves a substantial investment of
energy [52-54]; therefore, immunity is dependent on a
‘trade-off between other highly demanding energy pro-
cesses [55]. Labor is a process of energy consumption
where the energy-immune trade-off between mother
and child is still unclear. Thereby, from this point of
view, labor can be regarded as an ‘energy demand reac-
tion” caused by the activity of the immune system, the
meohilization of fuel stocks (lipolysis/glucogenolysis),
and the indoction of insulin resistance in liver, adipose
tissue and skeletal muscle with the overall parpose of
allocating energy-rich fuels to the activated immune
cells [50] and, clearly, also the myometrium.

An orthodox trigger inflammation is infection, with
the inciting stimulus being certnin molecules of the
invading microbes. However, several other stimuli,
including mechanical tranma, ischemdia, toxins, min-
erals, crystals, chemicals, and antigens, also trigger
inflammation in a socalled sterile fashion [14]; thereby,
we presume that a possible phenomenon of sterile
inflammation could be labor itself. Considering that
most of the signs and symptoms of inflammation
are cansed by changes in the local vasculature of an
affected tissue [56], in case of spontaneous deliv-
ery and preterm labor, there are changes mediated by
inflammation in the cervix tissue and the myometrium
membranes [3, 4]. As the immune systemn needs many
energy-rich supplies [57], local inflammation must be
supported by fuel provision from local or systemic
stores. Thus, the participation of an anti-inflammatory
response is vital to restrain inflammation [17] and to
limit the energy demands.
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This situation then raises the question: Is it possible
to identify a sterile inflammatory response during low-
risk labor at term in women?

Amy answer to this question should first consider
that labor becomes exacerbated by inflammatory
process. In fact, pro-inflammatory cytokines such
as interleukin: IL-1, IL -6, Tumor Mecrosis Facior
(TMF-x), IL-8, IL- 16, Monocyte Chemoattractant
Protein 1 (MCP -1), Macrophage Inflammatory Pro-
tein (MIP- la), and chemokine CCLS5 are all known
o be involved as responsible factors for preterm labor
[58). Furthermore, these cytokines are present in
high concentrations in the amniotic fluid of patients
with infection or inflammation, stimolating uterine
contractility by inducing prostaglandins. As it has
been demonsirated that the activation of Noclear facior
kB (NF- &) in human myometriom up-regulates
inhibitory progesterone isoforms [59]. some studies
have found that the MF- kB is a key modulator of these
pathways and acts by regulating the expression of
prostaglandins, chemokines and the pro-inflammatory
cytokines imvolved in both term and preterm labor
[1, 60]. The removal of the immunosuppressive and
quiescent infloences of progesterone by its functional
withdrawal may in fact itself be initiated by the inflam-
mation and activation of MF- & [1, 61]. Therefore,
thery induce premature labor and birth; yet, apparently,
the anti-inflammatory cytokine IL -10 has an impor-
tant role in regulating the immune response becanse
an increased concentration of it during preterm and
labor at term in amniotic fuid has also been identified
[58].

A STERILE ANTI-INFLAMMATORY
REFLEX DURING LABOR

As described above, pregnancy itself imvolves an
inflammatory process associated with increased pro-
inflammatory cytokines [1, 4, 58, 60]. In this sense, it
is also known that progesterone has an immunosop-
pressive role which promotes the immune privileges
of the fetus and regulates the levels of cytokines in
the: maternal-fetal interface. However, when labor is
triggered, these privileges are mo longer preserved.
causing a sterile inflammation (dilation of cervix,
effacement and wierine contractions) and producing
pain [3]. Therefore, to oppose this inflammation,
thix anti-inflammatory cholinergic reflex, among other
mechanism explained. could in principle restmin, as
in other comtexts, the release of pro-inflammatory
cytokines [17). In some conditions, a synergistic

coactivation of sympathetic/parasympathetic systems.
[17] is also manifested through the release of
adrenaline/noradrenaline and acetylcholine, respec-
tively. Because pain and fight reflexes are probably
manifested during labor, a sympathetic participation
may also be imvolved. Thus, both systems may proba-
by act to down-regulate inflammation (Fig. 1).

Considering the role of myokines [62]. it is now
recognized that skeletal muscles express and release
myokines into the bloodstream in response to mus-
cle contraction by physical activity. Given that muscle
fibers express the myokine IL-G, some studies sup-
podt the relationship between an anti-inflammatory
effect of exercise and IL-6 [63, 64] because these
myokines stimulate the production of the classical
anti-inflammatory cytokines IL-1ra. A direct paralle]l
between the three major myometrial phenotypes (i.e.
proliferative, synthetic, and contractileflabor) and the
three phases of immunological transformation (2. ini-
tiation, tolerance and activation) [65] has even been
reported, thus pointing to the guestion over what
is the participation of myometrial myokines doring
labor? Some reports suggest that the stretch of uierine
myocytes increases the IL-8 mRMA expression during
the onset of labor [66]. Moreover, that the cytokines
IL-1g, IL-6 and IL-8 levels are higher in matermal
serum during the onset labor than those of non-labor
women [67]. By making an analogy bebween exer-
cise and labor, we hypothetisize that the strong uierine
activity induces a sterile anti-inflammatory reflex by
means of myokines prodoction.

One of the major triggers of inflammation is
infection, being certain molecules of the invading
micrmorganisms the inciting stimuli [68-T0]. In this
context, becanse labor must be free of microbes that
trigger it. and in comparison with some preterm kabors.
triggered by bacterial infection [22], low-risk labor
could be considered as a sterile inflammatory event.
However, while the final inflammatory manifestation
of labor should be similar between infectioos and ster-
ile triggers, the specific control of the response may
be different. Thereby, each inflammatory inpuot may
activate a distinct anti-inflammatory response; in case
of low-risk labor at term a sterile anti-inflammatory
response. Resulis showed that the IL-1 pathway plays
a key role in the neutrophilic inflammation to diverse
sterile stimuli, including a variety of irritant particles
and dead cells [14]. Interestingly, this same cytokine
has been implicated in the mechanism of human par-
turition, becanse some results showed that pregnant
woimen without labor had undetectable IL-1 o concen-
tration in comparison to a labor group [71]-
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INCREASED VAGAL MODULATION
DURING LABOR AT TERM

A noninvasive method to assess the autonomic ner-
vous system (ANS) is the analysis of HRF data. HRF

analysis aims to separate and quantify the sutonomous
cardiac response in sympathetic (adrenergic) and
parasympathetic (cholinergic-vagal) influences. The
sympathetic and pamsympathetic branches of ANS
and their infloences on heart rate (HR) and HRF are
well understood. Sympathetic activity tends to increase
HR and decreass HRF, whereas parasympathetic tends
to decrease HR and increase HRF [20].

The time intervals between consecutive heart beats
are measured in the electrocardiogram (ECG) from the
beginning of 8 QRS complex to the beginning of the
next QRS complex. They are conventionally named
RR intervals (Fig. Za). Thuos, the HRF is defined as the
variation of consecutive RR intervals. Among different
mechanisms, this variation depends on the autonomic
contred of the heart.

A group of researchers began a series of discus-
sions about the role of HRF analysis as an index
of autonomic control, concluding that different anal-
ysis techniques of HRF provided indices associated
with the autonomic controd of the heart [72]. Recent
studies have specifically linked the cholinergic anti-
inflammatory activity with changes in some of these
HRF indices; thereby, considered as important param-
eters useful for recording the activity of such pathway
[18]. In particular, given that the root mean square
of the successive differences (RMS5D) is commonly
used a5 an index of a vagal nerve mediated cardiac
control, which is closely linked to respiration via the
respirabory sinus arrhythmia (RSA) [73], this is one
of the HRF time-domain tools that may be likely
linked to the anti-inflammatory cholinergic reflex [74].
Parasympathetic activity can also be quantified by the
power-spectral analysis of the HRF, providing the high
frequency (HF} index. Which physiological inflam-
matory processes modify the RMSSD index? For
instance, s;me atopic diseases, such as dermatitis, have
been linked to changes in the autonomic moduolation
towards a higher parssympathetic influence. Patients
with dermatitis had higher values of parasympathetic
parameters (increased RMSSD) than controls. There-
fore, authors have concluded that regional adjustments
should be caused by anti-inflammatory cholinergic
reflex relieving dermatitis symptoms [75]. Further-
more, other studies reinforce the suggestion that
cardiovagal activity, quantified by the analysis of HRF,
could provide insights to understand the immunovagal
route [21]. Importantly, some clinical studies have also
evaluated the relationship between inflammation and
HRF parameters in different contexts [T6—84].

In a recent study, we explored vagal modulation dur-
ing labor at term assuming that an anti-inflammatory
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cholinergic response was manifested during low-risk
labor. Thus, once obtained informed consent, we col-
lected at Maternal and Child Research Center, Mexico
City, Mexico (CIMIGen), 10 minutes segments of elec-
trocardiogram (ECG) from 30 women in low-risk labor
at the semi-Fowler position (mean age of 26 + 5 years)
without any complication and with normal pregnancy
outcome: maan APGAR (5 minutes) 8.9+ 0.7 point,
gestational age of 40+ 1 weeks and birth weight of
31751297

Women received intravenous oxytocin during early
labor to improve contractility. The ECG were recorded
during perinds with low uterine activity or not present-
ing contractions at all (LAB group), with the purpose
that hemodynamic changes due to uterine contractions
did not affect the HRF measurements. A second group
incloded HRF data segments collected during the last
trimester of gestation prior to labor from a different
group of 30 pregnant women (TRD group) with gesta-
tional age of 35 + 2 weeks.

A ECG portable device, Monica AN24, was used
for data acquisition. Sampling frequency was 900 Hz.
Required segments were delineated visually by using
the device’s software, displaying values of maternal
and fetal heart rate among BECG-dernved uwierine
activity.

Raw maternal ECGs were then processed using pre-
vious validated algorithms to generate RR intervals or
HRF series corresponding to LAB and TRID segments
[85]. All series consisted of 600 samples (spanning 5
to 10 minutes duration ).

Segments of both groups were analyzed to esti-
mate the average heart period (HF), RMSSD, and
HF peak index to estimate the respiration mte [B6].
Previous research [E7] has shown that the central fre-
quency location of the HF peak of HRF (Fig. b}
can be an appropriate index of respiration rate. There-
fore, the HF component of HRF is a wseful proxy
for respiration rate when respiration is not directly
measured.

RMS5D was estimated as:

n—1

RM55D = Z (NN + NN (1)
=1

where NN; is the doration of the i-th MM interval in the
analyzed ECG, and n is the number of all MN intervals
120, 88].

We found RMSSD statistical differences (jp < 0.03)
between LAB and TRD groups {(36£ ldms vs.
25 + 13 ms, respectively), without affecting neither HP
(705 £ 100 ms vs. 705 £ 9 ms, respectively), nor the

Tahie 1

Mean values (£50) of parameters of HRF (HE, RMSSD and HE

Peak). Gesiotional age of LA (40 £ | weeks) v pesistions] age of

TR (35 + 2 weeks) were siatically different (p < 0.00001) between
LAR ssd TRIY

GROUP HP (ms) RMSSI (ms) HF PEAK (Hz)

LAR TS5 =+ 100 3614 0.29 2006
TRID 05 90 25+ 1 020 L0086

*p< 003 between LAB snd TRIL

HF peak (0.29 & 0006 Hz vs. 0.29 £ 0.06 Hz, respec-
tivelyl; (Table 1).

These results indicate that the parasy mpathetic mod-
ulation of HRF was increased in the labor group (we
found higher levels of RMSSD in LAR vs. TRD
groups). This parameter then indicates an increased
parasympathetic activity during labor that may reflect
a counter-regulatory mechanism to restrain inflamma-
tion. Noteworthy, this increment did not affect the HP
parameter and thus we can discard differences in the
influence of ventilation between TRD and LAR groups
a5 indicated by the HF Peak.

PERINATAL MICROBIOTA

It is now known that vaginal bacteria commensals,
inchuding Lactobacillus crispates, L. jensenii, and L
riamaosus, have strong associations with the vaginal
epithelial cells. Vaginal bacterial commensals do not
trigger cytokine secretion, but as Lactobacilli play and
active role to moduolate cytokine production [B9], bac-
teria non~commensals can produce an inflammatory
process. Also, this consideration is supponted by the
fact that recent discoveries of variation in the compo-
sition of the microbiome of healthy individuals [90-92]
show the importance of identifying the processes that
could possibly give rise to such variation [93], and
there is a rising interest to study microbial community
ecology and the healthy microbiota [94, 95].

Before considering pregnancy, it is necessary to
review how is vaginal microbiota characterized in
non-pregnant women. Sindies have described the
composition of the vaginal microbiota during non-
pregnancy: Ravel et al. reported the resulis of a
pyrosequencing analysis of vaginal specimens from
8 sample of 400 non-pregnant healthy women; they
showed that the vaginal microbiota was dominated by
Lactobacilli, including L crispatus, L iners, L jensendi
and L. gasserii [91]. In accordance with these results,
other studies support the observation that species of
Laciobacillus dominate vaginal microbiota in most
nomal and healthy women [9%6-99]. However, the
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dynamics of the community composition of vaginal
microbiota are also affected by the phase of the men-
strual cycle, ethnicity, and to a certain extent, sexual
activity [100]. Moreover, it must be stressed that the
concept of & “normal and healthy™ vaginal microbiota
is hard to describe without having a full understand-
ing of its role and its effect on women's physiology.
According to some studies, one possible way to sepa-
rate between healthy and unhealthy vaginal microbiota
is based on the resulting predisposition to acquire sex-
ually transmitted infections [98, 101].

On the other hand, further evidence indicates that
thi structure of the vaginal microbiota differs signifi-
cantly during pregnancy, while other evidence suggests
that the microbiota of pregnant women is less diverse
and rich {in measured variance) throughout gesta-
tion and in proximity to the wterus. According to
Angaard et al. the richness of vaginal microbiota diver-
sity is reduced in pregnancy, with dominance of the
Lactobacillus species (L. inery crispatis, jensenii and
Jofmsonii, and the orders Loctobacillales, Clostrigi-
ales, Bactervidales, and Actinorycetales [102]. In this
study authors assume that the increased Lactobacillus
dominance in the vaginal microbiota during pregnancy
may be important for the first inoculum that deter-
mines peonate’s upper gastrointestinal microbiota
upon delivery, or for reducing the risk of ascending
infection or preterm birth. In fact, these results may be
linked with a remodeling of the gut microbiota over
the couwrse of pregmancy. The gut microbiota regis-
tered during the first trimester is comparable to that of
normal healthy controls, but this similanty shifts sub-
stantially {in terms of phylogenetic composition and
structure) over the cowrse of pregnancy. By the third
trimester an enrichment of Protechacteria and Acti-
nobacteria is observed in the majority of women [ 103].
(Ottman et al_ have reported that the activity and com-
position of the gut microbiota is affected by genetic
background, age, diet, and health status of the host
[104].

The possible interactions between gut and vaginal
microbiota are caused by the close proximity of the
vagina to the anus, exposing the vagina, cervix, and
uienus to bacteria and other microorganisms, and some-
how giving the intestine flora access to the reproductive
tract via the rectum and perineum.

‘What factors lead to this unbalance or dismicrobism
of vaginal microbiota? The incidence of vulvovagi-
nal candidiasis, urinary tract infection, and bacterial
vaginosis (BY), among other infections, affect vagi-
nal microbiota [105-108]. For example, during BY
the: microbiota is dominated by Gandrerella vaginalis

[109] and a number of anaerobic organisms. In con-
trast, normal fiora is dominated by various Lactobacilli
producing an acid environment with pH in the range
of 3.5 to 4.5 [110]. Bacterial vaginosis and asrobic
vaginitis have been claimed as important mechanisms.
responsible for preterm birth and perinatal compli-
cations [22, 111]. In addition, BY flora predisposes
women o infection by the human immunodeficiency
virus and sexually transmitted diseases [98]. Addition-
ally, some authors even suggest that, given the hygienic
practices of contemporary societies, N excessive use
of feminine-hygiene products could cause imbalances
in the vaginal microbiota which may promote infection
[z

It is also interesting to understand the mechanisms
of defense used in the control of infections; vagi-
nal defenses include: (i} mechanical barriers such
s the mocus layer, hemocidin and fibronecting, (i)
host protective enzymes (e. g. lysozyme and lacto-
ferrin), and (iii) host immune responses including
the complement system and secretory immunoglob-
ulin A (IgA), all of which are influenced by the
vaginal microbiota [113-115]. Another way to sus-
tain a healthy vaginal microbiota coold be based
on the oral and vaginal administration of probiotics.
The application of multi-strain probiotics to improve
pregnancy outcomes has already been tested in a
pilot study, with some success in terms of modulat-
ing immune parameters and vaginal microbiota [23].
Such probiotic supplementation can be associated with
a global anti-inflammatory effect on vaginal immu-
nity, with potential implications for preventing preterm
birth [23]. Particularly, L. rhamrosuy GR-1 is ahle
to op-regulate the anti-inflammatory cytokine inter-
leukin 10 (IL-10% and the colomy-stimuolating factor
3 (CSF3); and, independently to down-regulate the
pro-inflammatory cytoking THNF-wz in human placental
trophoblast cells [116-118]. Even the TMF-u has been
associated with infection-mediated preterm birth [119,
120]. These studies have suggested that the administra-
tion of probiotics may help restoring and maintaining
a healthy vaginal microbiota, and thus, that some pro-
biotic strains seem to have the ability to interfere with
the inflammatory pathway leading to premature deliv-
ery. Findings such as these lead us to suggest that some
kind of immune modulation by the vaginal microbiota
may be opposing the exacerbated inflammation pro-
cess observed during labor.

Mow, which is the importance of the vaginal micro-
biota for the newbom T At the time of birth, the newbom
is exposed to maternal microbiota [121-124]. The
passage through the genital tract is an essential part
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of this process because the mode of delivery alters
the meonatal microbiome [121-126]. In this comtext,
Dominguez-Bello et al. have shown that vaginally-
delivered newbomns acquired bacterial communities
resemble their own mother’s vaginal microbiota (dom-
inated by Lactobacillies, Prevotella, or Sreathia spp.);
and that caesarian seclion newboms harbored bac-
terial communities that were more similar to those
found on the skin surface, dominated by Staphylo-
coccus, Corynebacterium, and Propionibacterium spp.
[121]. Other resnlts indicate that Laoctobacillus found
in the maternal vagina influence the development of
the meonatal immune system [127]. Maternal antibi-
otics during labor were associated with a decreased
transmission rate of vaginal Lactobacillus flom to the
neonate during birth, which may have a preventive role
in the development of allergic diseases in the newbom
[128]. This evidence could be supported by the find-
ings of Reid et al, because they have found that in
some cases of bacterial infections, nonspecific antibi-
otics are used, killing the non-pathogenic members of
the microbiota as well as the pathogens and leading
to a substantial delay in the restoration of a healthy
microbiota [129].

EVOLUTIONARY FERSPECTIVES

As in humans, several taxa have developed associ-
ations with microbial life, affecting different aspects
of their health, sociality and reproduction [e.g., insects
130, 131; aquatic organisms. 132; amphibians 133; rep-
tiles 134—136; birds 137, 138; camivores 139, 140,
primates 141, 142]. Accordingly, the vaginal micro-
biota may also be regarded as a symbiotic relationship.
Symbioses are believed to be ancient, as they involve a
long history of interdependence and natural selection
involving the coevolution of microbial and host traits
that reinforce the relationship [143].

Diifferent species use a variety of behaviors which,
acting also as social bonding mechanisms, may allow
fior the direct and indirect transmission of microbiota
[144], including licking [ 145] and grooming [ 146]. For
instance, crucial to regulation of mammalian develop-
ment are maternal biochemicals provided to offspring
through lactation [147]: an ancient adapiation aris-
ing several million years ago, with the function of
protecting the product from both desiccation and col-
onization by microbial pathogens [148]. A study by
Bailey and Coe [149] signals the importance of the
mother-infant relationship. These authors found that
in infant rhesus monkeys, the integrity of their micro-

biota suffered important modifications after separation
from their mothers, suggesting that this social dismup-
tion lead to an internal environment that was more
prone to infection by pathogens. Indeed, it is during
suckling when infants receive specific microbe strains
from their mothers [150]. A varety of milk compo-
nents nourish a newbom by providing the compounds
that promote growth, modulate the immune system,
promeote cognitive development and help establishing a
normal gastrointestinal microbiota [ 151]. Forexample,
human milk contains large amounts of oligosaccha-
rides that are not directly assimilated by imfants.
Instead, these oligosaccharides feed the bacteria B.
longum infanfis, a primary link in the process of
infant’s mutrition that helps modulating the immune
responses in the intestines and with an important role
in the biocomversion of digested nutrients [152]. Some
anthors have suggested that, compared to that found
in other primates and probably doe to their beneficial
microbiological properties, the significantly greater
oligonsaccharide concentration found in homan milk
could have been selected based on the particular dis-
ease ecodogy of humans [ 153].

Recent developments in metagenomic methods
allow the identification of the microbial communities
composition by means of DMA sequencing, without the
need for specific cultures, providing important insights
into within and inter-individoal wvariation [154].
Evidence suggests that, in contrast to bacterial commu-
nities found in non-human primates and as described
befiore, the healthy human vaginal microbiota is char-
acteristically dominated by the presence of Lactebacil-
s [30]. Such findings allow asking about the selective
pressures leading to the establishment of this relation-
ship across the evolotionary history of the organisms
involved. Stumpf et al. [30] have recently suggested
three hypotheses explaining the comparative unigque-
ness of the homan vaginal microbiome. Their first
argument is that, given that the abundant Laciobacillins
are related to estrogen levels in women of reproductive
age, their presence could be related to differences in the
reproductive cycles between humans and non-human
primates. As the vaginal microbiota of most other non-
human primates of reproductive age resembles that of
non-reproductive human females, its presence could
offer protective advantages from pathogens during the
crucial periovulatory periods [30]. In this sense, com-
parative evidence from apes suggests that menopause
is mot common among chimpanzees [155], gorllas
[156] or orangutans [ 157]. and therefore, that the abun-
dant presence of Lactobacillus and menopanse could
be both derived features of the human life-cycle [155,
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158]. The second hypothesis of Stumpf et al. is that the
uniqueness of the human vaginal microbiome may be
related to human’s unique sexuality. i.e., the continuous
female sexual receptivity increases females exposure
to greater risks of infection and thus a symbiosis that
could, somehow, minimize such risks would be highly
advantageous and selected. Perhaps current devel-
opments involving the primate vaginal microbiome
should focus research efforts on the wide variety of
primate’s reproductive systems and expand our knowl-
edge on this aspect of the distinctiveness of the human
primate [30]. Last but not least. by means of an “obstet-
ric protection hypothesis”, Stumpf et al. suggest that
the size of the product in relation to the size of the pel vic
outlet could increase the risks of infection to the mother
and the fetus, and therefore that a symbiosis reducing
such risks would be highly advantageous [30].

CONCLUSION

On the basis of this review, we consider low-
risk labor at term as a sterile inflammatory event

o

Y or vaginal microbiome (Image adapied from

where three important entities come into interplay
(Fig. 3). The first is the mother, whose HRF anal-
ysis provides a non-invasive tool to disentangle the
role of the anti-inflammatory vagal reflex during labor.
The second eatity is the vaginal microbiota, where
its immunomodulation properties may be based on
the modification of bacterial colonies; in particular,
the family of Lactobacilli seems to play a key role
in this process. The final entity is the fetus, play-
ing an important role on the labor process; the fetal
heart rate fluctuations may also represent another
important marker to understand more about the anti-
inflammatory process during the process of labor.
While this is a promising path for future research, in
this review we have focused our efforts in underlying
the primary role of the mother.
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ASOCIACION DE UNA RESPUESTA
INFLAMATORIA CON LA DINAMICA En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
DE LAS FLUCTUACIONES DE LA del dia 20 del mes de julio del afio 2017 en la Unidad
FRECUENCIA CARDIACA DURANTE Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
EL TRABAJO DE PARTO A suscritos miembros del jurado:

TERMINO Y DE BAJO RIESGO
DR. LENIN PAVON ROMERO

DR. MIGUEL ANGEL PENA CASTILLO

DRA. CLAUDIA LERMA GONZALEZ

DR. BENJAMIN DOMINGUEZ TREJO

DRA. MERCEDES JATZIRI GAITAN GONZALEZ

Bajo la Presidencia del primero Y con cardcter de

Secretaria la tltima, se reunieron a la presentacién de 1la

Rlal | Disertacién Piblica cuya denominacién aparece al margen,
3 para la obtencién del grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS (INGENIERIA BIOMEDICA)

DE: JOSE JAVIER REYES LAGOS

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
g Ax¥ ~ - de Estudios Superiores de 1la Universidad Auténoma
3 - Al Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

ER EYES LAGOS
ALUMNO

/

\ . 77A Q_f_o_bgi L 570 TR
Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicé al
interesado el resultado de la evaluacién Y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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VOCAL VOCAL SECRETARIA
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DRA. CLAUDIA LERMA GONZALEZ DR. BEI IN DOMINGUEZ TREJO DRA. MERCEDES JATZIRI GAITAN GONZALEZ
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