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RESUMEN

En el presente trabajo se evalu6 si la administracién exdgena de Progesterona
y Tadalafil favorece el desarrollo placentario y el crecimiento intrauterino fetal
en las gestaciones hibridas entre borregos Cimarron y ovejas domeésticas
(Ovis canadensis x O. aries). Para ello, se transfirieron embriones hibridos (O.
canadensis x O. aries) a receptoras domeésticas (O. aries) y al diagnosticarlas
como gestantes fueron divididas en 5 grupos: grupo 1 (n=5, embrién doméstico
sin tratamiento), grupo 2 (n= 4, embrion hibrido sin tratamiento), grupo 3 (n=4,
embrion hibrido + P4), grupo 4 (n=4, embrién hibrido + P4 + Tadalafil) y grupo
5 (n=5 embrién hibrido + Tadalafil). Al parto se determiné la duracién de la
gestacion, el peso de los corderos, el largo y ancho de la placenta, asi como el
namero, area y peso de los cotiledones. Se presentaron las menores
concentraciones de P4 en el grupo 2 a lo largo de la gestacion, y en el caso de
PIGF-1 se obtuvieron las mayores concentraciones en el grupo 2 en el segundo
y tercer tercio de la misma. De VEGF se obtuvieron las mayores
concentraciones durante el segundo y tercer tercios de todos los grupos con
gestaciones hibridas. La duracion de la gestacion fue significativamente mayor
en el grupo 3 (155.6 = 1.3 dias) y significativamente menor en el grupo 1 (146.6
+ 1.1 dias) (P< 0.05). El mayor peso de los corderos al nacimiento se obtuvo en
el grupo 1 (5.64 + 0.4 kg), mientras que el menor peso fue el del grupo 2 (2.42
+ 0.4 kg (P<0.05). La longitud de la placenta fue similar en todos los grupos,
mientras que el ancho de la placenta fue significativamente mayor en el grupo 4
(32.4 £ 2.3 cm) y significativamente menor en el grupo 2 (19.25 £+ 2.6 cm). El
namero de cotiledones fue mayor en el grupo 5 (76.8 £ 4.6) y significativamente
menor en el grupo 2 (55.5 £ 5.1). En el area de los cotiledones existieron
diferencias significativas entre los cinco grupos, teniendo el grupo 1 la mayor
area (6.54 £ 0.3 mm?) y el grupo 4 la menor (1.75 = 0.34 mm?2) (P < 0.05). En
cuanto al peso de los cotiledones, éste fue mayor en el grupo 1 (2.93+0.3gr)y
significativamente menor en el grupo 4 (1.35 + 0.3). Puede concluirse que la
administracién de progesterona y tadalafil incrementan las concentraciones

séricas de hormonas como la Progesterona (P4), el Factor de Crecimiento



Placentario tipo 1 (PIGF-1) y el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular



(VEGF), favorecen el desarrollo placentario e incrementan el peso de las crias
al nacimiento, lo cual es fundamental en el caso de una gestacion restringida,

como la que se establece entre borregos Cimarron y ovejas domesticas.

Palabras clave: Ovis canadensis, Ovis aries, gestacion restringida,
placenta, progesterona, VEGF, PIGF-1, tadalafil.
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ABSTRACT

In this study we assessed whether exogenous administration of progesterone
and Tadalafil favors placental development and intrauterine fetal growth in
hybrid pregnancies between Cimarron sheep and domestic sheep (Ovis
canadensis X O. aries). To do this, hybrid embryos (O. canadensis X O. aries )
were transferred to domestic sheep (O. aries). When the ewes were diagnosed
as pregnant they were divided into 5 groups : group 1 ( n = 5, domestic embryo
without treatment) , Group 2 ( n =4, hybrid embryo without treatment) , group 3
(n=4 hybrid embryo + P4), group 4 (n =4, hybrid embryo + P4 + Tadalafil)
and group 5 ( n = 5 hybrid embryo + Tadalafil) . The duration of pregnancy,
weight of the newborn lambs, length and width of the placenta, number of
cotyledons and their area and weight were determined. The lowest
concentrations of P4 occurred in group 2 throughout gestation, whereas the
highest concentrations of PIGF -1 during the second and last third of pregnancy
were found in group 2. Within each type of hybrid pregnancy the highest
concentrations of VEGF were obtained during the second and last third of all
groups with hybrid pregnancies. The length of gestation was significantly larger
in group 3 (155.6 + 1.3 days) and significantly shorter in group 1 (146.6 £ 1.1
days (P < 0.05). The greatest weight at birth was obtained in group 1 (5.64 + 0.4
kg), while the lowest weight was in group 2 (2.42 £ 0.4 kg (P < 0.05). The length
of the placenta was similar in all groups, while its weight was larger in group 4
(32.4 £ 2.3 cm) and smaller in group 2 (19.25 + 2.6 cm). The number of
cotyledons was larger in group 5 (76.8 = 4.6) and lower in group 2 (55.5 + 5.1).
With respect to the area of the cotyledons there were significant differences
among the five groups, with group 1 having the largest area (6.54 + 0.3 mm?)
and group 4 the smallest ( 1.75 + 0.34 mm? ) ( P < 0.05). The weight of the
cotyledons was higher in group 1 (2.93 + 0.3 g ) and significantly lower in group
4 (1.35 £ 0.3). It can be concluded that administering progesterone and tadalafil
increased serum concentrations of hormones progesterone (P4), placental
growth factor type 1 (PIGF - 1) and Vascular Endothelial Growth factor (VEGF ),

favoring placental development and resulting in increased weight at birth. These
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effects could be essential in the case of a restricted gestation, like the one
established between Bighorn sheep and domestic sheep.

Keywords: Ovis canadensis, Ovis aries, restricted gestation, placenta,
progesterone, VEGF, PIGF -1, Tadalafil.
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I. INTRODUCCION

Una inadecuada vascularizacién y un menor tamafio de la placenta a lo largo
de la gestacion, condicién que se denomina crecimiento intrauterino restringido
(IUGR), origina un menor crecimiento fetal intrauterino y el nacimiento de crias
pequefas (Wu et al., 2008; Fowden et al., 2010).

Inicialmente esta condicién fue observada en mujeres con pre-eclampsia cuyos
productos al nacimiento presentaron un tamafio menor al normal (Malamitsi et
al., 2005; Wu et al., 2008; Ahmed et al., 2009). Son numerosos los factores que
se pueden relacionar con el desarrollo de la placenta y el crecimiento fetal,
incluyendo la participacion fundamental de hormonas como la progesterona, el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento
placentario tipo 1 (PIGF-1), los dos ultimos considerados como los principales
reguladores de la angiogénesis placentaria. Los modelos para el estudio de
estos el IUGR han sido mujeres con pre-eclampsia y los nifios recién nacidos
con evidente retraso en su crecimiento (Malamitsi et al., 2005; Wu et al., 2008;
Ahmed, 2009).

También se han desarrollado modelos animales para provocar IUGR. En
algunos de ellos se hace disminuyendo el flujo sanguineo entre la placenta y el
feto mediante la ligadura de una de las arterias umbilicales fetales (Miller et al.,
2009). En otros se limitan los sitios de implantacion entre el endometrio y la
placenta mediante la resercion parcial de las carunculas endometriales (Owens
et al., 1989). También se estudian las placentas y crias durante condiciones
gue provocan restriccion de la vascularizacion placentaria y menor crecimiento
intrauterino, como las camadas numerosas (Wu et al., 2006; Gootwine et al.,
2007; Lassala et al., 2011). También se ha restringido la alimentacién o se ha
sobrealimentado a las hembras gestantes para evaluar los efectos de la
nutricion sobre el desarrollo placentario, cotiledonario o fetal y sobre las
concentraciones de diferentes hormonas, aminoacidos y metabolitos esenciales
(Lassala et al., 2009; Satterfield et al., 2010; Lassala et al., 2011).

13



Un modelo novedoso y consistente para el estudio de gestaciones con IUGR,

es el establecido al producir gestaciones hibridas entre especies
filogenéticamente lejanas, como la oveja doméstica (Ovis aries) y el borrego
Cimarron (Ovis canadensis), ya que ese ha demostrado que en gestaciones

resultantes de dicha cruza existe pobre desarrollo de la placenta y el producto.

La produccién de hembras hibridas se contempla como una opcion viable para
la multiplicacién de especies amenazadas o en peligro de extincion, como es
el caso del borrego Cimarrén (Ovis canadensis mexicana) en México (Mejia et
al., 2001, 2008). El borrego Cimarron en México tiene un gran valor cultural y
econémico, lo que justifica el establecimiento y desarrollo de estrategias
biotecnoldgicas , como la recoleccion y congelacion de semen, la inseminacion

artificial y la transferencia de embriones, entre otras (Madan et al., 1994).

En México el borrego Cimarron se encuentra en la categoria de “Proteccion
Especial” de acuerdo con la norma oficial NOM-059-ECOL-2001. Las
poblaciones de esta especie en México se encuentran registradas en el
apéndice 1l del CITES ubicandolas como una especie amenazada Yy
otorgandoles proteccion adicional al controlar la exportacion de cualquier parte

del animal.

Debido a la situacion del Cimarrén, se han derivado diversas investigaciones
para su conservacion, en una de éstas se demostrd que al transferir embriones
puros de cimarron a ovejas receptoras domeésticas los embriones no logran
implantarse, lo que se atribuy6 a un posible fallo en el reconocimiento materno
de la gestacidén. Sin embargo, en el mismo estudio también se vio que si es
posible llevar a cabo la implantacion de embriones cimarrén si se utilizan como
receptoras ovejas hibridas (F1), confirmandose este hecho a través de la
ultrasonografia de imagen 40 dias después de la transferencia, donde se logré
identificar cavidades llenas de liquido, placentomas, amnios, cordén umbilical y
el latido cardiaco. Desafortunadamente dicha gestacion se perdié en dia 156,

aproximadamente 20 dias antes de la ocurrencia del parto de una hembra
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Cimarron en condiciones naturales. Esta falla gestacional se atribuyé a un
desarrollo placentario incapaz de soportar el rapido crecimiento de sus
estructuras y del producto durante el Ultimo tercio de gestacion, etapa en la que
el crecimiento es exponencial. De cualquier manera, se demostré que las
borregas hibridas pueden mantener una gestacion de embriones cimarrén
(Mejia., et al 2008).

Desafortunadamente, la produccién de hembras F1 no es sencilla, ya que las
gestaciones interespecie de borregos Cimarron con domésticos (Ovis
canadensis x O. aries) poseen caracteristicas particulares. Por ejemplo, la
duracién de la gestacion es mayor (152 + 1.41 dias), que la de una gestacion
normal de oveja doméstica. Ademas, en las gestaciones hibridas hay menores
concentraciones de progesterona sérica a lo largo de la gestacion, un
inadecuado desarrollo placentario, vascularizacion disminuida, asi como menor
namero y tamafo de cotiledones, todo lo cual resulta en el nacimiento de crias
de bajo peso y tamafio (Calderén, 2009; Gomez, 2013). Ademas se han
observado mayores niveles séricos de VEGF en gestaciones hibridas que en
gestaciones domesticas y una mayor concentracion sérica de PIGF-1 en
gestaciones (Ovis aries x Ovis aries), que en gestaciones hibridas (Ovis aries x

Ovis canadensis) (Gomez, 2013).

En la oveja, el establecimiento y mantenimiento de la gestacidon requiere de la
integracion e intercambio de sefiales endocrinas y paracrinas entre el ovario, el
Utero, la placenta y el feto (Spencer et al.,, 2007). La unidad feto-placentaria
tiene un papel muy importante para la sintesis de hormonas, la regulacion del
crecimiento fetal y el mantenimiento de la gestacién. La placenta colabora con
la madre y el feto para la sintesis de hormonas esteroides y peptidicas que se

secretan tanto hacia la circulaciéon materna como a la fetal (Neill, 2005).

El mantenimiento de la gestacion depende en gran parte del intenso
crecimiento y la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) en la

placenta, lo cual se asocia directamente con el volumen del flujo sanguineo
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uterino y umbilical y se refleja finalmente en el peso fetal y tamafio de la
placenta (Reynolds et al., 2005).

Il. REVISION DE LITERATURA

Generalidades Reproductivas del Ovino Doméstico y el

Borrego Cimarron.

Ciclo Estral

El periodo de actividad reproductiva tanto en las borregas domésticas como en
las cimarron esta centrado en las estaciones de otofio e invierno (especie
poliéstrica estacional de dias cortos) (Rosa y Bryant, 2003). La estacionalidad
reproductiva permite que las crias nazcan en la mejor época del afio y tengan

por lo tanto una mayor probabilidad de supervivencia (Porras et al., 2003).

En las ovejas domeésticas el ciclo estral tiene una duracion aproximada de 17
dias y esta controlado principalmente por la actividad del ovario, de modo que
se diferencian dos etapas, la folicular y la lGtea. La fase folicular es aquella en
la que los foliculos en desarrollo secretan estradiol (E2), la cual incluye el
proestro, con una duracion de 2 a 3 dias y caracterizado por un crecimiento
folicular rapido y la secrecidon de estrégenos bajo la estimulacion de las
gonadotropinas hipofisiarias, hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona
luteinizante (LH), asi como el estro, que tiene una duraciéon de uno a dos dias.
La aceptacion de la hembra al apareamiento es la conducta mas notoria en el
estro (Evans et al., 2000; Evans, 2003) y la ovulacién ocurre hacia el final del
mismo (24 a 36 horas después de su inicio). La fase lutea es dominada por uno
0 varios cuerpos luteos que produce(n) progesterona (P4). Dentro de esta fase
esta incluido el metaestro, con una duracién de 3 dias y que abarca desde que
termina el estro hasta que se completa la formacién del cuerpo lateo, y el
diestro, que dura de 9 a 10 dias y es la fase dominante del ciclo y se
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caracteriza por la plena funcionalidad del cuerpo Iuteo (Hansel y Convey, 1983;
Senger, 2003).

Fase folicular

Durante esta fase, los foliculos dominantes presentes en el ovario al terminar
una fase latea evolucionan hacia foliculos ovulatorios. El desarrollo folicular en
la oveja ocurre en forma de ondas u oleadas, con 3 6 4 ondas en cada ciclo
estral (Evans et al., 2000). En cada onda se diferencian varias etapas,
distinguiéndose el reclutamiento inicial a partir de foliculos sensibles a
gonadotropinas, la posterior seleccion de foliculos viables, y la evolucion final
de un foliculo dominante, mientras que el resto de los integrantes de la oleada

sufren regresion o atresia (Evans, 2003).

El fendbmeno de reclutamiento ocurre sobre los foliculos sensibles a
gonadotropinas hipofisarias, que se caracterizan por su capacidad de iniciar la
sintesis de hormonas esteroides en respuesta a las hormonas luteinizante (LH)
y foliculo estimulante (FSH) (Driancourt, 2001). Los foliculos reclutados y
seleccionados continban creciendo hasta que uno o varios adquieren
dominancia, caracterizada su la presencia de receptores para LH en sus
células de la granulosa, asi por la secrecion de cantidades importantes de E2 e
inhibina. Esta Ultima hormona actia a nivel hipofisiario disminuyendo la
secrecion de FSH, lo que provoca que los foliculos pertenecientes a la oleada
pero que no son dominantes sufran atresia. Al mismo tiempo el E2 estimula la
produccion pulsétil de LH (Gonzélez-Bulnes et al., 2004), cuyos pulsos van
aumentando de amplitud hasta que tiene lugar una gran descarga conocida
como “pico preovulatorio de la LH”, a partir del cual se inician los fenbmenos
gue conducen a la destruccion de la pared del foliculo ovulatorio y a la

liberacion del oocito para que pueda ser fecundado.
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Fase lUtea

Tras la ovulacion se forma el cuerpo lateo (CL) por accién de la LH. Las
células foliculares se diferencian en células lateas, cuya capacidad
esteroidogénica se centra en la produccibn de P4. La liberacion de
progesterona por el CL es mantenida por la accion de diversas hormonas, entre
las que destaca la LH. Las elevadas concentracion de P4 ejerce una
retroalimentacion negativa sobre el hipotdlamo durante la fase lUtea, inhibiendo
la liberacion frecuente de GnRH y de gonadotropinas, lo que impide el
desarrollo final (preovulatorio) de los foliculos dominantes que se desarrollen a
partir de oleadas foliculares llevadas a cabo durante la fase Iutea temprana o
intermedia manteniéndose esta situacién hasta que finalice la fase latea con la
destruccion del CL (Diaz et al., 2002; Niswender et al., 2002).

En caso de no producirse la gestacion el cuerpo lateo sufre una regresion o
luteolisis mediada por la prostaglandina F2a (PGF2a), fundamentalmente de
origen uterino aunque las células lateas también tienen la capacidad de
producirla. Ademas de alterar la capacidad esteroidogénica de las células
luteas, la PGF2a influye sobre el aporte sanguineo al CL. Los cambios
morfologicos que se suceden durante la luteolisis incluyen la degeneracion de
los capilares sanguineos, el acimulo de vacuolas lipidicas en las células Iuteas
y un aumento del niamero de lisosomas. La caida en las concentraciones de P4
permite el incremento en la frecuencia de secrecion de GnRH y de
gonadotropinas necesario para la maduracion de un nuevo foliculo ovulatorio y

el inicio de un nuevo ciclo (Diaz et al., 2002).

Hasta el momento no se conocen con detalle las caracteristicas de las fases
del ciclo estral de las hembras de borrego Cimarrén (Monson y Summer, 1990).
Se sabe que el ciclo estral en esta especie dura alrededor de 28 dias, y el
estro tiene una duracion aproximada de 48 horas, pero se desconocen las
caracteristicas y la duracion de las otras fases del ciclo (proestro, metaestro y

diestro). También se sabe que la duracion de la gestacidon es distinta entre las
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ovejas domésticas (146 a 150 dias) y las hembras Cimarron (175 a 179 dias).
Las ovejas Cimarron tienen normalmente solo una cria por parto, aunque se
han reportado algunos partos gemelares (Monson y Sumner, 1980; Alvarez y
Medellin, 2005).

Pre-implantacion

En el periodo de pre-implantacion, el cigoto formado luego de la fertilizacion
se divide en 2 blastomeros idénticos, comenzando la etapa de segmentacion,
durante la cual los blastbmeros se siguen dividiendo hasta formar una mérula.
Una vez fecundado, el cigoto desciende por el oviducto y alcanza el utero
alrededor del dia 4 post-coito. Alli experimenta una serie de cambios
estructurales que le permiten adaptarse al ambiente materno. Alrededor del dia
6 post-coito se produce la evoluciéon a blastocisto, constituido por una cavidad
(blastocele) rodeada por una monocapa celular (trofoectodermo), el cual rodea
a un pequefo grupo celular, llamado masa celular interna, a partir del cual se
desarrollara el embrion (Duranthon et al., 2008). Posteriormente, entre los dias
8 y9 después de la fertilizacion se rompe la zona pellcida y el blastocisto
eclosiona exponiendo la superficie del trofoblasto al medio uterino (Roberts et
al.,, 2008). En este proceso, denominado “eclosién”, la zona pellcida se
desgarrra y el blastocito sale a través de dicha abertura, con lo que el
trofoectodermo queda en contacto directo con el liquido uterino. Durante los
dias siguientes el blastocito continta creciendo y desarrollandose (Spencer et
al., 2007).

En los rumiantes y en los porcinos, el blastocisto eclosionado comienza a
alargarse en la denominada fase de elongacién, cambiando de una forma
esférica a una forma tubular/filamentosa alrededor del dia 10 y 11 de la
gestacion. Durante esta fase de elongacién se forman las membranas
extraembrionarias, pasando a denominarse conceptus (embrion y sus

envolturas) (Spencer et al., 2004).
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El trofoblasto del blastocito tubular se alarga en forma de filamento,
alcanzando una longitud de casi 25 cm hacia el dia 17 de la gestacion. El
crecimiento del trofoblasto provoca que el blastocito abarque todo el espacio
intrauterino y se inmovilice (Spencer et al., 2007). El embrién se nutre del
histotrofo, constituido por secreciones del epitelio luminal y glandular del
endometrio bajo la influencia de la progesterona (Spencer et al., 2007).

Una vez iniciada la fase de elongacién, el trofoectodermo emite una sefial que
origina el reconocimiento de la gestacion por parte del uterino, evitando que se
desencadene el mecanismo luteolitico y que se inicie un nuevo ciclo estral
(Spencer et al., 2004).

El reconocimiento de la gestacion comprende el proceso fisiologico por el que
el embrion indica su presencia a la madre para prolongar la vida del CL,
evitando una caida en la concentracion de P4. En los rumiantes, la luteolisis es
prevenida por la accion de la molécula Interferon-tau (IFN-t) (Spencer et al.,
2004), la cual es secretada por las células mononucleares del embridn. Esta
molécula es considerada como la sefial de reconocimiento maternal de la

gestacion en los rumiantes (Roberts et al., 1996).

Inicialmente, IFN-t fue descrito como proteina trofoblastica ovina (Godkin et al.,
1984) pasando luego a denominarse IFN-t al demostrarse que poseia
caracteristicas similares a las de otras proteinas pertenecientes a la familia de
interferones de tipo | (Imakawa et al., 1987; Salamonsen et al., 1988; Roberts
et al., 2008).

Desde el estado de blastocisto es posible detectar niveles bajos de ARNmM
para IFNT-t y de la proteina IFN-t, incrementandose su produccién
drasticamente alrededor del dia 10 de la gestacién al iniciarse la fase de
elongacion del embrion y su orientacion sobre la superficie endometrial (Ealy y
Yang, 2009). Las células del trofoectodermo contindan produciendo el IFN-t
entre el dia 10 y 25 (Song et al., 2008). Ademas se ha detectado la presencia

de receptores para interferon en embriones de dias 15 y 16 dias de edad, por
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lo que se ha considerado la posibilidad de una actividad autocrina de IFN-t
como regulador de su propia secrecion (Imakawa et al., 2002). Tras alcanzar
una concentracion maxima en el dia 14 a 16 de la gestacion, la expresion de
IFN-t disminuye hasta dejar de ser detectable a partir del dia 25 (Spencer et al.,
2004). El efecto antiluteolitico de esta molécula embrionaria se basa en inhibir
la liberacion pulsatil de PGF2a por parte del Gtero. Para ello el IFN-t actia de
forma paracrina sobre el endometrio, bloqueando la expresion de receptores
para oxitocina (OT) como consecuencia de la inhibicion previa de receptores
para estrogenos (Spencer et al., 1995). Al impedir el incremento de receptores
para estrogenos en el epitelio luminal y glandulas superficiales del Utero
alrededor del dia 13 de la gestacion, el IFN-t inhibe indirectamente la expresion
de los receptores para OT en estos compartimentos, debido a que el gen de
este receptor incluye elementos de respuesta a estrogenos en su sitio
regulador. La inhibicion de la expresion de los receptores para OT interfiere con
la liberacion pulsatii de PGF2a, aunque sin alterar la produccion basal de
prostaglandinas (Dorniak et al., 2011), por lo que las ovejas gestantes si
secretan PGF2a, pero lo hacen en forma de una elevacion constante de sus
concentraciones basales en lugar de liberarla en forma de los pulsos que se

requieren para producir la luteolisis en la oveja (Zarco et al., 1988).

Implantacién

En la oveja, la implantacion consiste en la union superficial (no invasiva) entre
el trofoectodermo embrionario y el epitelio endometrial En cambio, los
carnivoros, roedores y primates tienen una implantacion invasiva, ya que el
blastocisto alcanza los vasos sanguineos del estroma (Bazer et al., 2009). El
proceso de implantacion en la especie ovina se inicia el dia 15-16 de gestacion,

no completandose hasta los dias 50-60 (Spencer et al., 2004).

La implantacion se inicia con la fase de aposicion en los dias 12-15, que
consiste en la unién inestable del embrién al endometrio. El trofoectodermo

desarrolla unas proyecciones citoplasmicas que forman interdigitaciones con el
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epitelio uterino e invaden los conductos superficiales de las glandulas (Bazer et
al., 2009). Esta union temprana del trofoectodermo al endometrio parece
requerir la pérdida de componentes anti-adhesivos en las células del epitelio
luminal y de las glandulas superficiales. En la oveja y en la cerda, la
implantacion se inicia cuando disminuye la expresion de la glicoproteina
mucina 1 a nivel del endometrio, coincidiendo con la desaparicion del receptor
de progesterona alrededor del dia 11. Esta sustancia actia como una barrera
gue impide la adhesién, y su pérdida permite la exposicion de los receptores de
diversos componentes, fundamentalmente integrinas y glicoproteinas
implicadas en la adhesién entre el epitelio endometrial y el trofoblasto (Johnson
et al., 2001; Spencer et al., 2004).

Las integrinas son una familia de receptores transmembranales que intervienen
en la transduccion de sefales celulares reguladoras de los procesos de
adhesion (Johnson et al., 2001). A diferencia de otras especies, la expresion de
las integrinas en el epitelio luminal y glandular de la oveja es constitutiva y no
esta influenciada por la existencia de una gestacion, por lo que la receptividad
del utero ovino a la implantacion parece estar determinada por otras
sustancias, entre las que destacan la osteopontina, que ejerce de ligando de
las integrinas, y la galectina-15 propia del endometrio ovino y caprino (Spencer
et al., 2004; Bazer et al., 2009).

En la especie ovina, la union al endometrio comienza cuando las células
gigantes binucleadas del trofoblasto se fusionan con el epitelio luminal
caruncular formando un sincitio de células trinucleadas. La fusion de estos
sincitios crea unas placas que cubren la superficie de la carancula colaborando

en la formacién de los placentomas (Spencer et al., 2004; Bazer et al., 2009).

Membranas Placentarias

Las membranas placentarias aseguran la proteccion, nutricién, respiracion y

eliminaciéon de desechos metabdlicos del embriébn. Son estructuras que se
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desarrollan a partir del cigoto, pero que no forman parte del embrion
propiamente dicho. Estan constituidas por tejidos vivos extraembrionarios, pero
en continuidad con los del propio embridn, los cuales se presentan en forma de
bolsas y diverticulos. Dado que facilitan el intercambio entre los vasos
embrionarios y maternos, pueden presentar una importante vascularizacion.

El saco vitelino se forma a partir de un diverticulo del intestino, cuyas paredes
estan formadas por el endodermo recubierto externamente por el mesodermo
de la esplecnopleura. Al principio del desarrollo el saco vitelino tiene un papel
trofico y respiratorio, y se forman los primeros islotes sanguineos en sus

paredes.

El amnios tiene una pared constituida por ectodermo extraembrionario y
mesodermo. El alantoides se desprende del intestino posterior, el cual esta
formado por el endodermo y mesodermo de la esplacnopleura. El alantoides se
desarrolla rapidamente y pronto establece contacto con el corion para formar el
alantocorion, que entra en contacto con la mucosa uterina. Entre ambos, el
alantocorion (placenta fetal) mas la mucosa uterina (placenta materna), forman
la placenta, cumpliendo la funcion de establecer contacto con el Utero y ser un
organo de intercambio entre el embridon y el organismo materno en ambos
sentidos: hacia el feto y hacia la madre. El corion es la envoltura mas externa,
gue encierra al embridn y a todas las estructuras precedentes, esta formado
por una capa externa, el trofoblasto, y otra interna, intimamente adherida al

mesodermo (Climent y Bascuas, 1989).

El amnios se cierra muy pronto (pleuroamnios), en la oveja entre el dia 15 y
18. El liquido amnidtico es de color grisdceo o amarillo claro. Es de llamar la
atencion el numero de excreciones epiteliales del amnios, que constituyen unas
estratificaciones blanco grisaceas de tamafio variables, que forman apéndices
dentados en la vaina amniotica del cordon umbilical. El alantoides, se
desarrolla rdpidamente, pero no rodea al amnios por completo, quedando la
parte dorsal al descubierto. El liquido alantoideo es acuoso, de color amarillo

claro, puede contener corpusculos verdosos o grisaceos que se consideran
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como hipémanes, con un efecto estimulante sobre la produccion lactea. El
corion se encuentra cubierto de vellosidades primarias a los 15-16 dias, los
cotiledones estan formados a los 40.5 dias y se ensamblan con las carinculas
al final del segundo mes. El cordon umbilical es relativamente corto, de un
cuarto de la longitud del feto y posee solo un segmento amniético. El cordén
umbilical lo integra exclusivamente el pediculo alantoideo, por donde discurren
dos arterias y dos venas, que confluyen en una antes de penetrar en el embrién

(Climent y Bascuas, 1989).

Antes de la implantacion el embrion es avascular ya que el alantoides aparece
hacia el dia 15 de la gestacion y en el mesodermo se comienzan a formar los
vasos sanguineos. Sin embargo, la velocidad de la formacion de vasos
sanguineos es menor que la de expansion del corion avascular, dejando asi
grandes areas desprovistas de vasos sanguineos lo cual es evidente hasta
aproximadamente el dia 32 de la gestacion, cuando la mayor parte del
alantoides ya esta vascularizado. Sin embargo, hay variaciones individuales en
este aspecto, pues a la misma edad, el area vascular del corioalantoides es

diferente cuando se comparan diferentes embriones (Rodriguez et al., 2005).

Placenta

En los mamiferos el crecimiento y la sobrevivencia del feto durante su
desarrollo dependen exclusivamente de la placenta, conformada por tejidos
maternos y fetales. EI componente fetal esta representado por el corion, el cual
de acuerdo al tipo de placentacion, esta asociado con el saco vitelino o con el
alantoides. Por su parte el componente materno esta dado por la zona mas

superficial del endometrio uterino.

Antes de la formacion de la placenta se producen diversas modificaciones en
las envolturas embrionarias y en la mucosa uterina, es decir, en las estructuras
gue van a entrar en contacto una con otra. En primer lugar se forman en la
superficie del corion las vellosidades primarias, simples evaginaciones
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trofoblasticas. Estas adquieren una base conjuntiva por donde penetran los
vasos, transformandose en vellosidades secundarias, que aumentan la
superficie y se hunden en la mucosa del Utero (Roa et al., 2012).

Las vellosidades secundarias no se forman necesariamente en toda la
superficie del corion, sino que pueden existir zonas donde el corion aparece
como una envoltura lisa provista de un epitelio alto que contacta simplemente
con la mucosa uterina, donde se formaran unas zonas de corion dotadas de
vellosidades (corion frondoso) y otras desprovistas de ellas (corion liso)

(Climent y Bascuas, 1989).

La placenta forma una verdadera interfase entre la circulacion materna y fetal,
facilitando el intercambio gaseoso y metabdlico entre la circulacion fetal y
materna. Ademas posee la capacidad de secretar hormonas y producir una
barrera entre ambos sistemas inmunes facilitando la supervivencia del feto en

el utero.

La placenta es una estructura carente de inervacion, por lo cual la
comunicacion entre madre y feto se establece mediante sustancias que viajan
por via sanguinea. Estas pueden ejercer una accion local actuando en la
misma placenta o bien a distancia a nivel uterino o en el mismo feto (Gudea et
al., 2004). La placenta esta destinada al intercambio fisiol6gico entre la madre y
el feto, siendo el intercambio gaseoso la funcion primordial de este 6rgano,
seguida por la absorcion de nutrientes y la excrecién de productos de desecho.
Los diferentes componentes de este intercambio son transportados por difusion
simple (02 y CO2), difusion facilitada y mediante transporte activo altamente

selectivo (Watson y Cross, 2005).

Existe en la placenta una intensa actividad de intercambio y de sintesis,
pasando de la madre al feto sustancias nutritivas, tales como oxigeno, agua,
glucosa, lactato, aminodcidos, acidos grasos libres, vitaminas, electrolitos,

hormonas, anticuerpos, algunos medicamentos y algunos patégenos. Del feto a
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la madre, en cambio, pasan productos finales del metabolismo, tales como urea

y anhidrido carbdnico (Gudea et al., 2004).

Clasificacion de las Placentas

Un criterio para clasificar la placenta considera el tipo de relacion que se
establece entre la madre y el feto segun el origen vascular. Otro criterio es el

anatémico y un tercero es el histolégico.

Clasificacion de las placentas segun el origen vascular. En los mamiferos
la placenta se desarrolla inicialmente como una placenta coriovitelina. Este tipo
de placentacion se establece cuando la pared del saco vitelino se une con el
corion, este tipo de placenta prontamente experimenta un proceso de
involucion. En cambio la placenta corioalantoidea se establece cuando se
fusiona el alantoides con el corion. La placenta corioalantoidea se constituye
tardiamente y es la definitiva, estableciéndose como un eficiente mediador de

los intercambios fisiolégicos entre la madre y la cria (Rojas y Rodriguez, 1987).

Clasificacion morfolégica de las placentas. Segun la forma en que se
distribuyen las vellosidades coridnicas en la placenta, existe la siguiente
clasificacion anatomica. En los rumiantes las vellosidades coridnicas se
agrupan en rosetas llamadas cotiledones que se relacionan con las caranculas
endometriales, dando origen a una placenta cotiledonaria. Las estructuras
uterinas y coridnicas en conjunto conforman una estructura llamada
placentoma. En ovinos, bovinos y caprinos durante las primeras etapas de la
placentacion se observa que el corion tiene vellosidades distribuidas
uniformemente en forma similar a los cerdos, pero pronto estas vellosidades
corionicas se redistribuyen agrupandose en rosetas llamadas cotiledones,
dejando otras areas libres de vellosidades para originar el corion liso. Se sabe
gue es el contacto del epitelio coridnico con las carinculas uterinas el
responsable de la formacion de vellosidades que formaran los cotiledones

fetales, cuyo namero en las ovejas fluctia entre 90 y 100 (Hafez, 2002,
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Sammin et al.,, 2009). En las areas de corion liso entre los cotiledones se
encuentran vellosidades muy pequefias que hacen contacto con la la mucosa
intercaruncular del endometrio, que posee muchas glandulas (Rojas y
Rodriguez, 1987). En los ovinos la forma del placentoma es céncavo (Schmidt,
2005, Sammin et al., 2008).

Clasificacion histolégica de la placenta. Esta clasificacion se basa en el
namero de barreras que se interponen entre la sangre fetal y la materna, su
ndamero maximo es de seis, tres fetales y tres maternas. Los tejidos fetales son
los siguientes: epitelio del corion fetal (trofoblasto), tejido conjuntivo
(mesénquima) y endotelio del capilar fetal. Los tejidos maternos son: epitelio de
la mucosa uterina, tejido conjuntivo materno, endotelio de los capilares
maternos. En la placenta de tipo epiteliocorial las vellosidades coridnicas
contactan con el epitelio de la mucosa uterina, existiendo interdigitaciones entre
ambos tejidos. Este tipo de placenta se presenta en porcinos y equinos. La
placenta sindesmocorial o conjuntivocorial es aquella en el que el corion
contacta con el tejido conjuntivo materno y en el cual falta la capa epitelial. Es
la placenta de ovinos y bovinos, aunque debe destacarse que inicialmente la
placenta es epiteliocorial (Dellmann, 1993). El feto en los rumiantes forma
células trofoectodérmicas binucleadas que invaden y se unen al Utero para
formar células multinucleadas y ocupar el denominado sincitiotrofoblasto,
desarrollando una placenta epiteliocorial. Las células binucleadas producen,
entre otros elementos, el lactdgeno placentario, el cual estimula el desarrollo y
secrecion de la glandula mamaria, y el crecimiento de 6rganos fetales y la

placenta (Roa et al., 2012).

Placenta decidua y adecidua. La expulsion de la placenta fetal después del
parto provoca una hemorragia acompafiada de la eliminacion de una parte de
tejido uterino destinada a ser eliminada en el parto. Esta parte se denomina
decidua o caduca y sucede en las placentas de tipo hemocoriales y

endoteliocoriales. Las placentas de tipo epiteliocoriales y sindesmocoriales son
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adeciduas, ya que su expulsion no produce nunca hemorragia y el tejido
conectivo del Utero permanece intacto (Climent y Bascuas, 1989).

Los placentomas son las unidades estructurales de las placentas de los
rumiantes. Estan constituidos por la interdigitacion de vellosidades fetales
cotiledonarias con el tejido caruncular materno. A través de ellos se realiza el

intercambio de nutrientes y de gases entre la madre y el feto (Wooding, 2008).

Borowicz et al (2007) determinaron que la vascularizacion del tejido caruncular
se incrementa continuamente desde el dia 50 de la gestacién hasta el dia 140,
mientras que la del tejido cotiledonario se incrementa el doble que ésta durante
el mismo periodo. Ademas, el crecimiento en el tejido caruncular se acompafa
por un pequefio aumento del nimero de capilares y un gran incremento del
diametro capilar, mientras que en el tejido cotiledonario hay un gran aumento

del numero de capilares con una disminucion en el diametro capilar.

El crecimiento de la placenta y el incremento del flujo sanguineo para el
mantenimiento de la prefiez dependen de una apropiada red vascular, la cual
surge de la vasculogénesis y la angiogénesis. Ambos procesos son regulados
por diversos factores y sus receptores (Reynolds et al.,, 2005). Los trabajos
realizados en placentas de ovejas indican que el desarrollo vascular de los
tejidos placentarios, tanto en la porcion caruncular como en la cotiledonaria,
comienzan en la prefiez temprana y continlan durante toda la gestacion
(Reynolds and Redmer, 2001; Reynolds et al., 2005 ; Vonnahme et al., 2006).

El flujo sanguineo umbilical y uterino aumentan exponencialmente durante la
gestacion y esto depende del desarrollo del lecho vascular placentario
(Reynolds, 2005). La arquitectura microvascular del tejido cotiledonario esta
compuesta de abundantes capilares pequefios, los cuales aseguran un
transporte sanguineo rapido, lo que favorece el intercambio feto-materno
(Reynolds y Redmer 2001; Reynolds et al., 2005).
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Dentro de las caracteristicas del cotiledén se ha demostrado que el hilio o
depresion central tiene una funcion primordial en el intercambio con la madre,
ya que es en esta zona donde se realiza el intercambio vascular y la fagocitosis
de los eritrocitos maternos Asi, el suministro de sangre materna a la placenta
se deriva de las arterias y venas uterinas, en donde las arterias umbilicales
llevan sangre del feto a la placenta y las venas umbilicales de la placenta al
feto. La circulacion fetal es esencialmente similar a la del adulto, excepto que la
oxigenacién de la sangre ocurre en la placenta y no en los pulmones. Ademas,
una parte de la sangre de la vena umbilical se desvia a través del conducto
venoso, fluyendo desde el higado hacia la porcion caudal de la vena cava, para
evitar el metabolismo (Burton et al., 1976; Reynolds et al., 2005; Braun et al.,
2007).

Angiogénesis Placentaria

La vasculogénesis y la angiogénesis son dos procesos consecutivos para el
desarrollo de los vasos sanguineos en la placenta. El citotrofoblasto dispara la
vasculogénesis y la angiogénesis, y mientras la gestacion progresa las células
estromales y de Hofbauer toman la tarea de activar el desarrollo de los vasos

sanguineos (Espinosa, 2011).

Durante la vasculogénesis, se logra la formacion de vasos primitivos tempranos
por diferenciacion in situ de células madres hemangiopoyéticas, que se derivan
de las células mesenquimales pluripotenciales. Las células madre
hemangiogénicas posteriormente se diferencian en células madre
hemangioblasticas que dan origen a las células angioblasticas, progenitoras de
las células endoteliales, asi como a las células hemangioblasticas, progenitoras

de las células hematopoyéticas ( Ribatti et al., 2002 ).

La angiogénesis ha sido utilizada para describir la migracion de los

angioblastos, el desarrollo de células endoteliales de los vasos sanguineos
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preexistentes y los brotes de las células endoteliales (Charnock-Jones et al.,
2004).

En todos los tipos de angiogénesis, aun bajo condiciones fisioldgicas o
patoldgicas, la activacion de las células endoteliales es el primer proceso que
ocurre, llevando al incremento de la permeabilidad vascular. El principal
objetivo del proceso es asegurar el flujo sanguineo. Diferentes factores afectan
la angiogénesis y la vasculogénesis en forma autocrina o paracrina, al igual
gue directa o indirectamente, estimulando la proliferacion y diferenciacion de
las células precursoras endoteliales (Ferrara, 2004).

Las células endoteliales constituyen la unidad funcional central de las
estructuras vasculares y se especializan en realizar varias funciones de
importancia critica. Estas incluyen: mantenimiento de la integridad vascular,
regulacion del estado trombatico, funciones de transporte / barrera y también
actian como transductores y efectores de estimulos locales. En la vida
embrionaria las células endoteliales se forman de las células progenitoras
primitivas, las cuales aumentan en nimero, se organizan y ensamblan en redes
vasculares ordenadas. Las células endoteliales vasculares (y células
perivasculares, incluyendo los pericitos) responden a factores locales, los
cuales en el adulto generalmente mantienen una condicion estable. Sin
embargo, las variaciones agudas en la perfusion producen alteraciones en el
flujo, presion parcial de oxigeno y nutrientes, llevando a alteraciones en el
metabolismo de la célula endotelial, crecimiento del &arbol vascular y

maduracién de los vasos (Evans et al., 2000).

Existen tres pasos de vasculogénesis y angiogénesis placentaria durante la
maduracién de las vellosidades. El primer paso, la vasculogénesis, comienza
con las células madres hemangiogénicas inducidas para diferenciarse en una
forma paracrina por el VEGF producido por el citotrofoblasto. El segundo paso,
la angiogénesis de tipo |, comienza con la formacion de redes neovasculares

gue aparecen paso a paso durante la angiogénesis, inducida por los factores
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de crecimiento derivados de las células citotrofoblasticas y de Hofbauer. En el
siguiente paso, la angiogénesis de tipo Il comienza con la diferenciaciéon de las
células perivasculares, incluyendo precursores de las células musculares lisas
(células similares al miofibroblasto) para formar vasos contractiles. Este
proceso es regulado por la induccién de los factores de crecimiento y citocinas
derivados del ambiente local de las vellosidades al igual que la circulacion fetal
ya establecida (Demir et al., 2006).

Numerosos estudios han indicado que la angiogénesis es de hecho, un
componente importante del aumento en el flujo de sangre durante toda la
gestacion en la placenta. Asi, veinticuatro dias después del parto, la densidad
vascular de la mucosa del utero, o endometrio, muestran un aumento dos
veces mayor (Reynolds y Redmer, 1992). Mientras que la densidad vascular
del endometrio (placenta materna) sigue aumentando poco a poco a lo largo de
la gestacion, en contraste, la densidad vascular de los tejidos fetales de la
placenta, o cotiledones, aumenta de manera relativamente constante hasta la
mitad de la gestacion, para después aumentar dramaticamente. Asi, el
crecimiento y el desarrollo de la cama vascular es un componente critico de
crecimiento de tejido, incluyendo la del utero- placenta (Reynolds y Redmer,
2001; Reynolds et al., 2005).

En este modelo, los lechos capilares carunculares crecen principalmente por el
aumento de tamafio de los capilares, con solo pequefios aumentos en el
numero capilar o densidad de la superficie, lo que resulta en un aumento de 3.3
veces en la densidad de area capilar. En contraste, la lechos capilares de los
cotiledones crecen principalmente por ramificacion, resultando en un aumento
grande, como 12.3 veces en el niumero capilar o densidad, acompafiada de una

disminucién en el tamafio capilar (Reynolds et al., 2005).

Ademas, debido al aumento de la ramificacion y el nUmero mas grande de
capilares por unidad de tejido, el area de superficie disponible para el

intercambio es mayor en los cotiledones fetales en comparacién con las
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carlnculas maternas durante el Ultimo trimestre de gestacion (Reynolds et al.,
2005). Ademads, el espesor de la barrera entre el feto y la madre también
pueden ser reducidos durante la gestacion (Faber y Thornburg, 1983; Longo,
1987). Tomados en conjunto, estas observaciones ayudan a explicar por qué la
proporcién de los nutrientes y el oxigeno consumidos por el utero gravido que
se transportan al feto aumenta en 2 a 4 veces desde mediados o finales de la
gestacion, esencialmente para mantener el ritmo de la tasa de crecimiento fetal
(Reynolds y Redmer, 1995).

Por lo tanto, la arquitectura microvascular de la placenta de la oveja es ideal
tanto para el transporte de nutrientes en el lado materno y la absorcién de
nutrientes y el transporte en el lado fetal. Esta disposicion, sin embargo, no
parece ser unica de ovejas. Por ejemplo, hay similitudes en la arquitectura
microvascular placentaria y funcional entre las ovejas, las vacas y las cerdas
(Reynolds y Redmer, 1992; Reynolds et al., 2005).

Se pueden distinguir dos tipos de angiogenesis patoldgica, denominadas
angiogenesis activada y angiogenesis inhibida, dependiendo de los niveles
dominantes de moléculas pro o anti-angiogenicas, respectivamente. Existen
diversas condiciones asociadas a la angiogenesis activada, como las
enfermedades malignas, ademas de estar implicada en obesidad, asma,
diabetes, cirrosis, esclerosis mdultiple, endometriosis, SIDA, infecciones
bacterianas y enfermedades auto-inmunes, por el contrario, cuando el
interruptor de la angiogenesis se encuentra apagado o es insuficiente, como en
el caso de enfermedad isquémica cardiaca o de pre-eclampsia, la angiogenesis
inhibida esta asociada al mal funcionamiento de las células endoteliales, a la
regresion o malformacibn de los vasos, ademas de prevenir la
revascularizacion, cicatrizacion y regeneracion (Carrmeliet, 2005; Ferrara et al.,
2003).

La generacion de nuevos vasos fetales se realiza mediante la angiogénesis

ramificada, que consiste en la gemacion y agrandamiento de los vasos ya
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existentes, para formar una red de vasos interconectados caracteristicos de la
vasculatura madura. El proceso de maduracion vascular incluye la integraciéon
de las células endoteliales en una matriz de soporte extracelular, y que los
vasos neoformados se rodeen de células de muasculo liso y pericitos para
conseguir su estabilizacién (Briones et al, 2005; Widmer et al., 2007). En
general, el proceso de angiogénesis se inicia por factores de crecimiento tales
como el VEGF, el PIGF y el Factor basico de Crecimiento Fibroblastico (bFGF)
(Folkman et al., 1987).

Entre los factores reguladores de la angiogénesis encontramos gran cantidad
de sustancias: citoquinas, hormonas y factores de crecimiento, componentes
de la matriz extracelular (laminina, fibronectina) y sus receptores (integrinas
alfa V), metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y sus inhibidores tisulares
(TIMPs), proteasas (urokinasas, activador del plasminogeno), fibrina, células
inflamatorias y pericitos (Ruiz, 2008).

Moléculas involucradas en la gestacion

Progesterona (P4)

La progesterona es una hormona ampliamente relacionada con la gestacion,
gue se encarga de preparar el tracto reproductivo para albergar un embrion en
caso de que exista fecundacion. Durante los primeros dias de gestacion
estimula la secrecién glandular endometrial provoca cambios en el patrén
secretor de las células Iuteas. En el oviducto y endometrio estimula la
produccioén de proteinas esenciales para la viabilidad espermatica y el correcto
desarrollo del embrién (Murray, 1995). Ademas mantiene la quiescencia del
miometrio, impidiendo su contraccion durante la fase lutea y la posible
gestacion. La P4 induce una marcada hiperplasia e hipertrofia de las glandulas
uterinas, estimulando la sintesis del histotrofo, el cual estd constituido por
sustancias que contribuirdn al desarrollo y crecimiento del embrién (Spencer et

al.,, 2004). Por otra parte, la progesterona estimula el desarrollo del sistema
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alveolar de la glandula mamaria, preparandola para la sintesis y secrecién de
leche (Niswender y Nett, 1994).

En los ovinos la placenta es el principal érgano productor de progesterona
después del primer tercio de la gestacion, ya que el cuerpo Iuteo puede no ser
requerido a partir del dia 50 de la misma. En los primeros 50 dias de la
gestacion la concentracién de progesterona en las borregas domésticas varia
entre 1 y 6 ng/ml. A partir del dia 50 de la gestacion las concentraciones
pueden incrementarse hasta alcanzar niveles superiores a los 20 ng/ml (Basset
et al., 1969).

Para la sintesis de progesterona en el cuerpo luteo el principal sustrato es el
colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad (LDL), aunque en algunas
especies es el colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (HDL),
producidos ambos por el higado. Sin embargo, el cuerpo lateo puede sintetizar
colesterol a partir de acetato (Chung et al., 1986). Dentro de las células luteas
el colesterol es transportado a las mitocondrias y convertido a pregnenolona
por el complejo enzimatico llamado citocromo p450scc, en una reaccion que
requiere electrones, los cuales se obtienen a través de la conversion de
adrenoxina reductasa a adrenoxina. La pregnelonona es convertida a
progesterona mediante la enzima llamada 3[3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3BHSD), localizada en el reticulo endoplasmico liso, y una vez sintetizada la

progesterona es secretada.

En el cuerpo lGteo la sintesis de progesterona es estimulada por acciéon de la
hormona lutenizante. La LH facilita el transporte del colesterol desde el
citoplasma hacia la matriz mitocondrial, lo que permite su conversion en
pregnenolona (Ayad et al., 2007). En la placenta también se produce
progesterona a partir de colesterol, pero en este érgano el colesterol no puede
formarse a partir de acetato, por lo que el Unico precursor de los esteroides de
la placenta es el colesterol materno. Una vez que la placenta produce
pregnenolona, esta sustancia se transforma rapidamente a progesterona, ya

que existe una gran abundancia del sistema 3BHSD en este 6rgano (Chung et
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al.,1986). La progesterona es metabolizada de manera extensiva en el feto
ovino, especialmente en el higado y en las células rojas fetales. Se han
encontrado concentraciones en el liquido amniotico y alantoideo, siendo ésta

concentracion mayor en el liquido amniotico (Power et al., 1982).

La mayoria de las funciones fisiol6gicas de la progesterona estan mediadas por
dos isoformas de su receptor, denominadas, Receptor de Progesterona tipo
alfa (RP-a) y Receptor de Progesterona tipo beta (RP-B) (Cheon et al., 2002).
Todos los tipos celulares del Gtero ovino expresan RP, con variaciones
espaciotemporales en funcién de la concentracion de hormonas esteroides
circulantes y del estado reproductivo en el que se encuentre la hembra. En la
oveja, Spencer y Bazer (1995) localizaron el ARNm y la correspondiente
proteina de RP durante el ciclo estral y la gestacion temprana, demostrando
gue existen diferencias en los distintos tipos celulares uterinos. Entre los dias
1-6 del ciclo, la abundante liberacion de E2 por el foliculo ovulatorio y la
creciente concentracion de P4 luteal estimulan la expresion de RP (Ing y
Tornesi, 1997), alcanzando concentraciones maximas en el estroma y
miometrio, y en menor cantidad en el epitelio luminal y las glandulas
superficiales. Posteriormente, la retroalimentacion negativa de la P4 disminuye
la expresion de RP en los compartimentos epiteliales (Spencer y Bazer FW,
1995).

Se ha observado que los niveles de progesterona son similares entre las ovejas
gue gestan una o varias crias durante las primeras semanas de gestacion, pero
a partir de la séptima semana las ovejas que tienen una gestacion mdailtiple
presentan mayores concentraciones de progesterona. Sin embargo, en el caso
de una gestacion con crecimiento intrauterino restringido, como la que se
establece entre ovejas domésticas y borregos Cimarron, el que una oveja geste
mas de una cria origina que éstas sean todavia mas pequefias y que sus
respectivas placentas tengan menor vascularizacion y tamafio (Calderén et al.,
2008; Gémez et al., 2013; Mejia et al., 2011), por lo que en la medida de lo

posible debe evitarse que esto ocurra.
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Otros efectos de la progesterona estdn asociados con el peso al nacimiento de
las crias. Algunos autores indican que al existir altos niveles se movilizan
acidos grasos y glucosa de las reservas corporales de la madre. Estos
nutrientes se transportan a la circulacién materna y llegan a la placenta, desde
donde son aprovechados por el feto para incrementar su crecimiento (Manalu-
Sumayardi, 1998).

En algunas especies, como es el caso de los ratones, se ha visto que la
progesterona desempefia un papel muy importante en la maduracién de los
vasos sanguineos del endometrio, acciébn que va ocurriendo conforme se va

desarrollando la angiogénesis (Girling et al., 2007).

Al momento del parto las concentraciones de progesterona deben disminuir y
las de estrogenos aumentar, favoreciendo asi la sintesis de oxitocina y sus
receptores, dando como resultado el incremento de las contracciones uterinas
para la expulsion del producto y la estimulacion de la secrecion de leche por la

glandula mamaria (Fang et al.,1997).

Factor De Crecimiento Del Endotelio Vascular (VEGF)

Se sabe que el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), promueve la
vascularizacion placentaria, y es un mitdgeno especifico de células
endoteliales. EI VEGF regula multiples funciones de las celulas endoteliales,
incluyendo mitosis, permeabilidad vascular, tono vascular y produccion de
moléculas vasoactivas. Esta molécula se encuentra en grandes cantidades en
tejido placentario y membranas de células fetales, y su expresion se incre-
menta significativamente durante la gestacion (Lyall et al., 1997 Sgambati et al.,
2004). ElI VEGF fue identificado en los afios 80s como un factor de

permeabilidad vascular (VPF) y como un factor de crecimiento especifico de
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células endoteliales vasculares codificado por el gen VEGF, por lo que ha sido
referido como VEGF, VEGF/VPF o simplemente VPF.

El VEGF es conocido por sus dos principales funciones biolégicas, en primer
lugar, es capaz de estimular la proliferacion celular del endotelio vascular
originando la mitogénesis y la angiogénesis de las células endoteliales
(Ferrara, 2004). En segundo lugar, tiene una capacidad para aumentar la
permeabilidad vascular. De hecho, el VEGF fue originalmente descrito como un
factor de permeabilidad (Ferrara et al., 2003). Ademas de las dos principales
caracteristicas anteriores, actia VEGF como un factor de supervivencia para el

endotelio durante la angiogénesis fisioldgica y patoldgica.

El VEGF es una glicoproteina dimérica de 34 a 45 KDa. Es una citocina
multifuncional aislada a partir de las proteinas secretadas en las pequefias
venas hiperpermeables a macromoléculas que rodean los tumores (Senger et
al., 1983).

Se reconoce al sistema que incluye al VEGF y sus receptores como el principal
regulador de las células endoteliales vasculares y de la formacion de vasos
sanguineos (Carmeliet et al., 1999; Ferrara, 2002). EI VEGF es un factor de
crecimiento con actividad mitogénica altamente especifica para las células
endoteliales; es miembro de la super familia de genes VEGF-PIGF que incluye
al VEGF-A, -B, -C, -D y —E, asi como al factor de crecimiento placentario(PIGF)
(Veikkola et al., 2000; Shibuya, 2001; Dvorak, 2005) y cinco principales
subtipos de receptores: VEGF-R1 (Flt-1), VEGF-R2 (KDR receptor en
humanos, FIk-1 receptor en roedores), VEGF-R3 (Flt-4) (Veikkola et al., 2000;
Ferrara, 2003) asi como la formas solubles de Flt-1 (sFlt-1) y de FIk-1 (sFlk-1)
(Kendall y Thomas, 1993). De esta familia, el VEGF-A es el mas estudiado y se

le refiere Unicamente como VEGF (Rosales y Guzman, 2011).

El VEGF es el principal regulador de la angiogénesis durante el crecimiento

placentario y embriogénesis. Este factor de crecimiento también esta implicado
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en procesos patologicos que cursan con angiogénesis, como el desarrollo de la
vascularizacion de tumores (Kim et al., 1993).

La implantacion y subsecuente placentacion del embrion no son posibles si
previamente el VEGF no torna receptivo al endometrio para el desarrollo del
embrion. Se ha observado que los ratones knock-out para el gen VEGF,
pueden concebir pero no producen descendencia viable. La falta del gen de
VEGF en estos ratones provoca la muerte embrionaria en etapas tempranas de
su desarrollo, lo cual indica el importante rol que tiene este factor de
crecimiento en la ruta de sefializacion para el desarrollo vascular (Espinosa,
2011). ElI VEGF-A es el miembro principal y mas estudiado de esta familia de
genes, el cual es codificado por un solo gen organizado en ocho exones
separados por siete intrones, siendo una glicoproteina homodimérica de 45
KDa (Ferrara et al., 2003).

Se han reportado seis isoformas del VEGF en seres humanos, las cuales
contienen 121, 145, 165, 183, 189 y 206 residuos de aminoacidos, generados
como resultado del procesamiento alternativo del RNAm (Ferrara et al., 2003;
Partanen y Paavonen, 2001). Las isoformas difieren tanto en su masa
molecular como en sus propiedades biologicas. Las distintas isoformas del
VEGF-A incrementan la permeabilidad vascular, estimulan la proliferacion y
migracion de las células endoteliales, proveen a dichas células con sefiales de
supervivencia y anti-senescencia, ademas de promover neuroproteccién en
desordenes isquémicos (Dvorak, 2005). EI VEGF-A165 es la isoforma
predominante del VEGF-A. Es una molécula cargada positivamente que se une
a la heparina, mientras que el VEGF-A145 y el VEGF-A183 son las variantes
menos frecuentes. En los animales, incluyendo a los ovinos, todas las
proteinas producto de las isoformas de VEGF tienen un aminoacido menos

(Rosales y Guzman, 2011).

Las propiedades de las distintas isoformas del VEGF-A difieren entre si. El

VEGF-A165 es la isoforma mas comun y estudiada, ademas de ser el
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transductor de sefiales mas fuerte entre los distintos tipos del VEGF y fue
originalmente descubierto como un potente factor de permeabilizacion vascular
(Dvorak, 2005). Esta isoforma es principalmente secretada, sin embargo, una
fraccion significativa permanece unida a la superficie celular y a la matriz
extracelular. El VEGF-A189 es una proteina unida a la matriz extracelular que
se une a la heparina con mayor fuerza que el VEGF-A165 y funciona en la
atraccion celular en un rango de accion corto. Finalmente, la isoforma 206 se
encuentra casi completamente secuestrada en la matriz extracelular y su

funcion se desconoce hasta el momento (Ferrara et al., 2003; Dvorak, 2005).

Se han identificado en los ovinos, mediante la técnica de PCR, algunas de las
isoformas como la 120, 164, 188 y 205 tanto en los cotiledones como en el
corion y amnios, siendo la isoforma 164 la mas abundante (Cheung et al.,
1995). En la placenta humana se ha demostrado la localizacion del VEGF en
las vellosidades del trofoblasto y de macréfagos tanto maternos como fetales,
mientras que en estudios in vitro el trofoblasto ha secretado VEGF (Ahmed et
al., 2000).

El RNAm de VEGF de borregas gestantes se expresa fuertemente en el
amnios y el corion placentarios, mientras que la proteina de VEGF se puede
localizar en las vellosidades del citotrofoblasto y en el tejido conectivo de la
placenta (Bogic et al., 2000; Reynolds et al., 2005). La expresion del RNAm de
VEGF se va incrementando progresivamente hasta llegar a sus mas altos
niveles aproximadamente al dia 110 de gestacion, para posteriormente reducir
sus niveles hasta llegar a niveles basales para el dia del parto, variaciones que
coinciden con los cambios morfolégicos que ocurren en la placenta durante el

mismo periodo de tiempo (Bogic et al., 2000; Reynolds et al., 2005).

La expresion del VEGF esta regulada por diferentes factores, como la hipoxia,
el oxido nitrico, citocinas y diferentes hormonas. El aporte reducido de O2 en
los tejidos supone un estimulo para la liberacion de los factores angiogénicos

como el VEGF y éste se correlaciona con el estimulo de la angiogénesis in
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vivo. Algunas citoquinas o factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante (TGF), la Interleucina-1 (IL-1) y la Interleucina-6 (IL-
6), inducen un aumento del VEGF en diferentes lineas celulares. Algunas
hormonas también son reguladores importantes de la expresion de VEGF,
entre éstas se encuentran la hormona estimulante de la tiroides (TSH), la
hormona adrenocorticotropica (ACTH), las gonadotropinas y los esteroides
sexuales (Ferrara y Davis, 1997; Ferrara, 2004).

Factor de Crecimiento Placentario-1 (PIGF-1).

Otro factor de crecimiento vascular endotelial que favorece la angiogénesis
placentaria durante el dltimo tercio de la gestacion, es el PIGF-1 (Malamitsi et
al., 2005; Skromne-Kadlubik et al., 2009a; Skromne-Kadlubik et al., 2009b).

El factor de crecimiento placentario, es una proteina dimérica identificada hace
20 afos, siendo su estructura hasta un 53% homoéloga a la de VEGF (Malamitsi
et al., 2005).

Tras el corte y empalme del ARNm, se obtienen cuatro isoformas diferentes,
PIGF-131, PIGF-152, PIGF-203 y PIGF-224, también referidos como PIGF-1,
PIGF-2, PIGF-3 y PIGF-4, que varian en términos del nimero de aminoécidos,
en sus propiedades de secrecion y en su afinidad a sitios de union. La principal
diferencia entre estas isoformas es que PIGF-1 y PIGF-3 no poseen dominios
gue puedan ligarse a la heparina, mientras que PIGF-2 y PIGF-4 poseen varios
dominios para ligarse a ésta (Yang et al., 2003; Errico et al., 2004; De Falco,
2012).

El gen de PIGF-1 es altamente expresado en todas las etapas de la gestacion,
aunque aumenta la cantidad de PIGF-1 hacia el desarrollo final de la placenta
(Khalig et al., 1996; Persico et al., 1999). Se han observado tanto la proteina
PIGF-1 como su ARNm en la bicapa trofoblastica, asi como en las vellosidades
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del mesénquima y en células endoteliales de la vena umbilical, siendo en ésta
ultima altamente expresado. El RNAm de PIGF-1 ha sido detectado en otros
organos incluyendo el corazén, pulmén, masculo esquelético, tiroides y tejido

adiposo (Persico et al., 1999; Voros et al., 2005).

El PIGF-1 ha sido identificado en tejidos placentarios de las ovejas, en donde la
expresion de VEGF y PIGF en carunculas y cotiledones aumenta conforme la
gestacion avanza, relacionando a ambos factores con el crecimiento vascular

placentario (Regnault et al., 2002).

El PIGF-1 es expresado durante la etapa temprana del desarrollo. Este factor
es abundante en las células gigantes del trofoblasto de los roedores, las cuales
se encuentran asociadas a la pared del saco vitelino, por lo que se cree que
podria desempeiiar un papel fundamental en la coordinacion de la
vascularizacion placentaria (De Falco, 2012). La expresion de PIGF-1 se ha
observado en otros tejidos en situaciones patologicas, tendiendo a ser
expresado en tumores; el RNAmM de PIGF-1 se expresa en los carcinomas de
las células renales, en melanomas metastasicos y en meningiomas

vascularizados (Torry et al., 2003).

El PIGF-1 se considera como la forma principal de la proteina y su actividad es
mediada a través del receptor VEGF-1 (Ribatti, 2008). El PIGF-1 contribuye a la
angiogénesis por diferente mecanismos, en primer lugar, actia directamente
sobre la las células endoteliales a través de VEGFR- 1, lo cual puede conducir
a VEGF para unirse y activar VEGFR-2 y estimular la sensibilidad de la célula a
VEGF. En segundo lugar, PIGF-1 toma parte en la angiogénesis, ya que recluta
monocitos y macrofagos que desempefian un importante papel en el
crecimiento de los vasos sanguineos, movilizando ademas a las células

hematopoyéticas progenitoras de la médula 6sea (Ribatti, 2008).

La explicacién del papel directo de PIGF-1 en la promocion de la angiogénesis

es complicada porque las diferentes isoformas de PIGF se unen a diferentes
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receptores con diferentes afinidades, y se forman facilmente homodimeros con
ellos mismos y heterodimeros con VEGF (Torry et al., 2003).

A pesar de esta especificidad del PIGF por el VEGF-R1, se piensa que el PIGF-
1 puede activar de manera indirecta al VEGF-R2, ya que su afinidad por VEGF-
R1 ocasiona un desplazamiento de VEGF-A hacia VEGF-R2, incrementando
asi su afinidad hacia este ultimo. Otros estudios han demostrado que los
homodimeros de PIGF pueden unirse a VEGF-R1 pero no a VEGF-R2 (KDR o
Flk-1), mientras heterodimeros VEGF / PIGF se unen y activan VEGF-R2
(KDR) (Park et al., 1994; Malamitsi et al., 2005; De Falco, 2012).

El PIGF-1 no tiene ningun efecto por si solo, pero potencializa la accién de
VEGF en las células endoteliales microvasculares (Park et al., 1994). Estos
efectos diferentes se pueden explicar por el hecho de que PIGF-1 se une
VEGF-R1 (Flt-1), pero no a VEGF-R2 (KDR) (Park et al., 1994). En ratones, su
ausencia no compromete el desarrollo embrionario e incluso las crias nacen
saludables y fértiles (De Falco, 2012). Sin embargo, en ratones adultos el
knock-out del gen de PIGF perjudica la angiogénesis y arteriogénesis en
condiciones patologicas, como en los crecimientos tumorales, en corazén y en

la isquemia ocular (De Falco, 2012).

Los estudios in vitro sobre la membrana corioalantoidea de pollo han
demostrado que la unién de VEGF tanto a VEGF-R1 (Flt-1) como VEGF-R2
(KDR) media la ramificacion de la angiogénesis, mientras que la union de PIGF
a VEGF-R1 (Flt-1) sola, no resulta en la ramificacion de la angiogénesis
(Ahmed et al., 2000).

Algunas investigaciones, sugieren que VEGF y VEGF-R2 estan involucrados
en los dos primeros trimestres de la gestacion en el establecimiento de los
lechos capilares ramificados, mientras que PIGF-1 y VEGF-R1 estan mas
relacionados con finalizar la formacion y la maduracion capilar en el Ultimo
trimestre (Kaufmann et al., 1985; Leiser et al., 1985, Ahmed et al., 2000).
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Estudios recientes han demostrado que la administracion del factor de
crecimiento placentario tipo 1 (PIGF-1), durante la gestacion de fetos humanos
gue presentan restriccion del crecimiento intrauterino, incrementa el flujo
sanguineo de la placenta y con ello, se favorece significativamente el

desarrollo fetal y el peso al nacimiento (Skromne-Kadlubik et al., 2009).

Relaciones entre los factores de crecimiento placentarios y sus

receptores

El proceso de sefializacibn que resulta en la angiogénesis se encuentra
mediado por uniones de alta afinidad de los Factores de Crecimiento del
Endotelio Vascular con receptores especificos de actividad tirosina cinasa,
localizados tanto en la superficie de las células endoteliales vasculares, en
células derivadas de la medula 6sea (Ferrara et al., 2003), asi como en forma
soluble en la circulacion (Veikkola et al., 2000; Shibuya, 2001; Dvorak, 2005).
Estos son VEGF-R1 0 Flt-1 (fms-like tyrosine kinase), VEGF-R2 o Flk-1 (fetal
liver kinase-1) o KDR (de kinase domain receptor) y VEGF-R3 o Flt-3, y en sus
formas solubles que son el sVEGF-R1 y el sSVEGF-R2.

Estos receptores contienen siete dominios homélogos a inmunoglobulina (Ig)
en su parte extracelular, una regiébn transmembranal, un dominio
yuxtamembranal y un dominio intracelular de sefalizacion tirosina cinasa con
una interrupcién de un inserto de cinasa de 69 aminoacidos y la region carboxi-
terminal (Veikkola et al., 2000; Ferrara et al., 2003).

El VEGF-R1 es una glicoproteina transmembranal de 180 kDa y fue el primer
receptor de VEGF descrito (de Vries et al., 1992). El VEGF-R1 de superficie
celular se une a VEGF-A, VEGF-B, PIGF-1 y a PIGF-2 (Dvorak, 2005),
resultando en la activacion de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y de otras
proteinas de transduccion de sefiales (Maru et al., 1998). Sin embargo, también
se ha reportado que por la via selectiva del Flt-1, el VEGF es incapaz de

generar una sefial mitogénica (Gille et al., 2001).
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El VEGF se une al VEGF-R1 con una constante de disociacién (Kd) de 10-20
pM, por lo que se considera que el factor tiene una alta afinidad para este
receptor en comparaciéon con el VEGF-R2, con el que tiene una Kd de 75 a 125
pM. El que la capacidad de autofosforilacion de VEGF-R2 sea al menos 10
veces mayor que la del VEGF-R1, indica que el VEGF-R2 tiene una mayor
capacidad en la traduccion de la sefial de VEGF. También se considera que
VEGF-R2 es el mayor mediador de los efectos mitogénicos, angiogénicos y de
permeabilidad de VEGF (Rosales y Guzman, 2011). Sin embargo, VEGF-R1 se
encuentra de manera mas abundante que VEGF-R2, por lo que algunos
autores sugieren que VEGF-R1 funciona como un sefiuelo, que atrae a VEGF,
reduciendo de ese modo el niumero de moléculas de VEGF disponibles para
unirse a VEGF-R2 (Ferrara, 2003). Ademas, VEGF-R1 regula las sefiales de la
permeabilidad vascular con la inflamacion, y estimula el crecimiento tumoral y
metastasis (Shibuya, 2006).

El VEGFR-1 se expresa en células endoteliales y pericitos, asi como los en
monocitos/macroéfagos,  osteoblastos, trofoblasto  placentario, células
mesangiales renales y también en algunas células hematopoyéticas. VEGF-R1
se ha observado en la placenta y en las células del musculo liso uterino. La
expresion de VEGF-R1 se incrementa en los sitios de la angiogénesis. A
diferencia de VEGF-R2 y VEGF-R3, la hipoxia regula el gen del VEGF-R1 y

estd mediada por mecanismo dependiente de HIF-1 (Gerber et al., 1997).

El VEGF-R2 fue el segundo receptor del VEGF en ser identificado. Es una
proteina de 230 KDa (Veikkola et al., 2000). Este receptor se une a VEGF-A
VEGF-C y —D (Dvorak, 2005). Unicamente la forma glicosilada final del VEGF-
R2 es capaz de autofosforilarse en respuesta al VEGF (Partanen y Paavonen,
2001) y participa de manera crucial en la angiogénesis en el desarrollo y en la
hematopoyesis, siendo el mayor mediador de los efectos mitogénicos,
angiogénicos y de aumento de la permeabilidad del VEGF. Ademas, cuando es
activado por el VEGF, resulta en una respuesta migratoria celular (Gille et al.,
2001; Partanen y Paavonen, 2001; Ferrara et al., 2003).
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En la gestacion ovina se demostré que la expresion del RNAm para ambos
receptores mantiene un patrén de secrecién muy diferente en las cardnculas y
en los cotiledones. En las carinculas, la expresion de VEGF-R1 se incrementa
drasticamente a lo largo de la gestacion, llegando a su punto maximo en el dia
140 de gestacion; a diferencia de VEGF-R2, el cual llega a su punto maximo
aproximadamente en el dia 110 de gestacion, para después ir disminuyendo
hasta llegar a niveles basales al momento del parto, por su parte, la expresion
de VEGF-R1 en los cotiledones se incrementa muy poco y el VEGF-R2 no
presenta cambios a lo largo de la gestacion (Reynolds et al., 2005). Otro
estudio realizado en placentas ovinas determiné la expresién del RNAmM de
VEGF-R2 y su proteina en la vasculatura materna y fetal. Dicha expresion no
fue detectada en el endotelio fetal durante la gestacion temprana (dia 62), pero
si mas adelante y de manera notable, lo que sugiere que VEGF no se involucra
tanto en la proliferacion celular endotelial fetal antes del dia 62 de gestacion,
sino que en ese periodo el VEGF se encarga de promover en la placenta la

diferenciacion y proliferacion celular materna (Bogic et al., 2001).

En humanos se ha descrito que VEGF-C y el VEGF-D también se unen a
VEGF-R3, que es una proteina de aproximadamente 195 kDa, durante la
embriogénesis VEGF-R3 se expresa tanto en los endotelios venosos y
linfaticos, pero en los adultos se restringe a los vasos linfaticos y algunas
vénulas endoteliales apoyando la idea de su origen linfatico (Tammela et al.,
2005).

El VEGF-R3 se expresa también en el sincitiotrofoblasto de la placenta humana
(Dunk y Ahmed, 2001; Tammela et al., 2005). En ratones, la falta de VEGF-R3
provoca muerte intrauterina debido a un fallo cardiovascular (Dumont et al.,
1998). Rahimi et al, (2000) demostraron que mientras VEGF-R2 se requiere
para la migracion y proliferacion de las células endoteliales, durante la
angiogénesis el VEGF-R1 puede favorecer también una excesiva proliferaciéon

de células endoteliales en competencia con el VEGF-R2.
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Receptores Solubles

Los receptores solubles sVEGF-R1 o sFlt-1 y sVEGF-R2 o sFlk-1, son
producidos por el corte y empalme alternativos de los receptores de membrana,
los cuales carecen de dominios transmembranales y citoplasmaticos, y son una
variante alternativa del pre-RNAm que codifica para VEGF-R1 y VEGF-R2. Con
un peso molecular de entre 90-100kda y de 160kda, respectivamente, estan
conformados por 6 dominios parecidos a inmunoglobinas que conforman la
region extracelular, la cual esta directamente involucrada con la interaccién con
el VEGF (Méndez, 2010).

El receptor soluble SVEGFR- 1 actia como un inhibidor natural de VEGF y
PIGF-1 de dos maneras diferentes: en primer lugar, mediante la union a VEGF
la biodisponibilidad de VEGF para VEGFR-2 se reduce, lo que resulta en una
disminuciéon de la union y la sefalizacion a travées de su principal ruta
angiogénica (Kendall y Thomas, 1993). Sin embargo, el receptor soluble-2
(sFlk-1) antagoniza a VEGF pero no al PIGF-1. En ratas gestantes no fue
suficiente la sobreexpresion de sFlk-1 para desarrollar cambios indicadores de
preeclampsia, posiblemente debido a que se requiere el antagonismo hacia

ambos, VEGF y PIGF, para reproducir la enfermedad (Espinoza, 2011).

El sFlt-1 fue identificado inicialmente como un factor soluble que
potencialmente media la disfuncion endotelial materna, mediante la expresion
del gen del tejido placentario entre una mujer con o sin preeclampsia. Asi,
empleando chips de micro-ordenacion, se encontré que el RNA mensajero de
sFlt-1 dramaticamente aumentaba en las placentas de preeclampticas
(Maynard et al, 2003). Tanto VEGF como sVEGFR-1 son altamente
expresados en la placenta durante la gestacion (Clark et al., 1996; Vuorela et
al., 2000). En humanos, el receptor soluble sSVEGFR-1 se libera en un principio
del trofoblasto placentarios hacia la circulacibn materna, siendo detectado a

partir de los 30 dias después de la concepcidén (Molskness et al., 2004).
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El SVEGFR-1 se incrementa al menos 20 veces en la circulacibn materna
durante el dltimo tercio de gestacion. El primer dia después del parto, el VEGF
libre puede ser detectados nuevamente en la circulacion materna, lo que
sugiere que sVEGFR-1 desaparece en ausencia de la placenta (Wikstrom et
al., 2007). Durante el primer trimestre de la gestacion, la expresion placentaria
de la proteina de sVEGFR-1 ha sido localizada en el sincitiotrofoblasto y las
células de Hofbauer, en el estroma decidual, en el trofoblasto extravelloso, en
macrofagos y en células epiteliales glandulares (Clark et al., 1996; Shiraishi et
al., 1996; Vuorela et al., 2000). La placenta produce VEGF y sVEGFR-1 en la
circulacion tanto fetal como materna, pero la produccion es mucho mas
abundante en el lado materno (Brownbill et al., 2007). En un modelo de
investigacion con ratas gestantes, se demostro que la administracion de
SVEGFR-1 en la circulacion causaba hipertension y proteinuria y el exceso de
SVEGFR-1 fue acompaiado también de wuna disminucion en las
concentraciones de VEGF y PIGF, hallazgo que condujo a la suposicion de que
elevados niveles circulantes del SVEGFR-1, se asocian con el desarrollo de los

signos clinicos de preeclampsia (Maynard et al., 2003).

Las concentraciones elevadas de sSVEGFR-1 también se asocia al retraso en el
crecimiento intrauterino (Shibata et al., 2005; Chaiworapongsa et al., 2008). Sin
embargo, el aumento en las concentraciones de sVEGFR-1 en la circulaciéon

materna es menor que en el caso de la preeclampsia (Savvidou et al., 2006).

Relacién de la hipoxia con algunos factores de crecimiento

vasculares endoteliales

La oxigenacion puede ser el mayor regulador entre el balance de la expresion
de VEGF y PIGF-1 en la gestacion, asi como de la expresiéon de sus receptores
(Shweiki et al., 1992). La hipoxia estimula la expresion de proteinas de choque
de calor (heat shock proteins) y proteinas reguladas por la glucosa. Estas
proteinas son, por ejemplo, la endotelina, los factores de crecimiento vascular

endotelial (VEGF), asi como la Interleucina-1a (IL-1a). También se ha

46



demostrado que la hipoxia puede inducir la expresion de los ARN mensajeros
del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y del VEGF, en
cultivo de tejidos, indicando que el oxigeno es un potente regulador de
diferentes pasos de la angiogénesis (Kourembanas et al., 1991; Bdolah et al.,
2005).

La familia de el factor inducible de la hipoxia (HIF) esta compuesta por tres a
subunidades HIF1A, HIF2A, y HIF3 y tres B subunidades HIF1B/ARNT,
HIF2B/ARNT2 y HIF3B /ARNT3. HIF1A fue descubierta inicialmente por la
identificacibn de un Elemento de Respuesta a Hipoxia (HRE). La proteina
heterodimérica que se une al HRE consiste en una subunidad a inducible y una
B subunidad constitutivamente expresada. En muchos tejidos y tipos de células,
HIF1A esta regulado en respuesta a la hipoxia y provoca multiples respuestas
fisiologicas, incluyendo la eritropoyesis y la glucdlisis para contrarrestar la
deficiencia de oxigeno inmediata y para estimular la angiogénesis como
solucion a largo plazo para la hipoxia. HIF1A, HIF2A se expresa
predominantemente en tejidos muy vascularizados como el corazon, los

pulmones y la placenta (Song W et al., 2008).

Diferentes estudios han identificado que la progesterona induce la expresion de
HIF1A y que el interferén tau estimula a HIF1A, lo que a su vez favorece la
expresion del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) en el endometrio
y en el trofoectodermo del embrion (Song W et al., 2008; Bazer et al., 2008).
Sin embargo, la region potencializadora de PIGF no demostré la presencia de
alguna secuencia del gen HRE, como si se observo para VEGF-A y VEGF-R1.
Sin embargo, esta region de PIGF presentd varias secuencias de
reconocimiento para los Factores de Transcripcidon de Respuesta a Metales 1
(MTF-1) y para el Factor Nuclear Potenciador de las cadenas ligeras Kappa de
las células B activadas (NF-kB). Mientras que en algunos estudios se considera
gue a diferencia del VEGF-A, el PIGF no es inducible por hipoxia, otros han
reportado que tanto la hipoxia como la hiperoxia pueden regular positivamente

la expresion del PIGF durante la angiogénesis (Khalig et al.,, 1999). La
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sobreexpresion de HIF-1 en las células endoteliales o en células cardiacas
también influye positivamente en la expresion de PIGF (Yamakawa et al., 2003;
De Falco, 2012).

A diferencia de VEGFR-2 y VEGFR-3, la hipoxia regula el VEGFR-1, el cual
estd mediado por HIF-1. Al respecto, Gerber et al (1997) encontraron una
regiobn promotora de Flt-1 que incluia una secuencia que se aparejaba con el
sitio de union de consenso del HIF, y que anteriormente fuera encontrado en
otros genes inducidos por la hipoxia, tales como los genes de VEGF vy
eritropoyetina.

Se ha demostrado que la disminucion del porcentaje de oxigeno a 20%, 8% y
2% en un cultivo primario de citotrofoblasto, caus6 un aumento en la
concentracion de Flt-1 y el sFlt-1 ARNm estaba marcadamente aumentado.
Aunque los niveles de VEGF en estas células aumentaba modestamente con la
hipoxia, las concentraciones de VEGF libres no eran detectables junto con las
concentraciones bajas libres de PIGF en el medio, en presencia de

concentraciones estables de ARNm de PIGF (Nagamatsu et al., 2004).

Rajakumar y Conrad (2000) investigaron la expresion del HIF en placentas
humanas normales y encontraron que el ARN mensajero de HIF-1a y 2a se
presentaba en la placenta de todas las edades de gestacion. Ambos se
expresaban en el sincitiotrofoblasto, el citotrofoblasto de las vellosidades y en

la vasculatura fetoplacentaria.

También se ha sugerido que la tension de oxigeno puede también regular la
habilidad del citotrofoblasto para diferenciarse y como consecuencia, expresar
proteinas que son importantes para la invasion placentaria (Genbacev et al.,
1997).
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Modo de accién de algunos vasodilatadores desarrollados para

tratar la disfuncion eréctil

Tadalafil y Sildenafil.

En la actualidad, no existe suficiente informacion acerca del uso de tadalafil en
IUGR, ya que la mayor parte de estas investigaciones se basan en el uso de
Sildenafil Citrato. Aunque su mecanismo de accién es idéntico, ambos tienen
caracteristicas bioquimicas y farmacocinética distintas. Estas diferencias
potencialmente pueden afectar a la dosis requerida, al régimen de dosificacion,

y a la via de administracion, entre otros aspectos.

El Tadalafil, cuyo uno de sus nombres comerciales es Cialis, de el laboratorio
(ELI LILLY NEDERLAND B.V), es un farmaco utilizado para tratar la disfuncion
eréctii (DE). ElI Tadalafil es un farmaco inhibidor de la enzima PDE-5
(fosfodiesterasa tipo 5 encargada de inactivar al GMP ciclico, el cual es

sintetizado a través del vasodilatador llamado 6xido nitrico (ON).

El Sildenafil, uno de cuyos nombres comerciales es Viagra, es un farmaco que
ha sido recientemente probado para el tratamiento de la hipertension arterial
pulmonar, y también se ha estado experimentando su eficiencia en el
crecimiento intrauterino restringido (Miller, 2009). Si bien estos estudios se han
realizado con citrato de Sildenafil (Viagra), éste posee el mismo mecanismo de

accion que el tadalafil (Miller, 2009).

La ereccion del pene durante la estimulacion sexual es causada por el aumento
del flujo sanguineo como consecuencia de la relajacion de las arterias del pene
y del masculo liso del cuerpo cavernoso. Esta respuesta estd mediada por la
liberacion de ON de las terminaciones nerviosas y las células endoteliales, que
estimulan la sintesis de GMPc en las células de musculo liso. Entonces, el
GMP ciclico relaja el musculo liso y aumenta el flujo de sangre al cuerpo
cavernoso (De Tejada et al., 2002; Rojo et al., 2003).
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Mientras que en una gestacion es el trofoblasto el que produce cantidades
elevadas de ON, el cudl es muy importante en la vasodilatacion de la
circulacion feto-placentaria, ya que mejora el aporte de oxigeno y el suministro

de nutrientes hacia el feto (Ogando et al., 2003).

Estudios in vitro han mostrado que el Tadalafil es un inhibidor selectivo de la
Fosfodiesterasa tipo 5 (PDES), enzima que se encuentra en el musculo liso de
los cuerpos cavernosos del pene, en el musculo liso vascular, en el musculo
esquelético y también en plaquetas, rifidén, pulmoén y cerebelo. La inhibiciéon de
PDE5 mejora la vasodilatacion, al aumentar la cantidad de GMPc. La
selectividad del Tadalafil para inhibir la PDE5 es mas de 10.000 veces superior
frente a su accion inhibitoria de la PDEL, [aPDE2, y la PDE4 (enzimas que se
encuentran en el corazén, cerebro, vasos sanguineos, higado y otros drganos).
Ademas, la selectividad del Tadalafil también supera en mas de 10.000 veces
la inhibicion de la PDES5 frente a la PDE3, enzima que se halla en el corazon y
los vasos sanguineos, y que desempefia un papel importante en la
contractilidad cardiaca. Ademas, el Tadalafil es aproximadamente 700 veces
mas selectivo para la PDES que para la PDEG6, otra enzima que se encuentra
en la retina, y que es responsable de la fototransduccion. También el Tadalafil
presenta una selectividad superior mas de 10.000 veces para la PDES5 frente a
la PDE7, PDES, PDE9 y PDE10.

El Tadalafil se absorbe por via oral y la concentracion plasmatica maxima
media (Cmax) se alcanza a las 4 h tras su dosificacion. Posteriormente, la
concentracion plasmatica decrece gradualmente, con una vida media de
alrededor de 16 h, lo que hace posible su posologia como monodosis diaria
(Navarro y Bendito, 2011). Aunque el citrato de Sildenafil (Viagra), el Vardenafil
(Levitra) y el Tadalafil (Cialis) inhiben la PDES, la caracteristica farmacologica
distintiva del Tadalafilo es su vida media mas larga (17.5 horas) en
comparacién con Viagra (4.0-5.0 horas) y Levitra (4.0-5.0 horas), resultando en

mayor duracion de accién (Maria de Jesus et al., 2006).
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El Tadalafil es metabolizado principalmente por la isoforma 3A4 del citocromo
CYP450 y el metabolito principal circulante es el metilcatecol glucurénido. Este
metabolito es al menos 13.000 veces menos selectivo que tadalafil para la
PDES5, por consiguiente, no se espera que sea clinicamente activo a las
concentraciones de metabolito observadas, mientras que su vida media
plasmatica es de alrededor de 17.5 horas en individuos sanos. El Tadalafil se
excreta predominantemente en forma de metabolitos inactivos, principalmente
en heces (aproximadamente el 61 % de la dosis administrada) y en menor
medida en la orina (aproximadamente el 36 % de la dosis) (Gaudo y Navarro,
2011).

En estudios in vivo en los cuales se administré citrato de Sildenafil (SC) a
ovejas y ratas gestantes se demostraron efectos sobre la hemodinamica y el
peso fetal. Una amplia revision sobre el tema destaca que el SC produce un
incremento del flujo uterino en ovejas y ademas actia como agente tocolitico,
ya que produce relajacion muscular al reducir la presion intrauterina en ratas

(Villanueva-Garcia et al., 2007).

Recientemente se publicé un estudio donde la administraciéon de SC no mejoro
la perfusion uterina, aunque la administracion se realizé de forma aguda sobre
un modelo animal de IUGR producido por la ligadura de la arteria umbilical o
gue dio lugar a una situacion muy rapida de isquemia aguda seguida de la
administracion de SC (Miller et al., 2009).

Dentro de los efectos que SC produce en los fetos de ratas y ovinos, destaca el

aumento del peso fetal tras administrarlo (Belik et al., 2005).

En animales gestantes se han llevado a cabo mudltiples estudios sobre la
seguridad de su administracion. Estos han concluido que no existe un efecto
fetotdxico o teratogénico al administrarlo a dosis elevadas (200mg/Kg) de forma
diaria durante la fase de organogénesis. Ademas, crias de ratas que recibieron

SC durante su gestaciéon y hasta el final de la lactancia no presentaron
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problemas teratogénicos o potencial carcinogénico, ni en la edad adulta,
presentaron efectos adversos sobre la fertilidad (Abbot et al., 2004).

Fosfodiesterasas (PDE)

Las fosfodiesterasas de los nucleétidos ciclicos (PDE) son metalohidrolasas
que hidrolizan los nucleétidos ciclicos a sus correspondientes 5 -nucleosidos
monofosfato en presencia de cationes divalentes. Estas enzimas pueden ser

especificas de AMPc, GMPc o bien utilizar ambos sustratos.

La actividad de las PDE fue descrita poco después del descubrimiento del
AMPc por Rall y Sutherland en 1958, y fue pieza fundamental para apoyar la
importancia de estos nucleétidos como moléculas fisiolégicamente relevantes.
Dentro de la superfamilia de las PDE, existen tres clases: la clase | que
contiene todas las PDE de los mamiferos, la clase Il que se ha encontrado en
bacterias, levaduras y hongos, y la clase lll que Unicamente esta presente en
las bacterias (Ritcher, 2002).

Las once familias de PDE (PDE1-PDE11) que conforman esta superfamilia han
sido clasificadas con base en su secuencia de aminoacidos, sus propiedades
bioquimicas, sensibilidad a inhibidores, mecanismos reguladores y por su
afinidad a AMPc o GMPc. Aunque los miembros de la familia de las PDE
presentan propiedades diferentes, todas ellas comparten una estructura muy
similar que puede dividirse en tres dominios: un extremo amino (NH,), una

region conservada o dominio catalitico y un extremo carboxilo (COOH).

En general, hay una homologia de aproximadamente el 65% al comparar la
secuencia de aminoacidos entre miembros de una misma familia, mientras que
disminuye a menos de un 40% al comparar miembros de diferentes familias
(Beavo, 1995). Una de las principales caracteristicas que presentan la mayoria
de las PDE es que a partir de un unico gen se obtienen diferentes isoformas,

generadas por el empalme alternativo del ARNm. Al elevado namero de genes
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clonados y a la posibilidad de ser procesadas por el empalme alternativo, se ha
encontrado que los nucleétidos ciclicos pueden ser degradados por un gran
numero de isoformas de PDE. Se han identificado mas de 20 genes de PDE vy
se estima que hay méas de de 50 enzimas diferentes (Lugnier, 2006). También
se considera que existe la posibilidad de que algunas de las PDE se expresen
en algunas especies y no en otras (Yuasa et al., 2000).

Una de las formas de clasificar a las once familias de las PDE se basa en el
grado de afinidad por el gran nimero de inhibidores de éstas descritos, los
cuales se han dividirlo en dos tipos: los de primera generacion que incluye a las
metilxantinas (cafeina, teophila, IBMX o papaverina), las cuales son inhibidores
no selectivos con efectos secundarios; y los de la segunda generacion, que son
los que tienen mayor afinidad y selectividad por las diferentes familias, dentro
de los cuales encontramos a los inhibidores de la PDES (Sildanefil, Vardenafil y
Tadalafil) o de la PDE4, y que también han sido utilizados en enfermedades

respiratorias como el asma (Huang et al., 2001).

La familia de PDE5 se caracteriza por presentar una elevada especificidad al
GMPc (km 1-5 uM) y por contener sitios de union de alta afinidad para este
nucleodtido. Dicha familia consta de un unico gen, el PDESA, y de tres variantes
por corte y empalme: la PDE5A1 y la PDE5SA2 aisladas de pulmoén bovino, y la
PDESAS3 aislada de tejido cavernoso de pene (Loughney et al., 1998; Lin et al.,
2000).

La PDES esta considerada como una proteina citosolica y los niveles mas altos
de la expresién de su ARNm en roedores se han detectado en el rifion, el
pancreas, el corazén y el pulméon (Kotera et al., 2000). También se ha
detectado el ARNm en la musculatura vascular lisa y la esquelética, la
placenta, el higado y tejidos gastrointestinales (Loughney et a., 1998 Stacey et
al., 1998). Los mensajeros de la PDE5SAL y LA PDE5SA2 se encuentran en una
gran variedad de tejidos mientras que la PDE53 estad restringida a la

musculatura vascular lisa (Kotera et al., 2000; Lin et al., 2000). En los ovinos el
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ARNmM de la PDES5 se localiza en el miometrio y los placentomas, y la proteina
de PDES5 fue inmunolocalizada en los muasculos lisos de los vasos maternos, el
estroma y en la capsula de la placenta. También se conoce que las hembras
gestantes expresan hasta dos veces mas la PDE5 que las no gestantes
(Coppage et al., 2005).

Oxido Nitrico (ON)

Uno de los principales productos del endotelio es el 6xido nitrico, que se
encarga de mantener un estado de vasodilatacion sistémica. Es el responsable
de la disminucién de las resistencias periféricas que se observan durante el

embarazo normal (Speer, 2008).

El 6xido nitrico es uno de los factores claves para la regulacién de los cambios
adaptativos que ocurren en los vasos sanguineos uterinos y placentarios
durante la prefiez (Zhu et al., 2005) y puede participar en la invasion vascular
del trofoblasto (Ogando et al., 2003).

Se ha demostrado que la disminucién de la sintesis de 6xido nitrico después de
la aplicacion sistémica de N-nitro-L-arginina, un inhibidor de la sintetasa de
oxido nitrico, provoca hipertension y restriccion del crecimiento intrauterino en
ratas (Yallampalli et al.,, 1993). Algunos donantes de éxido nitrico, como el
trinitrato de glicerilo y el mononitrato de isosorbide pueden producir relajacion
de la arteria umbilical (Cahuduri et al., 1991; Izumi et al., 1994) y disminucién
de la presién de perfusiéon de la circulacion placentaria humana in vitro (Myatt et
al., 1991).
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El ON es un gas que se forma en el organismo en los tejidos que contienen la
enzima sintetasa de ON (NOS), una enzima oxidativa que se encuentra
distribuida en todo el organismo y que actia sobre el aminoacido L-arginina
para formar citrulina y ON en proporcion de 1:1. Hasta la actualidad, de dicha
enzima se han identificado dos isoformas: una constitutiva (cNOS) y la otra
inducible (iINOS); de la cNOS a la vez se identifican dos isoformas, una
endotelial (eNOS) que se encuentra principalmente en las células endoteliales
de la pared de los vasos sanguineos, y otra que ha sido denominada neuronal
(nNOS) por encontrarse preferentemente en el sistema nervioso central
(cerebelo, hipotalamo, cerebro medio e hipocampo), médula y sistema nervioso
periférico. Ambas isoformas son dependientes de iones de calcio (Ca™), el cual
se une a la calmoludina y el compuesto asi formado es su activador (Shizukuda
et al., 1999; Vonnahme y Ford, 2003; Zhu et al., 2005; Rivas et al., 2006).

El ON liberado por las células que contienen alguna isoforma de la NOS, en
respuesta a diferentes estimulos, migra hacia las células blanco y activa la
forma citosdlica de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), una
hemoproteina que es su receptor biolégico. Dicha enzima cataliza la sintesis
intracelular de GMPc, a partir del guanosin trifosfato (GTP), y que actia como
un segundo mensajero intracelular a través de la protein cinasa (PKG). Esta
proteina condiciona la apertura de canales de potasio y actia como un potente
relajante del musculo liso de arteriolas y arterias, por estimulacion de la
homeostasis del calcio y disminucion del contenido intracelular del mismo. Su
accion cesa cuando la enzima fosfodiesterasa tipo 5, contenida en las células
musculares lisas inactiva al GMPc para producir el cierre de los canales de
sodio y agotar la accién relajante. La vida media del ON es muy breve (unos
segundos) y a medida que se difunde se combina con rapidez con otros
radicales libres y diferentes grupos afines, como la oxihemoglobina. Una vez
liberado se descompone para producir dos metabolitos estables, radicales
nitrito (NO2) y nitrato (NO3), que son los productos finales. La suma de ambos

constituye un buen indice de la produccion total de ON (Durazo, 2007).
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La expresion del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) activa las
enzimas NOS y con esto se libera el ON, el cual potencia la accion del factor
angiogénico y de esta manera favorece la viabilidad embrionaria. Se cree que
esto puedo ocurrir a través del receptor VEGFR-2 (Shizukuda et al., 1999;
Vonnahme y Ford, 2003; Zhu et al., 2005; Rivas et al., 2006).

También se ha demostrado que la liberacibn de NO puede conducir a la
relajacion del masculo liso, a través de la via mediada por monofosfato
guanosina ciclico (cGMP). La duracién de la acciéon del cGMP esta controlada
mediante una enzima citosdlica, la 5-fosfodiesterasa (5-PDE) (Reyna Villasmil
et al., 2008).

Durante el embarazo normal, tanto la excrecion urinaria de GMPc como de
nitratos y nitritos (metabolitos del ON) estd aumentada (Myatt et al, 1991). A
pesar de esto, todavia no se ha podido determinar claramente si hay una
disminuciéon global de ON en mujeres gestantes con preeclampsia, ya que se
ha visto una disminucion de sus metabolitos en orina pero, no se ha podido

demostrar en plasma (Shaamash et al., 2002).

Estudios in vitro realizados sobre biopsias de pequefias arterias miometriales y
omentales de pacientes con IUGR (Wareing et al., 2005; Wareing et al., 2006),
ponen de manifiesto que el citrato de sildenafil actta como un potente
vasodilatador, al incrementar y prolongar la accion de GMPc por inhibicion
selectiva de la fosfodiesterasa tipo 5, enzima que convierte la concentracion

intracelular de GMPc como segundo mensajero en su forma inactiva.
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Algunos Antecedentes de Gestaciones Interespecies.

Las gestaciones entre especies del mismo género se pueden originar cuando
existe una cria hibrida en desarrollo, obtenida mediante monta dirigida,
inseminacién artificial o bien, mediante la transferencia de los embriones

hibridos previamente producidos.

Algunas gestaciones interespecies se han llevado a cabo con fines practicos
dada su utilidad para el hombre o de investigacion para la conservacion de
diferentes especies, y de manera mas especifica, para el estudio de la
fisiologia reproductiva y de la gestacion, incluyendo el analisis de la morfologia
e histologia de la placenta, el comportamiento de los diversos factores que son
de suma importancia para que sea exitosa una gestacion y que por lo regular
se presentan de diferente manera, al ser comparadas con las gestaciones
normales dentro de cualquiera de las diferentes especies que se estan
hibridando (Gomez, 2013). Ademas, los hibridos entre diferentes especies
tienen un gran potencial para el estudio de la impronta genética, asi como para
conocer las diferencias bioquimicas, fenotipicas y endocrinologicas entre las

diferentes especies que les dan origen (Allen et al., 1993).

Se conoce desde hace tiempo la presencia de cruzas entre especies del mismo
o diferente género, como es el caso de la mula, cruza entre burro (Equus
asinus) y (Equus caballus), los cuales tienen numeros cromosémicos de 2n =
62 y 2n = 64 cromosomas respectivamente y que origina una descendencia
estéril 2n = 63 (Delgadillo et al, 2003). También de cruzas hibridas entre ovinos
(Ovis aries) y caprinos (Capra hircus), con un nimero cromosémico de 2n = 57
(Mine et al., 2000).

En gestaciones interespecies Ovis aries x Ovis canadensis, Delgadillo et al
(2003) determinaron y compararon por primera vez el nimero diploide (2n) y la
morfologia cromosémica del producto, dando a conocer que el hibrido de esta

cruza es feértil y que el arreglo cromosémico de las dos especies y el hibrido es

57



igual, ya que todos tienen un niumero cromosomico de 2n=54, formado por tres
pares de cromosomas submetacéntricos grandes y 23 pares de cromosomas

acroceéntricos que varian en tamafio.

Calderon (2008), realizO el seguimiento de las concentraciones de
progesterona y describio la morfologia e histologia placentaria de tres
diferentes tipos de gestaciones: una gestacion intraespecifica de ovejas
domésticas, una gestacion intraespecifica de borregas Cimarrén y una
gestacion interespecifica, producto de la cruza de ovejas domésticas con
borregos Cimarrén. En sus resultados encontr6 mayores concentraciones de
progesterona en las gestaciones domésticas a partir de la semana 17, en
comparacion con la gestacion de productos hibridos. También encontré que la
longitud de las placentas, su peso y el diametro de los cotiledones era menor
en las placentas de crias hibridas, comparadas con las de las crias de los otros
dos grupos. lgualmente observé un menor grosor y vascularizacion en las
placentas de las crias hibridas, ademas de que las crias hibridas presentaron
un menor tamafio y peso en comparacion con las crias domésticas y
finalmente, a través de microfotografias, observdé una menor cantidad de
células binucleadas en las gestaciones hibridas en comparacion con las de los

otros dos grupos.

Otra investigacion realizada comparé las concentraciones séricas de
progesterona, del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y del
factor de crecimiento placentario (PIGF-1) durante gestaciones de ovejas
domeésticas, asi como de gestaciones interespecificas logradas a partir de la
inseminacion de ovejas domeésticas (Ovis aries) con Cimarrén (Ovis canadensis
mexicana), mostrando que durante toda la gestacion intraespecifica de las
ovejas domésticas se presentaron concentraciones de progesterona y PIGF-1
superiores a las de las gestaciones hibridas, mientras que en el caso del VEGF
se obtuvieron mayores concentraciones durante el segundo y tercer tercios de
las gestaciones hibridas, en comparacion con las domésticas. Las placentas de

las gestaciones interespecificas presentaron una menor area cotiledonaria total

58



(221.5mm?) en comparacién con las domésticas (669.7mm?) y al nacimiento,
las crias hibridas pesaron menos (2.1+0.1 kg) que las domésticas (4.61£0.2 kg),
a pesar de que la duracion de la gestacion fue mayor en las hibridas (153+0.96
dias) que en las domésticas (147+0.89 dias) (Gomez, 2013).

En otro estudio también se determind si la administracion de progesterona a lo
largo de la gestacién de hibridos entre borregas domésticas y Cimarron
favorecia el crecimiento placentario y fetal. Para ello, se transfirieron embriones
hibridos (O. aries x O. canadensis) a receptoras domésticas (O. aries). Los
niveles de progesterona fueron diferentes entre el grupo tratado con
progesterona y el no tratado, en las semanas 7 a 11, 15 a 17 y 19 a 22. El
periodo de gestacion fue similar (P>0.05) entre grupos, 152.60+1.14 dias para
el grupo tratado y 153.33+2.16 dias para el control. En contraste, al
compararse el peso al nacimiento, las crias del grupo tratado con progesterona
fueron mas pesadas (3.41+0.46 kg) que las del control (2.22+0.25 kg). Las
placentas en el grupo tratado tuvieron una mayor longitud (71.20+6.79 cm) que
las del grupo control (50.83+8.13 cm) pero el ancho fue similar (19.44+£2.55 cm
y 18.67£1.89 cm, respectivamente). El nimero de cotiledones no fue diferente
entre las placentas del grupo tratado y el control (54.60 y 56.83,
respectivamente), pero el peso de los cotiledones en el grupo tratado con

progesterona fue mayor (1.70+0.70 g vs 1.34+0.76 g) (Hernandez, 2012).

Ill. JUSTIFICACION

Dado que en el establecimiento de gestaciones entre especies
filogenéticamente lejanas, como la generada entre las ovejas domésticas (Ovis
aries) y los borregos Cimarron (Ovis canadensis), se originan alteraciones en la
secrecion de hormonas como la Progesterona, el VEGF y el PIGF-1, asi como
un menor desarrollo de la placenta y el consecuente menor tamafio y peso de
las crias al nacimiento, en el presente trabajo se evaluard si la administracion
de Progesterona y Tadalafil (Cialis) pueden favorecer el desarrollo placentario y
fetal durante una gestacion restringida, lo cual también podria contribuir al
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estudio de un problema importante en la salud y el bienestar animal, y con
potenciales aplicaciones en el bienestar y la salud humana.

IV. HIPOTESIS

En una gestacidbn entre ovejas domésticas y borregos Cimarrén, las
concentraciones séricas de hormonas fundamentales para el adecuado
desarrollo de la gestacion, como serian la Progesterona (P4), el Factor de
Crecimiento Placentario tipo 1 (PIGF-1) y el Factor de Crecimiento del
Endotelio Vascular (VEGF) se veran alteradas, resultando en menor desarrollo
placentario y fetal, efectos que seran revertidos con la administracion exégena
de Progesterona y Tadalafil, que favoreceran el desarrollo placentario y el

crecimiento intrauterino fetal durante una gestacion denominada restringida.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Incrementar el desarrollo placentario y el crecimiento fetal intrauterino en un
modelo de gestacion restringido, mediante la administracion de progesterona y

tadalafil.

Objetivos Especificos

1.- Producir embriones en ovejas domeésticas inseminadas con semen

congelado de borrego Cimarron.

2.- Generar gestaciones restringidas a través de la transferencia de embriones

hibridos de Cimarrdn a ovejas receptoras domésticas.

3.- Comparar las concentraciones de progesterona durante la gestacion de
ovejas con embrién doméstico y de ovejas con embrién hibrido tratadas o no

con progesterona y/o tadalafil.
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4.- Comparar las concentraciones de VEGF durante las semanas 14 a 20 de la
gestacion de ovejas con embridbn doméstico y de ovejas con embrion hibrido
tratadas 0 no con progesterona y/o tadalafil.

5.- Comparar las concentraciones de PIGF durante las semanas 14 a 20 de la
gestacion de ovejas con embrion doméstico y de ovejas con embrion hibrido
tratadas o0 no con progesterona y/o tadalafil.

6.- Comparar la morfometria placentaria y el nimero y tamafio de los
cotiledones presentes en placentas obtenidas durante el parto de fetos ovinos
domésticos o de fetos hibridos cuyas madres fueron tratadas o no con

progesterona y/o tadalafil.

VI. MATERIAL Y METODOS

Localizacién

El presente trabajo se realizé en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Ovina (CEIEPO) y en el Departamento de
Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la

Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).
Animales

Se contd con un total de 50 borregas de la raza Suffolk, Dorset y cruzas de
Suffolk con Dorset para formar 5 grupos. Cada grupo se conformoé
aleatoriamente por 10 ovejas y de éstas 2 fueron donadoras y 8 receptoras.
Las ovejas tenian un peso vivo de alrededor de 90 kg, entre tres y cuatro afios
de edad, y dos o tres partos previos. La condicion corporal de las hembras en
una escala de uno a cinco, fue de 2.5 a 3.0 durante la gestacién temprana (dos

primeros tercios) y de 3.5 a 4.0 durante la gestacion tardia (Gltimo tercio).
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Produccion de embriones

Se utilizaron 10 ovejas domésticas como donadoras de embriones, las cuales
fueron sincronizadas con esponjas vaginales de 20 mg de acetato de
fluorogestona (FGA) durante trece dias. Para la superovulacion se administré
intramuscularmente una dosis total de 180 mg de hormona foliculo estimulante
(FSH), que fue administrada en dosis decrecientes cada 12 horas durante
cuatro dias, iniciando dos dias antes del retiro del progestageno (Cervantes et
al., 2007). Cuatro grupos de ovejas superovuladas fueron inseminados
intrauterinamente con semen congelado de borrego Cimarrén (ovis
canadensis), y un grupo fue inseminado con semen de borrego doméstico (ovis
aries) 44 horas después de retirado el progestageno. La inseminacion
ultrauterina se realiz0 por via laparoscopica. Para ello, las ovejas
permanecieron sin agua y sin alimento durante 48 horas antes de ser
anestesiadas con 0.44 mg/kg de xilacina al 10% y 1 mg/kg de ketamina. Una
vez anestesiadas se esquilé y lavé la region abdominal con jabdn quirdrgico y
benzal, y se colocaron en una mesa para inseminacion en decubito dorsal y se
introdujo una aguja de Veress para insuflar la cavidad abdominal. Se realizaron
dos incisiones a 3 cm por debajo de la ubre y a cada lado de la linea media y
se insertaran dos trocares con canula de 5 mm de diametro. Por uno de los
trocares se introdujo un telescopio recto de 5 mm de didmetro y por el otro el
aplicador para semen, y se insemind cada uno de los cuernos uterinos con dos
dosis de semen congelado de borrego Cimarrén con una concentracion de
70x10° de espermatozoides (Figura 1). Finalizada la inseminacién se retiraron
las canulas, se suturaron las incisiones y se administraron 40,000 Ul/kg de
peso de vivo de penicilina de larga accién como antibidtico y 2.2 mg/kg de peso

vivo de meglumina de flunixin como analgésico (Ortiz et al., 2011).

62



e
Figura 1. Inseminacion artificial empleando semen congelado de borrego cimarron

Recoleccion de embriones

Se llevo a cabo mediante laparotomia medio ventral el dia siete posterior a la
inseminacién artificial, para lo cual las hembras se sometieron a anestesia con
0.44 mg/kg de xilacina al 10% y 1 mg/kg de ketamina. Una vez anestesiadas se
rasuraron, se lavo y desinfect6 la region abdominal, para realizar una incisién
de 4 cm de largo y 2 cm anterior a la ubre sobre la linea media para entrar a la
cavidad abdominal. Antes de exteriorizar los cuernos uterinos se evaluo la
respuesta a la superovulacion mediante la revision de los ovarios, contando el
namero de cuerpos ldteos y su calidad. Si la hembra respondié a la
superovulacién se exterioriz0 su utero y se lavdo cada cuerno del Uutero
utilizando una sonda de Foley (calibre 10 Fr) que se introdujo en la base
mediante una puncién realizada con un catéter intravenoso (14G x 5Y%) para
recuperar el medio de lavado (Vigro Complete Flush Solution, AB
Technology,USA). A través de otro catéter intravenoso (18G x 1¥4) insertado en
la punta del cuerno uterino. Se administraron 60 ml del medio, que se colectd
en un filtro concentrador. Concluida la recoleccion de los embriones el Gtero se

regreso a la cavidad abdominal y se suturd la incision. Los embriones fueron
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conservados en una soluciébn de mantenimiento (Vigro Holding Plus, AB
Technology,USA).

Los embriones fueron conservados en una solucibn de mantenimiento y
evaluados morfolégicamente en un microscopio estereoscépico, clasificAndolos
de acuerdo a su grado de desarrollo y calidad (cuadro 1 y cuadro 2) en
ovocitos, mérulas o blastocistos transferibles o no transferibles (Cervantes et
al., 2007).

Cuadro 1. Clasificacion de los embriones por grado de

desarrollo

CATEGORIA GRADO DE DESARROLLO

Ovaocito (sin fertilizar)

2 a 12 células
Mdrula temprana
Mérula (compacta)
Bastocisto inicial
Blastocisto (maduro)

Blastocisto expandido

o N o o A~ W N P

Blastocisto expandido

maduro

Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones

(International Embryo Transfer Society, IETS)

Cuadro 2. Clasificacion de los embriones por

calidad
CODIGO CALIDAD
1 Excelente
2 Bueno
3 Regular (pobre)
4 Degenerado (muerto)

Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones

(International Embryo Transfer Society, IETS)
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Transferencia de embriones hibridos de Cimarron a receptoras

domeésticas.

Los embriones recolectados se transfirieron individualmente a sus respectivas
receptoras, lo que permitié controlar el que cada oveja geste sélo un producto.
Las ovejas domésticas receptoras de embriones se sincronizaron mediante
esponjas vaginales con 20 mg de acetato de fluorogestona durante 13 diasy a
su retiro se administraron 300 Ul de gonadotropina coriénica equina (eCG,
Folligobn Intervet, Francia). Para la transferencia de los embriones las
receptoras se mantuvieron a dieta por 48 horas y fueron anestesiadas con
0.44mg/kg de xilacina intramuscular y 1.0mg/kg de peso vivo de ketamina
endovenosa. La transferencia se realizdé con la ayuda de un endoscopio para
exteriorizar el cuerno uterino ipsilateral al ovario que presentaba el cuerpo Iuteo
de mejor calidad (Figura 2). En el cuerno seleccionado se realiz6 una pequefa
puncion y se introdujo el embrion previamente cargado en un catéter. Los
embriones que se transfirieron fueron moérulas y blastocistos de calidad 1
(excelente). Una vez finalizada la transferencia, se suturaron las incisiones y se
administré intramuscularmente 2 mg/kg de peso de meglumina de flunixin y
20,000 Ul/kg de peso de penicilina G procainica y estreptomicina. La
administracion de antibiotico continué por cinco dias mas. Horas después de
realizada la transferencia, se les proporcioné agua y pastura en pequefas
cantidades y al dia siguiente la alimentacion regular (Cervantes et al., 2007,
Ortiz et al., 2011).
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Figura 2. Recolecciéon de embriones por laparotomia medio ventral

Diagnéstico de Gestacion

Entre los dias 15 a 19 posterior a la inseminacion artificial, se verificé el no

retorno al estro, utilizando machos enteros cubiertos con un mandil.

A las borregas que no retornaron a estro, se les practico al dia 37 post
inseminacién, una ultrasonografia de imagen, utilizando un transductor lineal de
7.5 Mhz y 40 mm de longitud que se introdujo rectalmente para verificar la
presencia de vesiculas embrionarias, el latido cardiaco del feto en formacion y

desarrollo de los placentomas (Figura 3).
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Figura 3. Diagndstico de gestacion por ultrasonografia.

Tratamiento con progesterona (P4) y tadalafil (Cialis) para favorecer el

crecimiento placentario y fetal.

Una vez diagnosticadas como gestantes las borregas fueron divididas
aleatoriamente en 5 grupos; el grupo 1 (n=5, embrion domeéstico) sirvid como
grupo control 1, el grupo 2 (n= 4, embrion hibrido), que sirvi6 como grupo de
control 2, el grupo 3 (n= 4 embrién hibrido + P4), recibié diariamente 25 mg
(0.50 ml) de progesterona natural por via intramuscular, durante la semanas 7
a la 22 de la gestacion, el grupo 4 (n=4, embridén hibrido +Tadalafil), el cual
recibio diariamente 5 mg de Tadalafil (Cialis) por via oral , durante las semanas
14 a 20 de la gestacion, el grupo 5 (n= embridn hibrido+P4+Tadalafil) recibio
diariamente 25 mg (0.50 ml) de progesterona natural via intramuscular de la
semana 7 ala 22 y 5mg de Tadalafil por via oral, durante las semanas 14 a 20

de la gestacion.

La P4 se inici6 en la semana 7 debido a que antes de ese momento la mayor

parte de la progesterona es producida por el (los) cuerpo(s) lateo(s) de la
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gestacion, produccion que es independiente del tipo de embridn presente en el
Utero pero que si podria ser afectada por la administracion exdgena de
progesterona debido a la retroalimentacion negativa. En cambio, a partir de la
semana 7 la placenta produce cantidades crecientes de progesterona en
gestaciones domésticas, mientras que en gestaciones hibridas hay una
deficiente produccién de progesterona placentaria. La P4 dejo de administrarse

en la semana 22 para no interferir con el inminente parto.

El tratamiento con Tadalafil se realizé de la semana 14 a la 20 de gestacion
con el objeto de favorecer la angiogénesis placentaria durante el ultimo tercio
de la gestacion.

Muestras sanguineas

Se colectaron muestras semanalmente, a partir de la semana 14 de gestacion y
hasta el momento del parto, las concentraciones séricas de P4, VEGF y PIGF-
1, para lo cual se tomaron semanalmente muestras de sangre (7 ml) mediante
puncion yugular y tubos vacutainer. Una vez tomada la muestra, ésta se dejo
reposar por al menos 30min y en un angulo de 45°, pasado este tiempo, se
centrifugé durante dos minutos para después separar el suero, que fue

conservado a -20°c hasta su procesamiento.

Determinacién de las concentraciones séricas de P4, VEGF y PLGF

Radioinmunoensayo

La progesterona se determind por duplicado en un solo ensayo, tomando 100
ul del suero obtenido de las muestras sanguineas. Para ello se utilizé un
estuche comercial (Coat-A-Count Progesterona) de radioinmunoensayo en fase
sélida. La sensibilidad del ensayo fue de 0.1 ng/ml y el coeficiente de variacién

intraensayo fue de 3.09%.

68



Determinacion de los niveles séricos de VEGF

Enzimo-inmunoanalisis (ELISA)

Para la determinacion de las concentraciones séricas del factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) se realiz6 un ensayo tipo sandwich directamente
proporcional y se siguieron las instrucciones del fabricante (PEPROTECH®
Human). La sensibilidad del ensayo fue de 3.58 pg/ml, con un coeficiente de
variacion intraensayo de 8.26%.

Determinacion de los niveles séricos de PIGF-1

Para la determinacién de las concentraciones séricas del factor de crecimiento
placentario (PIGF-1) se realiz6 un ensayo tipo sandwich directamente
proporcional y se siguieron las indicaciones del fabricante (PEPROTECH®
Human PIGF-1). En el caso de PIGF-1, el limite de deteccion fue de 2.15 pg/ml
y el coeficiente de variacion intraensayo fue de 6.85% intraensayo.

Morfometria de las placentas

Las placentas que se recuperaron al parto (Figura 4), fueron extendidas en una
mesa para medir su longitud a lo largo y a lo ancho, ademas de dividir su
superficie en cuatro cuadrantes (Figura 5). De cada uno de ellos se obtuvieron
tres cotiledones aleatoriamente, a los cuales se les midi6 el diametro mayor y el
diametro perpendicular al eje mayor para obtener el diametro promedio, con el
cual se calculd el area de contacto mediante la férmula A = nr? (Figura 6).
Finalmente, se contaron la totalidad de los cotiledones de la placenta y se
pesaron los cotiledones obtenidos de cada cuadrante, para poder obtener el
promedio de cada gestaciéon (Figura 7). Las crias nacidas fueron pesadas con
una bascula portétil (Schmidt, 2005; Calderon et al., 2008; Hernandez, 2012;
Gomez, 2013).
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Figura 4. Recuperacion de la placenta después del parto.

Figura 5. Placenta dividida en cuatro cuadrantes, para la obtencién de
cotiledones.

Figura 6. Medicion de los cotiledones de cada uno de los diferentes
cuadrantes.
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Figura 7. Pesaje de los cotiledones.

Analisis Estadistico

a) Para analizar los perfiles de Progesterona (P4), VEGF Y PIGF-1, se
ajustaron a un modelo lineal mixto para medidas repetidas, utilizando el
procedimiento MIXED (SAS, 9.3), con el cual, se determind el efecto del
tratamiento en 5 grupos (Embrién Doméstico Sin Tratamiento n=5; Embrion
Hibrido Sin Tratamiento n=4; Embrion Hibrido + P4 n=4; Embrion Hibrido + P4
+ Tadalafil n=5; Embrién Hibrido + Tadalafil n= 5). El modelo usado es el

siguiente:
Yi= M + @; + Borrego + gj;
Donde:
Yj: es la variable respuesta modelada;
l: es la media general;

@i: es el efecto fijo del i-eésimo grupo (i = Embrion Doméstico Sin Tratamiento;
Embrion Hibrido Sin Tratamiento; Embrién Hibrido + P4; Embridn Hibrido + P4
+ Tadalafil; Embrion Hibrido + Tadalafil).

Borrego;: es el efecto aleatorio de la n-ésimo oveja anidada dentro de su grupo
~ niid (0,1);
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gj: es el error aleatorio ~ N(0,1).

La semana de la gestacion/borrego se utilizé como sujeto en el enunciado
repeated del modelo. En la prueba se utiliz6 una a=0.05 (Ducoing, 2009;
Daniel, 2005).

b) Para determinar las concentraciones de Progesterona (P4), VEGF Y PIGF-1
a través de los tercios de la gestacion los datos se analizaron mediante un
modelo factorial 2x5. El modelo usado es el siguiente:

Yi= H + @ + B; + O*B; + g
Donde:
Yj: es la variable respuesta modelada,;
H: es la media general;
@i es el efecto fijo del i-ésimo grupo (i =2do tercio, 3er tercio);

Bj: es el efecto fijo de la j-ésimo grupo (j = Embrion Domeéstico Sin Tratamiento;
Embrion Hibrido Sin Tratamiento; Embridn Hibrido + P4; Embrion Hibrido + P4
+ Tadalafil; Embrion Hibrido + Tadalafil).

@*Bji: es el efecto fijo de la interaccion de Tercio y Grupo;
gj: es el error aleatorio ~ N(0,1)

En la pruebas se utilizé una a=0.05. Se utilizé el programa estadistico SAS 9.3
(Ducoing, 2009; Daniel, 2005).

¢) Para el andlisis de las variables longitud de la gestacion, peso al nacimiento,
medidas placentarias, niumero de cotiledones, area de los cotiledones y peso
de los cotiledones, se realiz6 un ANOVA y la prueba de Tukey para la

contratacién de medias. El modelo usado es el siguiente:
Yi= g+ @ + g
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Donde:
Yj: es la variable respuesta modelada,
H: es la media general;

@;: es el efecto fijo del i-ésimo grupo (i = Embrion Doméstico Sin Tratamiento;
Embrién Hibrido Sin Tratamiento; Embrién Hibrido + P4; Embrién Hibrido + P4
+ Tadalafil; Embrién Hibrido + Tadalafil);

gj: es el error aleatorio ~ N(0,1)

En la pruebas se utilizé una a=0.05. Se utilizé el programa estadistico SAS 9.3
(Ducoing, 2009; Daniel, 2005).

VII. RESULTADOS

Efecto del grupo y tratamiento sobre las concentraciones séricas de

Progesterona (P4) a lo largo de la gestacion.

El perfil de Progesterona medido semanalmente a lo largo de la gestacion del
grupo con embridon de oveja domeéstica y el grupo con embrion hibrido sin
tratamiento se presenta en la gréfica 1. Entre las semanas 7 y 13 de la
gestacion las concentraciones de progesterona fueron similares en ambos
grupos. Sin embargo a partir de la semana 14 las concentraciones comenzaron
a elevarse en forma mucho mas marcada en las ovejas con gestacion
domeéstica que en aquellas con gestaciéon hibrida, por lo que las diferencias
entre ambos grupos fueron ampliandose hasta ser significativamente mayores

en las ovejas con gestacion doméstica (p<0.05) en las semanas 16, 18 y 19.
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Grafica 1. Concentraciones semanales de P4 en suero en gestaciones con embrion doméstico
sin tratamiento (n=5) o con embrién hibrido sin tratamiento (n=4). * Los asteriscos indican
diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo de tiempo.

En la grafica 2 se observa que el grupo de gestacion hibrida que recibio
tratamiento con progesterona presentd mayores concentraciones de esta
hormona que las ovejas no tratadas con el mismo tipo de gestacién, siendo la
diferencia entre ambos grupos significativa en las semanas 8, 19 y 20 (p <
0.05).

w
]
]

w
(=}
L

N
5]

N
o

Embrion Hibrido Sin Tratamiento

P4 en suero ng/ml
[=3
v

| —&—Embrion Hibrido + P4

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Semana de gestacion

[y
(=]

v

Grafica 2. Concentraciones semanales de P4 en suero en gestaciones con embrion hibrido sin
tratamiento (n=4) y embrién hibrido tratado con P4 (n=4). * Los asteriscos indican diferencias
significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo de tiempo.
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En la gréfica 3 se observa que el grupo con gestacion hibrida que recibio
tratamiento con progesterona y tadalafil también tuvo mayores concentraciones
de progesterona que las ovejas testigo con gestacion hibrida, aunque la
diferencia entre ambos grupos solamente fue significativa en la semana 14.
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Gréfica 3. Concentraciones semanales de P4 en suero de gestaciones con embrién hibrido sin
tratamiento (n=4) o de embrién hibrido con tratamiento de P4 y Tadalafil (n=5). * El asterisco
Indica diferencia significativa al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo de tiempo.

En la grafica 4 se observa que el tratamiento solo con tadalafil también
incrementd las concentraciones de progesterona en las ovejas con gestacion
hibrida en comparacion con las no tratadas. La diferencia entre ambos grupos

fue significativa en las semanas 18 y 21.
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Grafica 4. Concentraciones semanales de P4 en suero ng/ml en gestaciones con embrién
hibrido sin tratamiento (n=4) o con embrién hibrido y tratamiento con Tadalafil n=5. * El
asterisco indica diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo
de tiempo.
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En la gréfica 5 se observa que en tanto en el segundo como en el tercer tercio
de la gestacion el grupo con menores concentraciones de progesterona fue el
de gestacibn con embrion hibrido sin tratamiento. Todos los tratamientos
incrementaron las concentraciones de progesterona en gestaciones hibridas,
aunque en el segundo tercio solamente hubo diferencia significativa (p<0.05)
entre dicho grupo y los grupos con gestacion hibrida que recibieron tratamiento
con progesterona. En cambio, durante el tercer tercio de la gestacion las
concentraciones de progesterona en el grupo de gestacién hibrida sin
tratamiento fueron significativamente menores (p<0.05) que las de todos los
otros grupos. Por otra parte, los Unicos grupos en los que las concentraciones
de progesterona fueron significativamente mayores (p<0.05) durante el tercer
tercio de la gestacion en comparacion con el segundo tercio fueron el grupo de
embridén domeéstico sin tratamiento y el de embrion hibrido tratado con tadalafil.
Vale la pena destacar que durante el tercer tercio de la gestacion las
concentraciones de progesterona en las ovejas con gestacion de embridn
domestico fueron significativamente mayores (p<0.05) a los de todos los demas

grupos, incluyendo a aquellos que recibieron progesterona exogena.

25 =
20
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10 1 Embrion Hibrido + P4

P4 en suero ng/ml

W Embrion Hibrido + P4 + Tadalafil
W Embrion Hibrido + Tadalafil

Tercio de Gestacion

Gréafica 5. Diagramas de barras de la concentracién de progesterona por tercio de gestacion
de acuerdo al tipo de gestacién y tratamiento. abcd para una determinada variable, los valores
con distinta literal son estadisticamente diferentes ( < 0.05).
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Efecto del grupo y tratamiento sobre las concentraciones séricas de

VEGEF a lo largo de la gestacion.

Con excepcion de la semana 9, las concentraciones semanales de VEGF
siempre fueron numéricamente superiores en las ovejas testigo con gestaciéon
hibrida que en las ovejas con gestacion doméstica. La diferencia entre ambos
grupos fue significativa (p<0.05) en las semanas 13, 15, 17, 18 y 20 (grafica 6).
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Gréfica 6. Concentraciones de VEGF en suero en gestaciones con embrion doméstico sin
tratamiento (n=5) y con embrién hibrido sin tratamiento (n=4). * Los asteriscos Indican
diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo de tiempo.

En las ovejas con gestacion hibrida, la administracion de progesterona provoco
una importante reduccién en las concentraciones de VEGF con respecto a las
hibridas no tratadas, aunque las concentraciones de VEGF solo fueron
significativamente diferentes (p<0.05) entre ambos grupos en las semanas 13,
15y 20 (grafica 7). Cabe destacar que las concentraciones de esta hormona en
las ovejas con gestacion hibrida tratadas con progesterona (grafica 7) fueron
muy similares a las de las ovejas con gestacion de embrién doméstico (grafica
6).
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Grafica 7. Concentraciones semanales de VEGF pg/ml en gestaciones con embrion hibrido
sin tratamiento (n=4) o con embrién hibrido y tratamiento con P4 (n=4). * Los asteriscos indican
diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo de tiempo.

Cuando las ovejas con gestacion hibrida fueron tratadas con progesterona +
tadalafil se produjo una reduccién en las concentraciones de VEGF con
respecto a las ovejas con gestacion hibrida no tratadas (grafica 8), aunque la
diferencia entre ambos grupos solamente alcanzé significancia estadistica
(p<0.05) en la semana 15 de la gestacion. Durante el resto de la gestacion las
diferencias entre las ovejas no tratadas y las tratadas con tadalafil fueron
menores a las observadas entre las ovejas testigo y las ovejas tratadas ya sea

con progesterona o con progesterona + tadalafil.
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Grafico 8. Concentraciones semanales de VEGF en suero en gestaciones con embrion hibrido
sin tratamiento (n=4); o con embrién hibrido y tratamiento con P4 y Tadalafil (n=5). * El
asterisco Indica diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo
de tiempo.
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Por otra parte, las ovejas con gestacion hibrida que fueron tratadas solamente
con tadalafil tuvieron concentraciones significativamente menores (p<0.05) de
VEGF que las ovejas testigo con gestacion hibrida en las semanas 7, 17 y 20
(Grafica 9).
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Gréfica 9. Concentraciones semanales de VEGF en suero en gestaciones con embrién hibrido
sin tratamiento (n=4) o con embrién hibrido y tratamiento con Tadalafil (n=5).* Los asteriscos
indican diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo de tiempo.

79



En la gréfica 10 se observa que durante el segundo tercio de la gestacion las
concentraciones de VEGF del grupo con gestacion hibrida sin tratamiento
fueron significativamente mayores (p<0.05) que las del resto de los grupos con
excepcion del grupo tratado con tadalafil. Durante el Ultimo tercio de la
gestacion las concentraciones de VEGF en el grupo hibrido sin tratamiento
fueron significativamente mayores que las de todos los otros grupos. El Unico
grupo en el que las concentraciones de VEGF aumentaron en forma
significativa entre el segundo y el tercer tercio de la gestacién fue el de

gestaciones hibridas sin tratamiento (p<0.05)

B Embrion DomesticoSin Tratamiento
M Embrion Hibrido Sin Tratamiento

Embrion Hibrido + P4

VEGF en suero pg/ml

M Embrion Hibrido + P4 + Tadalafil
B Embrion Hibrido + Tadalafil

Tercio de Gestacidon

Gréfica 10. Diagramas de barras de la concentracibn de VEGF por tercio de gestacion de
acuerdo al tipo de gestacion y tratamiento. abed para una determinada variable, los valores
con distinta literal son estadisticamente diferentes ( < 0.05).
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Efecto del grupo y tratamiento sobre las concentraciones séricas de

PIGF-1 a lo largo de la gestacion.

En la grafica 11 se observa que las concentraciones de PIGF-1 de las ovejas
con gestacion de embrion domeéstico y las de ovejas con gestacion hibrida que
no recibieron tratamiento fueron similares entre la semana 7 y la semana 16 de
la gestacion. Sin embargo, a partir de la semana 17 las concentraciones en las
gestaciones hibridas comenzaron a descender, lo que no ocurri6 en las
gestaciones domésticas. La diferencia entre ambos grupos alcanzé a ser
significativa (p<0.05) en la semana 21.
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Gréfica 11. Concentraciones semanales de PIGF-1 en suero en gestaciones con embrién
domeéstico sin tratamiento (n=5) o embrion hibrido sin tratamiento (n=4). * El asterisco indica el
momento en que se presentaron diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos.

En la grafica 12 se observa que al tratar con progesterona a las ovejas
gestantes con embrion hibrido se produjo una reduccion en las
concentraciones de PIGF-1 en comparacion a las ovejas con gestacion hibrida
no tratadas. Aunque la diferencia entra ambos grupos solamente fue
significativa (p<0.05) en la semana 9, la reduccion observada en el grupo
tratado hizo que las concentraciones de este grupo después de la semana 16
fueran muy parecidas a las observadas en el mismo periodo en las ovejas con

gestacion de embrién doméstico (grafica 11).

81



500 -

400 -

300 -

Embrion Hibrido Sin Tratamiento

PIGF-1 en suero pg/ml

200 1 —e—Embrion Hibrido + P4

100 A

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Semana de gestacion

Grafica 12. Concentraciones semanales de PIGF-1 pg/ml en gestaciones con embrion hibrido
sin tratamiento n=4 o con embrion hibrido y tratamiento con P4 (n=4). * El asterisco indica el
momento en que se presentaron diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos.

El tratamiento de ovejas con gestacion hibrida con progesterona + tadalafil
(grafica 13) o con tadalafil solamente (grafica 14) también redujo las
concentraciones de PIGF-1 en comparacion con las observadas en ovejas
testigo con gestacion hibrida, siendo la diferencia significativa (p<0.05) en el

primer caso en las semanas 9y 16, y en el segundo en la semana 9.
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Gréafica 13. Concentraciones semanales de PIGF-1 en suero en gestaciones con embrién
hibrido sin tratamiento (n=4) o con embrién hibrido y tratamiento con P4 y Tadalafil (n=5). * Los
asteriscos indican momentos en los que hubo diferencias significativas al nivel de p < 0.05
entre grupos.
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Grafica 14. Concentraciones semanales de PIGF-1 en suero en gestaciones con embrion
hibrido sin tratamiento (n=4) o con embrién hibrido y tratamiento con Tadalafil (n=5). *el
asterisco indica el momento en el que se produjeron diferencias significativas al nivel de p <
0.05 entre grupos.

En el grafico 15 se observa que durante el segundo tercio de la gestacion no
hubo diferencias significativas entre las concentraciones de PIGF-1 de las
ovejas con gestacion doméstica y las ovejas con gestacion hibrida que no
recibieron tratamiento (p>0.05). Todos los tratamientos aplicados a las ovejas
con gestacion hibrido provocaron durante el segundo tercio de la gestacion
concentraciones de PIGF-1 significativamente mas bajas (p<0.05) que las
encontradas en el mismo periodo en las ovejas testigo con cualquier tipo de
gestacion. En la misma grafica 15 se observa que durante el tercer tercio de la
gestacion las ovejas tratadas (con cualquiera de los tratamientos) tuvieron
concentraciones significativamente menores que las de las ovejas testigo con
gestacion hibrida, pero no diferentes a los de las ovejas con gestacion

domeéstica.
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Grafico 15. Diagramas de barras de la concentracion de PIGF-1 por tercio de gestacion de
acuerdo al tipo de gestacion y al tratamiento. abcd para una determinada variable, valores con
distinta literal son estadisticamente diferentes (< 0.05).

Efecto del grupo y tratamiento sobre la duraciéon de la gestacion, peso al

nacimiento y las caracteristicas de la placenta y los cotiledones.

En el cuadro 3 se observa que la duracion de la gestacion fue
significativamente menor en gestaciones con embrion domeéstico que en todos
los grupos de gestacion con embrion hibrido, hayan recibido o no tratamiento
(p<0.05).

Cuadro 3. Duracion de la gestacion (dias) de acuerdo al tipo de gestacion y

tratamiento recibido.

Grupo Media EE
Embridn Hibrido + P4 1556 + 1.3 A
Embridn Hibrido + Tadalafil 152.0 + 1.2 A
Embridn Hibrido + P4 + Tadalafil 151.8 + 1.2 A
Embrién Hibrido Sin Tratamiento 151,7 + 1.3 A
Embridn Doméstico Sin Tratamiento 146,7 + 1.2 B

*BGrupos que no comparten por lo menos una literal son
significativamente diferentes (p<0.05)
El peso de los corderos al nacimiento fue significativamente mayor en los
corderos domésticos que en los corderos hibridos de todos los grupos
(p<0.05). Entre los corderos hibridos el menor peso se registré en el grupo sin
tratamiento, pero las diferencias con respecto a los otros grupos de corderos

hibridos no fueron significativas (P<0.05), (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Peso (kg) de los corderos al nacimiento de acuerdo al tratamiento y

tipo de gestacion.

Grupo Media EE
Embridn Doméstico Sin Tratamiento 564 + 045 A
Embrion Hibrido + P4 3.02 + 045 B
Embrion Hibrido + Tadalafil 275 + 0.41 B
Embrion Hibrido + P4 + Tadalafil 257 + 041 B
Embrion Hibrido Sin Tratamiento 242 + 0.46 B

~BGrupos que no comparten por lo menos una literal son
significativamente diferentes (p<0.05)

La longitud de la placenta no fue estadisticamente diferente entre los grupos
(P > 0.05) (Cuadro 5). En cambio el ancho de la placenta fue significativamente
mayor (p<0.05) en el grupo con embridén hibrido tratado con progesterona y
tadalafil que en el grupo con gestacion hibrida sin tratamiento (Cuadro 6). En el
resto de los grupos el ancho de la placenta fue intermedio, sin diferencias

significativas con respecto a los otros grupos.

Cuadro 5. Longitud de la placenta (cm) de acuerdo al tratamiento y tipo de

gestacion.
Grupo Media EE
Embridon Doméstico Sin Tratamiento 1008 + 6.0
Embridn Hibrido + Tadalafil 90.8 + 6.0
Embridn Hibrido Sin Tratamiento 822 + 6.7
Embridn Hibrido + P4 + Tadalafil 786 *+ 6,0
Embridén Hibrido + P4 76.7 + 6.7

Las diferencias entre grupos no son significativas (p<0.05)
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Cuadro 6. Ancho de la placenta (cm) de acuerdo al tratamiento y tipo de

gestacion.

Grupo Media EE
Embridn Hibrido + P4 + Tadalafil 324 + 24 A
Embrion Hibrido + Tadalafil 290 + 24 A B
Embridn Doméstico Sin Tratamiento 234 + 24 A B
Embrion Hibrido + P4 225 + 24 A B
Embrion Hibrido Sin Tratamiento 19.25 + 2.7 B

*® Grupos que no comparten por lo menos una literal son
significativamente diferentes (p<0.05).

En cuanto al nimero de cotiledones se observa que el grupo con gestacién
hibrida y tratado con Tadalafil tuvo un nimero significativamente mayor que el
grupo de embrion hibrido que no recibié tratamiento (p<0.05), siendo esta la
unica diferencia significativa entre los grupos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Numero de cotiledones de acuerdo al tratamiento y tipo de gestacion.

Grupo Media EE
Embrion Hibrido + Tadalafil 768 + 46 A
Embrién Hibrido + P4 + Tadalafil 744 + 46 A B
Embrion Hibrido + P4 675 + 52 A B
Embrién Doméstico Sin Tratamiento 650 + 46 A B
Embrion Hibrido Sin Tratamiento 555 + 5.2 B

*8 Grupos que no comparten por lo menos una literal son
significativamente diferentes (p<0.05).
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El area de los cotiledones fue significativamente mayor en el grupo de embrion
domeéstico sin tratamiento que en todos los demas grupos (p<0.05). En las
gestaciones hibridas el tratamiento con tadalafil (con o sin progesterona) redujo
aun mas el area de los cotiledones con respecto al grupo con gestaciones
hibridas que no recibié tratamiento (p<0.05). También en el grupo tratado solo
con progesterona se produjo una reduccion en el area de los cotiledones, pero
en este caso la diferencia no fue significativa (p>0.05) con respecto al area de
los cotiledones del grupo hibrido que no recibio tratamiento.

Cuadro 8. Area de cotiledones (mm?) de acuerdo al tratamiento y tipo de
gestacion.

Grupo Media EE
Embriédn Doméstico Sin Tratamiento 6.5 + 04 A
Embridn Hibrido Sin Tratamiento 3.9 + 0.4 B
Embridn Hibrido + P4 2.5 + 0.4 B C
Embridn Hibrido + Tadalafil 2.2 + 0.3 C
Embridn Hibrido + P4 + Tadalafil 1.7 + 0.3 C

A8L Grupos que no comparten por lo menos una literal son

significativamente diferentes (p<0.05).

En cuanto al peso de los cotiledones, fue significativamente mayor en el grupo
con embrion domestico sin tratamiento que en los grupos con embrién hibrido
sin tratamiento y con embrién hibrido tratado con progesterona + Tadalafil

(p<0.05), teniendo el resto de los grupos valores intermedios (Cuadro 9).

Cuadro 9. Peso de los cotiledones de acuerdo al tratamiento y tipo de gestacion.

Grupo Media EE
Embridon Doméstico Sin Tratamiento 29 + 03 A
Embridn Hibrido + P4 19 + 03 A B
Embridn Hibrido+ Tadalafil 1.7 + 03 A B
Embridn Hibrido Sin Tratamiento 1.5 + 0.3 B
Embridn Hibrido + P4 + Tadalafil 1.3 + 0.3 B

A8 Grupos que no comparten por lo menos una literal son
significativamente diferentes (p<0.05).
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VIIl. DISCUSION

Progesterona

En los ovinos domésticos se conoce que al inicio de la gestacion la
progesterona es producida Unicamente por el cuerpo lUteo, pero posteriormente
la placenta comienza a producir cantidades crecientes de la hormona y a partir
del dia cincuenta la placenta produce la mayor parte de la progesterona
circulante (Su et al., 2004; Lea et al., 2007; Mondragén et al., 2007). Por esta
razén en el presente trabajo se evaluaron las concentraciones de progesterona
a partir de semana 7 de la gestacion, ya que se pretendia comparar las
diferencias entre la funcion placentaria de gestaciones con embrién domeéstico
y gestaciones con embrion hibrido, asi como evaluar los efectos de distintos

tratamientos sobre la funcion placentaria en este tipo de gestacion.

En el presente trabajo las concentraciones séricas de progesterona durante las
gestaciones con embrion doméstico (gréafica 1) fueron similares a las descritas
anteriormente en la literatura para ovejas domeésticas (Ranilla et al, 1994;
Gomez 2013). En cambio, las ovejas gestantes con embrion hibrido que no
recibieron ningun tratamiento presentaron a partir de la semana 11 de la
gestacion concentraciones menores a las observadas en las ovejas gestantes
con embridén doméstico, aunque la diferencia entre ambas solamente alcanzé a
ser significativa en ciertas semanas (grafica 1). Esta diferencia ya habia sido
observada por Calderdn (2008) y por Gémez (2013), quienes las atribuyeron a
un menor desarrollo e irrigacion placentarios en las ovejas con gestacion
hibrida. Los resultados del presente trabajo afiaden peso a esta hipétesis
debido a que tanto el area (cuadro 8) como el peso (cuadro 9) de los
cotiledones fueron significativamente menores en las gestaciones hibridas sin
tratamiento que en las gestaciones domeésticas (cuadro 8). Ademas existieron
diferencias en otras variables que, aunque no fueron significativas, también
apuntan a una menor irrigacion en las gestaciones hibridas, tales como una

menor longitud de la placenta (cuadro 5), menor anchura de la misma (cuadro
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6) y un menor nimero de cotiledones (cuadro 7) en las gestaciones hibridas sin
tratamiento con respecto a las gestaciones domeésticas.

La administracion de progesterona o de progesterona + Tadalafil a ovejas con
gestaciones hibridas result6 en una elevacion en las concentraciones de
progesterona con respecto a las gestaciones hibridas sin tratar, revirtiendo al
menos en parte la deficiente produccion de progesterona caracteristica de las
gestaciones hibridas (graficas 2,3,4 y 5). En el caso de las ovejas tratadas con
progesterona o0 con progesterona + taladafil se produjo inicialmente una
elevacién significativa con respecto a las ovejas testigo, reduciéndose esta
diferencia a partir de la semana 9 para posteriormente aumentar hasta volver a
ser significativa (graficas 2 y 3). Es posible que después de la elevacion inicial
en las concentraciones de progesterona provocada por la presencia en la
circulacion de la hormona administrada en forma exdgena, se haya producido
una retroalimentacion negativa de dicha progesterona exdgena sobre la
secrecion de gonadotropinas, lo que habria resultado en menor secrecion de
progesterona ovarica, lo que compensaria por la presencia de la progesterona
exdgena. Sin embargo, conforme la gestacion avanzé la secrecién de
progesterona quedd a cargo de la placenta, érgano que no esta sujeto a
retroalimentacion negativa, por lo que la progesterona exdgena comenzo a
sumarse a la enddgena y la diferencia entre animales tratados y no tratados

volvié a hacerse significativa.

En los dos casos recién descritos (tratamiento con progesterona 0 con
progesterona + tadalafil) se administré progesterona exdgena, por lo que las
elevaciones en las concentraciones de progesterona eran esperadas y casi
inevitables. Sin embargo, en el grupo de gestacion hibrida tratado solo con
tadalafil las concentraciones de progesterona comenzaron a ser ligeramente
mayores que en el grupo sin tratar en la semana 12, y la diferencia fue
aumentando gradualmente hasta llegar a ser significativa (p<0.05) en las
semanas 18 y 21 (grafica 4). Esta diferencia no puede atribuirse a la

administraciéon de progesterona exogena, por lo que debid6 haber sido
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provocada por el tadalafil. Esto sugeriria que, de acuerdo con nuestra hipétesis,
el tadalafil podria haber estimulado la circulacion placentaria, permitiendo una
mayor produccion de progesterona. Un indicio en este sentido es que el grupo
gue fue tratado exclusivamente con tadalafil tuvo mayor longitud y anchura
placentarias, mayor numero de cotiledones y mayor peso de los cotiledones
gue el grupo con embrién hibrido que no recibi6 tratamiento (cuadros 5, 6, 7 y
9). Sin embargo, estas diferencias no llegaron a ser significativas para ninguna
de estas variables.

A pesar de los efectos positivos de los tratamientos sobre las concentraciones
de progesterona, sobre todo durante el segundo tercio de la gestacion (figura
5), con ninguno de los tratamientos se consiguié que durante el dltimo tercio de
las gestaciones hibridas las concentraciones de progesterona llegaran a ser tan
elevadas como las presentes en gestaciones normales con embrion doméstico
(grafica 5). Esto significa que en las gestaciones hibridas continué existiendo
una deficiencia relativa de progesterona aun en los animales tratados, ya que
no se produjo en ellas el marcado incremento que se ha encontrado durante el
ultimo tercio de la gestacion en gestaciones normales de oveja domeéstica tanto
en el presente trabajo como en trabajos anteriores (Calderon et al., 2009; Mejia
et al., 2011, Gomez, 2013).

Es importante recordar que en la oveja la placenta comienza a secretar
cantidades importantes de progesterona (>10ng/ml) a partir de mediados del
segundo tercio y hasta el final de la gestacion (Manalu y Sumaryadi,1998;
Calderon et al, 2009), tiempo durante el cual ocurre el crecimiento exponencial
de los placentomas y del feto (Hansen, 1998; Spencer et al., 2004), por lo que
el deficiente aumento en las concentraciones de progesterona durante el
segundo Yy tercer tercio de la gestacidén en el grupo con embrién hibrido que no
recibid tratamiento podria estar relacionado con un reducido desarrollo
placentario y con insuficiente crecimiento de algunas estructuras, como los
placentomas, cuya consecuencia es el nacimiento de crias pequefas. Se sabe

gue el incremento progresivo de las concentraciones de progesterona a lo largo
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de la gestacion ejerce un efecto importante sobre el crecimiento de las crias, ya
gue los altos niveles de progesterona circulantes durante la gestacion permiten
la movilizacion de acidos grasos y de glucosa a partir de las reservas
corporales de la madre, nutrientes que viajan por la circulacibn materna y
llegan a la placenta, en donde son utilizados por el feto para su crecimiento, por
lo que de no haber suficiente progesterona es posible que se afecte el tamafio
y peso de las crias, como ocurrioé en el presente estudio. (Manalu-Sumayardi,
1998). Esto concuerda con los resultados del presente trabajo, en el que el
menor peso de los corderos se encontré en el grupo con gestaciones hibridas
gue no recibidé tratamiento (cuadro 4), que es precisamente el grupo que tuvo
menores concentraciones de progesterona durante la gestacion (grafica 5).
Todos los tratamientos resultaron en una mayor produccion de progesterona
gue en las gestaciones hibridas no tratadas, pero las concentraciones nunca
llegaron a alcanzar a las encontradas en gestaciones de ovejas domésticas, lo
gue también concuerda con el hecho de que el peso de los corderos en todos
los grupos con gestacion hibrida que recibieron algun tratamiento fue siempre
intermedio entre el de las gestaciones hibridas no tratadas y el de las

gestaciones domeésticas (cuadro 4).

Durante las primeras semanas de la gestacion en ovejas domésticos con
gestaciones intraespecificas (entre ovejas domeésticas) se presentan niveles de
progesterona similares en las hembras que gestan una o varias crias, pero a
partir de la séptima semana las ovejas que tienen gestacion multiple presentan

mayores concentraciones de progesterona (Manalu y Sumaryadi, 1998).

Los efectos de la progesterona sobre el desarrollo del producto no parecen
estar limitados a etapas avanzadas de la gestacion. En los bovinos se ha
demostrado que la administracion de progesterona exdgena durante los
primeros cinco dias de vida del embrion acelera el desarrollo de los embriones,
estimula la produccién de IFN-t (Garret et al., 1988) y resulta en mejores
indices de gestacion (Mann y Lamming, 1999). Igualmente en ovinos, al
administrarse progesterona a partir del dia de la ovulacion se produce un

marcado efecto sobre el desarrollo embrionario, ya que para el dia 12 de la
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gestacion, los embriones de ovejas tratadas con progesterona presentan una
forma filamentosa y tienen varios centimetros de longitud, mientras que los de
ovejas no tratadas se mantienen esféricos y miden unos cuantos milimetros de
didmetro (Satterfield et al., 2006). Este tipo de efecto temprano no puede ser
evaluado en el presente trabajo ya que las concentraciones de progesterona
solamente comenzaron a ser medidas a partir de la semana 7 de la gestacion,
pero no existe evidencia de que el tipo de embrién pueda afectar la funcion

inicial del cuerpo lateo en formacién.

VEGF

En las gestaciones con embrion doméstico las concentraciones de VEGF se
elevaron en forma importante entre la semana 7 y la semana 9 de la gestacion,
para posteriormente descender y mantenerse a niveles bajos durante el resto
de la gestacion, lo que coincide con lo encontrado previamente por Gomez
(2013). En cambio en las gestaciones hibridas las concentraciones de VEGF se
elevaron en forma paulatina a partir de la semana 10, alcanzando las maximas
concentraciones en la semana 15 y manteniéndose elevadas posteriormente,
aunque con fluctuaciones semanales. Por esta razén, con excepcion de la
semana 9 de la gestacion, las concentraciones de VEGF en gestaciones
hibridas que no recibieron tratamiento de ningun tipo fueron siempre mas altas
gue las de gestaciones con embrion doméstico (grafica 10), siendo las
diferencias entre ambos tipos de gestacion significativas (p<0.05) en las
semanas 13, 15, 17, 18 y 20 (grafica 6).

Las elevadas concentraciones de VEGF en las gestaciones hibridas pueden
ser indicativas de una deficiente circulacién sanguinea en la placenta en este
tipo de gestacion, ya que en las placentas de las gestaciones hibridas el
desarrollo de un medio constantemente hipoxico podria originar la liberacion de
mayores cantidades de factores inductores de hipoxia (HIFs) y un consecuente

incremento en la secrecion de VEGF. Bazer (2008) menciona que de
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encontrarse la expresion del gen del factor inductor de hipoxia 1A (HIF1A),
inducida por la progesterona y estimulado por el IFNt las deficiencias en su
secrecion a lo largo de la gestacién, pueden modificar la expresion de los HIFs
y consecuentemente la expresion de VEGF en el endometrio materno y en el

trofoectodermo del embrién.

En la gestacion humana se ha estudiado detalladamente una patologia llamada
pre-eclampsia y su posterior eclampsia, en las cuales se presentan ciertas
caracteristicas similares a las que se pueden observar durante las gestaciones
interespecies (Ovis canadensis x Ovis aries) generadas en el presente trabajo.
En la pre-eclampsia humana se presenta sintomas clasicos de hipertension
materna, proteinuria, disfuncion endotelial y alteraciones en los factores
angiogénicos como el VEGF y el PIGF. Asi, Rath y Tripathi (2012) encontraron
mayores concentraciones séricas de VEGF en mujeres con este padecimiento,
ademas de encontrar altas concentraciones de su receptor soluble (SVEGF-R1)
los resultados obtenidos en las gestaciones hibridas del presente estudio, en
donde una deficiente perfusion uterina, traera consigo bajos niveles de oxigeno
disponible, alterando asi la produccion de VEGF, VEGF-R1 y por lo tanto del
SVEGF-R1.

Los receptores solubles sVEGFR- 1 y sVEGFR- 2, compiten por el ligando de
VEGF con los receptores de membrana, pero sin tener actividad biolégica, por
lo tanto si ellos aparecen en la gestacion compiten con los receptores de
membrana para atraer al ligando y si hay mayor presencia de los receptores
solubles, VEGF, no tendra actividad biol6gica lo que parece resultar lo que
resulta en una disminucion de la unién y la sefalizacién a través de su principal
ruta angiogeénica, lo que traera como consecuencia un incompleto desarrollo
del lecho vascular a lo largo de toda la gestacién, ocasionando un ambiente
placentario hipdxico constante, asi como fetos que sufren restriccion del
crecimiento intrauterino (Kaufmann et al, 1985; Leiser et al, 1985, Kendall y

Thomas, 1993; Ahmed et al, 2000). Lo que seria compatible con el desarrollo
93



de una deficiente irrigacion placentaria que explicaria el pobre desarrollo de la
placenta y del feto observado en el presente trabajo en gestaciones hibridas
(Cuadros 4 a 9).

Se ha descrito anteriormente que la expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) activa la enzima Oxido Nitrico Sintetasa (NOS), por
lo que se libera el Oxido Nitrico (ON) que potencia la accion del VEGF
(Shizukuda et al, 1999; Vonnahme et al, 2005; Zhu et al, 2005; Rivas et al,
2006). El tratamiento con tadalafil eleva las concentraciones de ON, lo que al
mejorar la efectividad del VEGF podria explicar la moderada reduccion en las
concentraciones de VEGF que el tratamiento con Tadalafil produjo en
gestaciones hibridas (grafica 9), en las que las concentraciones de VEGF
durante el segundo y tercer tercio de la gestacion se redujeron
aproximadamente en un 50 % con respecto a los niveles observados en las
mismas etapas en gestaciones hibridas sin tratamiento (grafica 9), aunque no
llegaron a bajar hasta los niveles caracteristicos de una gestacion normal con

embridén doméstico (gréfica 6).

Una mayor reduccion en las concentraciones de VEGF se logro en gestaciones
hibridas cuando el tratamiento combind tadalafil con progesterona comparado
con el tratamiento exclusivamente con tadalafil (grafica 8). Esto podria sugerir
un efecto aditivo o sinérgico de ambas sustancias. Sin embargo, la mayor
reduccion se obtuvo cuando las hembras con gestaciones hibridas fueron
tratadas exclusivamente con progesterona (figura 7), en las que las
concentraciones de VEGF fueron muy similares a las observadas en ovejas
con gestacion de embrion domeéstico (figura 6). Esto parece indicar que al
corregir la deficiencia en las concentraciones de progesterona caracteristicas
de las gestaciones hibridas se reestablece el balance en el sistema VEGF y
sus receptores solubles. Sin embargo, este restablecimiento no fue suficiente
para permitir un crecimiento normal de la placenta y el feto, ya que aunque la

mayoria de los parametros relacionados con este punto mejoraron en las
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gestaciones con embriones hibridos tratados con progesterona y/o tadalafil
comparados con las gestaciones hibridas no tratadas, nunca llegaron a igualar
a los parametros obtenidos en las gestaciones con embrion doméstico (cuadros
4a9).

PIGF-1

En el presente trabajo, las concentraciones de PIGF-1 fueron similares en
gestaciones con embrién doméstico y con embrién hibrido sin tratamiento entre
la semana 7 y la semana 14. Sin embargo, las concentraciones de PIGF-1
comenzaron a disminuir a partir de la semana 16 en las ovejas con embrion
domestico, mientras que en las ovejas con embridn hibrido permanecieron
elevadas, de tal forma que la diferencia entre ambos tipos de gestacion alcanzo
significancia estadistica (p<0.05) en la semana 21 (grafica 11). Estos
resultados muestran similitud a lo observado en gestaciones humanas con
sindrome de restriccion de crecimiento intrauterino (IUGR), en las que se
produce un aumento en las concentraciones de PIGF-1 durante el ultimo tercio
de la gestacion en comparacién con lo que ocurre en gestaciones normales
(Khalig et al, 1999).

Sin embargo, los resultados del presente trabajo contradicen lo encontrado por
Gomez (2013), quien al estudiar gestaciones interespecie (Ovis canadensis X
ovis aries) encontré una disminucién en las concentraciones de PIGF-1 durante
el dltimo tercio de la gestacion. Muetze et al (2010) mencionan que en
humanos, durante un embarazo normal, la formacién del lecho capilar en el
altimo tercio de gestacion, es sostenido y regulado por el PIGF. Sin embargo,
cuando ocurre alguna patologia durante el embarazo como en la preeclampsia,
existe una alteracion en la interaccion de PIGF con su receptor VEGF-R1, lo

gue parece inducir al incompleto desarrollo del lecho vascular a lo largo de toda
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la gestacion, ocasionando un ambiente placentario hipdxico constante, asi

como fetos que sufren restriccion del crecimiento intrauterino.

Los resultados diferentes en ambos trabajos son particularmente dificiles de
comprender, pero pueden deberse a diversas causas. Los resultados obtenidos
muestran similitud a lo observado en gestaciones humanas con sindrome de
restriccion de crecimiento intrauterino (IUGR), en las que se produce un
aumento en las concentraciones de PIGF-1 durante el Ultimo tercio de la
gestacion en comparacion con lo que ocurre en gestaciones normales (Khaliq
et al, 1999). Se ha demostrado que en el caso de el sindrome de restriccion del
crecimiento intrauterino (IUGR), existen bajos niveles de VEGF y altas
concentraciones de PIGF-1, lo que es explicado por los autores como la
existencia de una temprana aparicion de hiperoxia en la placenta, lo que
conduce a dominar los efectos de PIGF-1 desde el inicio temprano en la
gestacion, lo que resulta en la disminucion de la angiogénesis y el fracaso de la
formacion de vellosidades terminales, asi como en la alteracion en la tasa de
crecimiento del trofoblasto (khaliq et al, 1999; Ahmed et al, 2000).

Todos los tratamientos aplicados en el presente trabajo a ovejas con
gestaciones hibridas  (progesterona, tadalafil, progesterona + tadalafil)
redujeron las concentraciones de PIGF-1 de forma tal que durante el ultimo
tercio de la gestacion las concentraciones de esta hormona fueron similares o
aun menores a las presentes durante el mismo periodo en gestaciones
normales con embrion domeéstico (graficos 12, 13 y 14). Sin embargo, los
efectos de estos tratamientos se hicieron sentir desde etapas mas tempranas
de la gestacién, provocando que durante el segundo tercio de la misma las
concentraciones en las gestaciones hibridas que recibieron tratamiento fueron
considerablemente mas bajas a las presentes en las gestaciones sin
tratamiento (tanto domésticas como hibridas). Estos resultados no permiten

interpretar el papel del PIGF-1 en el desarrollo de la placenta y el feto ovino,
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qgue fueron deficientes tanto en las gestaciones hibridas tratadas como en las
no tratadas, a pesar de que en las tratadas las concentraciones de PIGF-1
fueron menores a las de las gestaciones domésticas mientras que en las

hibridas no tratadas fueron mayores a las de las domésticas.

Duracion de la gestacion y desarrollo placentario

En el presente estudio se encontr6 que la duracion de las gestaciones
interespecie fue mayor que la de las borregas domésticas, situacion que se
hizo ain mas marcada en las ovejas que recibieron tratamiento. Esto podria
deberse al componente paterno del genotipo fetal, ya que la gestacion en la
borrega Cimarron presenta una duracion de alrededor de 175 dias, mientras
gue la gestacion en las ovejas domésticas es de alrededor de 146 a 148 dias
(Calderon et al., 2008; Gomez et al.,, 2013; Mejia et al., 2011, Hernandez,
2012).

Al comparar la duracion de la gestacion de los ovinos de razas de lana larga
con las ovejas de lana corta o de pelo se ha encontrado que el inicio del parto
depende de una sefial iniciada por el embrion bajo el control de su propio
genotipo, ya que al transferir un embrion de raza de lana larga y otro de raza
de lana corta produce una gestacion de duracion similar a la de la raza del

embrién con menor duracion de gestacion (Kitts et al., 1984 y 1985).

En el caso de gestaciones resultado de cruzas entre diversas razas de ovejas
domésticas se ha demostrado que los embriones F1 (50% de genes de cada
raza) resultan en una gestacion de duracion intermedia entre las que
caracterizan a cada una de las razas empleadas para la cruza,
independientemente de cudal de ellas sea la raza paterna y cual la materna
(Tacheix, 1983). De acuerdo a esto, un embridn hibrido entre Ovis aries y Ovis
canadienses deberia resultar en una gestacion de aproximadamente 161 dias,
lo cual no ocurrid, ya que la duracion de las gestaciones hibridas que no

recibieron tratamiento en este trabajo fue de 151.7 dias, que aunque
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significativamente mayor a los 146.7 dias de las gestaciones con embrion
domeéstico fue casi 10 dias menor a lo esperado de acuerdo al genotipo del

embridn.

Es posible que la duracion de la gestacion se haya acortado con respecto a lo
esperado debido a la incapacidad de una placenta con desarrollado
inadecuado para seguir manteniendo la gestacion. De esta forma, la
hipofuncion placentaria podria haber resultado en una hipoxia fetal que
resultara en un estrés fetal de magnitud suficiente para que la secrecién de
cortisol fetal iniciara la cascada de eventos enddocrinos que desencadena el
parto. Esta posibilidad es apoyada por el hecho de que todos los tratamientos
permitieron que la duracion de las gestaciones hibridas fuera ligeramente mas
larga que la de las gestaciones hibridas sin tratamiento (cuadro 3), lo que
sugeriria que al corregirse parcialmente algunas de las alteraciones
hormonales y de desarrollo placentario de las gestaciones hibridas se pudo
expresar mejor el genotipo fetal que promueve una mayor duracion de la
gestacion. El peso de las crias de oveja doméstica fue mayor al de las crias de
todos los grupos crias hibridas, lo que coincide con estudios anteriores
(Calderon et al., 2008; Gomez et al., 201, Hernandez, 2012). Todos los
tratamientos aplicados a ovejas con gestaciones hibridas resultaron en pesos
al nacimiento ligeramente mayores que los de crias hibridas del grupo testigo
(Cuadro 4), pero las diferencias entre los grupos de gestaciones hibridas en
ningun caso fueron significativas (p>0.05), y el peso de las crias hibridas de
todos los grupos fue significativamente menor (p<0.05) al de las crias de oveja
domeéstica. Se conoce que el citrato de sildenafil puede favorecer el crecimiento
fetal tras su administracion en el embarazo normal (Belik et al., 2005), asi como
en gestaciones de animales sometidos a hipoxia (Refuerzo et al, 2006) o a
deficiencias nutricionales (Carey et al., 2010), probablemente como reflejo de
un mayor desarrollo vascular en la placenta. Sin embargo, en el presente
modelo de restriccion de crecimiento fetal el tadalafi no estimulo

significativamente el desarrollo fetal.
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En cuanto a la longitud de la placenta, si bien no se encontraron diferencias
estadisticas entre grupos, el ancho de la placenta fue mayor en el grupo 4, lo
cual es diferente a lo reportado por Gomez (2013) en cuanto a las gestaciones
de hibridos de Cimarrén. Se conoce que el tamafio de la placenta determina su
capacidad para transferir nutrientes y que a su vez esta capacidad, tiene una
alta correlacion con la trayectoria del crecimiento fetal, prenatal fetal y con su
peso al nacimiento. Es importante recordar que en el caso de los ovinos, el
crecimiento placentario sucede principalmente durante los primeros dos tercios
de la gestacion, alcanzando su maximo tamafio al dia 90 de la prefiez, mientras
gue el 90% del crecimiento fetal ocurre durante el Gltimo tercio de gestacion,
por lo que existe una correlacién positiva entre el tamafo placentario y fetal
(Redmer et al, 2004). Se sabe que a partir del primer tercio de gestacion y
conforme ésta avanza, van desarrollandose y creciendo los lechos vasculares

de la placenta, gracias al proceso de angiogénesis (Redmer et al., 2004).

El nimero de los cotiledones entre las placentas de las gestaciones hibridas y
las domeésticas fue estadisticamente diferente (Cuadro 7), lo que concuerda
con lo reportado previamente por Gomez (2013). En el presente trabajo el
menor numero de cotiledones se obtuvo en las gestaciones hibridas sin
tratamiento y el mayor numero en las gestaciones hibridas tratadas con
tadalafil (cuadro 7). Es dificil interpretar esta variable debido a que el nimero
de cotiledones depende en gran parte del nimero de carunculas en el utero
materno (Noakes, 2001), aunque no se descarta que una deficiente
angiogénesis pueda interferir con la formacion de un placentoma activo y que el
tratamiento con tadalafil al favorecer la circulacion pudiera haber permitido un
adecuado desarrollo en un mayor numero de placentomas. En el presente
trabajo los distintos tratamientos resultaron en diferencias en las
concentraciones de VEGF y PIGF. La arquitectura microvascular del tejido
cotiledonario esta compuesta de abundantes capilares pequefios los cuales
aseguran un transporte sanguineo rapido, lo que mejoraria el intercambio feto-

materno (Reynolds y Redmer, 2001; Reynolds et al., 2005).
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En cuanto al &rea promedio de los cotiledones, existe una diferencia
significativa entre los diferentes grupos (p < 0.05), resultando con una mayor
area el grupo control doméstico, resultados que concuerdan con lo reportado
por Gomez (2013). En cuanto al peso de los cotiledones, también se observa
una diferencia significativa (p< 0.05) entre las gestaciones domésticas y las
gestaciones hibridas. Al reducirse el tamafio de las areas de intercambio
placentario (placentomas) se encuentra afectada la capacidad de transporte de
nutrientes de la madre al feto, impidiendo asi el crecimiento exponencial que
normalmente se presenta en el Gltimo tercio de la gestacion (Morrison, 2008;
Brunelli et al., 2010).

La reduccion del crecimiento de la placenta en los embriones hibridos podria
explicarse inicialmente por la alteracion de los diversos factores angiogénicos
placentarios como VEGF, PIGF-1 y sus distintos receptores lo que podria
ocasionar una insuficiencia placentaria, es decir; la reduccion del flujo
sanguineo materno-fetal, junto con la formacion de placentomas de menor
tamafno (Reynolds et al., 2005; Gomez, 2013). Los trabajos realizados en
placentas de ovejas indican que el desarrollo vascular de los tejidos
placentarios, tanto en la porcion caruncular como en la cotiledonaria,
comienzan en la prefiez temprana y continlan durante toda la gestacion
(Reynolds and Redmer, 2001; Reynolds et al., 2005),
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IX. CONCLUSIONES

El presente trabajo permitio evaluar el efecto de diferentes tratamientos, como
la aplicacion de progesterona y/o tadalafil para incrementar el desarrollo
placentario y en consecuencia el tamafio fetal en un modelo de gestacion
restringida. Los diferentes tratamientos aplicados revirtieron parcialmente las
alteraciones en las concentraciones de progesterona, VEGF y PIGF que se
producen en gestaciones hibridas de ovinos domésticos y ovinos cimarrén, a
pesar de lo cual el desarrollo de la placenta mantuvo diversas alteraciones y el
peso de las crias al nacer continu6 siendo significativamente menor al de las
crias domésticas. EI modelo de crecimiento intrauterino restringido planteado
en el presente trabajo es consistente y podria aportar informacion relevante
sobre gestaciones comprometidas, no Unicamente en animales domeésticos
sino también en fauna silvestre, ya que contempla la generacion y estudio de
una gestacion entre ovinos domeésticos y silvestres. Por lo tanto, podria
contribuir a la solucién de un problema importante en la salud y el bienestar

animal.
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