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RESUMEN

La suplementacién con arginina tiene un impacto positivo sobre el desarrollo y crecimiento
del conceptus, y la angiogénesis. El objetivo general fue determinar los efectos de la
administracion de arginina al inicio de la gestacion, sobre el desarrollo embrionario, la
angiogénesis endometrial y el crecimiento fetal en el primer y segundo tercio de la
gestacién. Se utilizaron 56 ovejas, las cuales distribuyeron al azar a uno de dos grupos: a)
Arginina, administracién iv cada 8 h de HCI-Arginina diluida en solucién salina fisiologica
(SSF), equivalente a 27 mg de arginina/kg PV, durante un maximo de 35 dias; b) Testigo,
administracion de 5 ml de SSF iv; para ello se colocd un catéter en la vena yugular. Las
ovejas se subdividieron en ambos grupos a los 6, 9, 15, 35 y 90 dias de gestacion,
momento en el cual se intervinieron para colectar los conceptus para ser evaluados, y
muestras uterinas para ser analizadas mediante morfometria y técnicas de biologia
molecular. Los datos fueron sometidos a un analisis de varianza, para un DCA (PROC
GLM, SAS 9.1) con previas transformaciones, o como un disefio anidado de dos niveles,
usando el procedimiento MIXED de SAS. EIl tratamiento con arginina tuvo un efecto
favorable en la calidad y viabilidad de los embriones de 6 y 9 dias, en la densidad
vascular endometrial a los 15 dias, en la expresién de VEGF y VEGFR2, desarrollo
vascular, y crecimiento de los fetos de 35 dias. En conclusién, la arginina mejora las
condiciones intrauterinas al incrementar la expresién de VEGF y VEGFR2, con lo que
aumenta el desarrollo vascular, y asi el transporte de nutrientes para favorecer el

desarrollo y calidad embrionaria, y el crecimiento fetal.

Palabras Clave: Arginina, Embrién/Feto, Desarrollo Vascular Endometrial, VEGF.



ABSTRACT

Arginine supplementation has a positive impact on development and growth of the
conceptus, and angiogenesis. The overall objective was to determine the effects of
arginine administration at the beginning of pregnancy on embryonic development,
angiogenesis endometrial and fetal growth in the first and second trimester of pregnancy.
56 sheep were used, and randomly assigned to one of two groups: a) Arginine
administration iv every 8 h of Arginine-HCI diluted in physiological saline solution (PSS),
equivalent to 27 mg of arginine/kg BW for 35 days; b) Control group, administration of 5 ml
of SSF 1V; for this purpose a catheter placed into the jugular vein. The sheep were divided
into two groups at 6, 9, 15, 35 and 90 days of gestation, at which time they were
intervened to collect the conceptus to be evaluated, and uterine samples collected for
analysis by morphometry and molecular biology techniques. Data were processed by
analysis of variance, for DCA (PROC GLM, SAS 9.1) with previous transformations, or as
a nested two-level design using the MIXED procedure of SAS. Arginine treatment had a
positive effect on the quality and viability of embryos of 6 and 9 days, endometrial vascular
density at 15 days, and in the expression of VEGF and VEGFR2, vascular development
and growth of fetuses 35 days. In conclusion, administration of arginine may improve
intrauterine conditions to increase expression of VEGF and VEGFR2, thereby increasing
vascular development, and thus the transport of nutrients to promote the growth, embryo
quality, and fetal growth.

Keywords: Arginine, Embryo/fetus, Vascular endometrial development, VEGF.
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l. INTRODUCCION

La pérdida de embriones y fetos, como consecuencia de condiciones intrauterinas
desfavorables representa un problema muy importante para la optimizacion de la
eficiencia reproductiva en los animales domésticos (Wu et al., 2006). Se ha estimado que
entre 25 y 50% de los embriones ovinos en desarrollo sufren de muerte embrionaria
(Luther et al., 2010) y que dos tercios de estas pérdidas se producen durante el periodo
de peri-implantacion (Nancarrow, 1994; Luther et al., 2010). Para explicar estas pérdidas
deben considerarse factores genéticos, infecciosos y nutricionales. Dentro de estos
factores, la subnutricion tiene efectos negativos sobre la calidad de los ovocitos, el
desarrollo embrionario y la formacion de blastocistos (Borowczyk et al., 2006).
Adicionalmente la capacidad y el entorno uterino es un factor determinante que limita la
sobrevivencia y el desarrollo del feto (Wu et al., 2006; Gootwine et al., 2007). Por
ejemplo, el crecimiento prenatal es sensible a los efectos directos e indirectos de la
nutricion materna, la cual puede modificar el ambiente uterino en todas las etapas de la
gestacion. Este efecto materno es particularmente evidente en las hembras que presenten
multiples conceptus, ya que la demanda de nutrientes y el espacio para mantener a todos

los embriones/fetos no pueden ser debidamente cumplidos (Gluckman y Hanson., 2004).

La arginina es un aminoacido indispensable para la supervivencia del organismo, asi
como para el crecimiento y desarrollo del embrion/feto y el recién nacido (Wu et al., 2009).
Diversos estudios han reportado que la arginina puede modular la funcién reproductiva a
través de sus metabolitos, entre los que se encuentra el 6xido nitrico (ON) y las
poliaminas (putrescina, espermidina y espermina), los cuales son cruciales durante el
desarrollo embrionario temprano (Kwon et al., 2003b; Luther et al., 2010), implantacion
(Van Winkle, 2001), crecimiento fetal (Mateo et al., 2007; Lassala et al., 2009, 2010, 2011)
y la angiogénesis de la placenta y endometrial, que es determinante para el suministro
adecuado de nutrientes al feto (Kim et al., 2007). Con base en estos reportes se planteo el
objetivo de determinar el efecto de la administracién de arginina a ovejas durante el
primer tercio de gestacidn, sobre la sobrevivencia, calidad y desarrollo embrionario, asi
como sobre la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), la

angiogénesis en el endometrio y el desarrollo fetal en el segundo tercio de la gestacion.




Il. REVISION DE LITERATURA

1. Gestacién en ovinos

En general, los mamiferos son viviparos; es decir, su desarrollo embrionario y fetal se
completa dentro del utero. Este periodo se denomina gestacion, el cual se extiende desde
la fecundacién hasta la expulsion del feto y de las membranas extraembrionarias. En las
ovejas, la gestacién dura aproximadamente 150 dias (rango de 144 a 152 dias) (Vejlsted,
2006), y se divide en 3 periodos; gestacion temprana (el primer tercio o los primeros 50
dias), mediados de la gestaciéon (el segundo tercio o del dia 50 al 100) y la gestacion

tardia (el tercer tercio o los ultimos 50 dias) (Osnaya, 2008).

Se ha estimado que entre 25 y 50% de los embriones ovinos en desarrollo sufren de
muerte embrionaria y que dos tercios de estas pérdidas se producen durante el periodo
de peri-implantacion (Luther et al.,, 2010), es decir, durante el periodo critico del
reconocimiento materno de la gestacion, de la adhesion al utero (implantacion) y del
desarrollo placentario inicial. Existen muchos factores que juegan un papel en la pérdida
embrionaria y fetal, entre ellos se encuentran la calidad de semen, la calidad de los
ovocitos y el medio ambiente uterino, o el propio embrién. Los factores ambientales que
pueden influir en la sobrevivencia embrionaria o fetal incluyen factores internos, como la
capacidad y el entorno uterino (Wu et al., 2006; Gootwine et al.,, 2007), o factores
externos, como la nutricion de la madre, ya que el crecimiento prenatal es sensible a los

efectos directos e indirectos de la nutricion materna en todas las etapas de la gestacion.
1.1. Desarrollo embrionario pre-implantacién

Después de la fertilizacion en el oviducto, el cigoto resultante, realiza una secuencia de
divisiones mitdticas (segmentacion), que dan lugar a la formacién de los blastémeros. Las
divisiones embrionarias ocurren sin disminuir la masa celular total y sin alterar el diametro
y la forma esférica del embrién, pero con un incremento en el nimero de células, asi el
embrién se mueve al utero alrededor del dia 3 0 4 después de la fertilizacion en la etapa

de 8 a 16 células (Fig.1). Ya en el utero, el embrién se encuentra con un fluido uterino rico



en nutrientes necesarios para continuar la divisién celular. En el dia 5 o 6 post-
fertilizacién, cuando el embrién, aun dentro de la zona pelucida, ha llegado a la etapa de
16 a 32 células, se forman uniones estrechas entre los blastomeros individuales y el
embrion comienza a compactarse para formar la morula. Esta es la primera etapa critica
del desarrollo del embridn y es un paso esencial para la diferenciacién y formacion de
blastocistos (Larue et al., 1994). En el dia 8 se aprecia la formacion de una cavidad
(blastocele) y la diferenciacion de las células embrionarias en una masa celular interna y
un trofoectodermo, que dan lugar al feto y a los tejidos de la placenta, respectivamente. A
partir de este momento el blastocisto se expande, y entre los dias 9 y 10 (0,4 mm) sale de
la zona pelucida. Desde la fertilizacion y hasta la formacién del blastocisto, mientras
todavia se encuentra dentro de la zona pellcida, el embrién permanece de forma esférica
y sin mayores cambios de diametro. Después de la formacion del blastocisto y de la
eclosion, el embrion continla expandiéndose y el trofoblasto cambia de ser redondo o
esférico a una forma tubular y filamentosa entre los dias 12 (33 mm), 14 (68 mm) y 15
(150-190 mm) de gestacion, con membranas extra-embrionarias que se extienden hacia
el cuerno uterino contralateral entre los dias 16 y 20 (Morris et al., 2000). Con la ruptura
de la zona pelucida, el desarrollo, implantacién y diferenciacion del blastocisto alargado es

dependiente del medio uterino.

Fig. 1. Desarrollo embrionario peri-implantacional. (Modificado a partir de Bazer et al.,
2012c).



1.2. Desarrollo embrionario temprano

El periodo de desarrollo embrionario es caracterizado por el reconocimiento materno de la

gestacion y por la implantacion en el utero (nidacion) (Spencer y Bazer, 2004).

El alargamiento del conceptus ovino es un requisito previo para la implantacién central, la
aposicion y adhesién entre el trofoectodermo y el epitelio luminal uterino. Hacia el dia 19
comienza una adherencia débil a las paredes uterinas. Esta fijacion no es firme y consiste
mayormente en una aposicién de tejidos, sin embargo estas membranas proveen una
superficie amplia para la absorcion de nutrientes desde la superficie uterina y permite la

excrecion de desechos del embrién (Guillomot, 1995).
1.2.1. Reconocimiento materno de la gestacion

Los mecanismos de la sefalizacion del reconocimiento consisten en estrategias por la
cual el conceptus y el utero materno se comunican bioquimicamente para asegurar que
exista en forma ininterrumpida sintesis y liberacion de la progesterona (P4). En los
rumiantes (incluyendo ovejas, vacas y cabras) la sefializacion para el reconocimiento de
la gestacion esta dada por el IFN-T, que es secretado por las células mononucleares del
trofoectodermo del conceptus alrededor del dia 14 de la gestacion. La secrecion del IFN-T
suprime el mecanismo uterino de secrecién de un patrén luteolitico de prostaglandina F2a
(PGF2a) para asegurar el mantenimiento de los cuerpos luteos (CL) funcionales para la
produccion de la progesterona (Bazer et al., 2009a, 2010, 2011). La progesterona es
necesaria para el establecimiento y mantenimiento de un ambiente intrauterino compatible
con las funciones del utero en la implantacion y placentacion, que son esenciales para un

resultado exitoso de la gestacion (Spencer et al., 2004a).

La secrecion del IFN-T esta regulada por el desarrollo del conceptus, iniciando la
secrecion cuando los blastocistos esféricos y grandes se transforman a una forma tubular

y filamentosa alargada (Bazer et al., 2010).

El IFN-T suprime la transcripcion del receptor alfa de los estrégenos (ESR1), con lo cual

los estrogenos ya no pueden inducir la expresion del receptor de oxitocina (OXTR) en el



epitelio uterino. De esta forma se inhibe el desarrollo de los mecanismos luteoliticos que
requieren de la accion de la oxitocina (OXT) para inducir los pulsos de PGF2a (Bazer et
al, 2010). La supresion de la expresidn de ESR1 por el IFN-T también evita que los
estrogenos induzcan a los receptores de progesterona (PR) en el epitelio endometrial.
Esto es fundamental, ya que la ausencia de los PR en el epitelio uterino es necesario para
la implantacion y para la expresion de los genes que son inducidos por la progesterona
(P4) y estimulados por el IFN-T, apoyando el crecimiento y desarrollo del conceptus, asi
como a la implantacién, establecimiento y mantenimiento de la gestacién (Spencer et al.,
2004a, b; Bazer et al., 2010, 2011).

1.2.2. Implantacion embrionaria

La implantacion implica la fijacién del embrion en desarrollo al epitelio luminal uterino, a
través de interacciones secretoras y fisicas durante un periodo restringido conocido como
“ventana de receptividad” (Dey et al., 2004).Este periodo se establece por acciones de la
progesterona que regula la produccion local de citocinas, factores de crecimiento, factores
de transcripcion y prostaglandinas (Paria et al., 2002). Ademas, si el desarrollo del
blastocisto es sincronico con la receptividad uterina, inicia una cascada de adhesion en

las superficies apicales del trofoectodermo y epitelio uterino.
La implantacion se divide en las siguientes etapas (Spencer et al., 2004b):

1. Entre el dia 8 y 9 de gestacién: Debido al crecimiento del blastocisto y a la accion
de las proteasas uterinas y/o embrionarias, se provoca la ruptura de la zona
pelucida y la eclosion del blastocisto.

2. Entre los dias 9 y 13 de gestacién: Aun no se observan contactos celulares
definitivos entre el conceptus y el endometrio, sin embargo el blastocisto se
encuentra posicionado centralmente e inmovilizado en el cuerno uterino. En esta
etapa se da la elongacion del blastocisto, la cual es necesaria para que se logren
las siguientes etapas de la implantacion.

3. Entre los dias 13 y 15 de gestacion: Existe una reduccion de las microvellosidades
apicales que cubren el trofoectodermo, con lo que inicia la aposicion (asociacion)
del embrién con el epitelio luminal del endometrio, seguido de una adhesion

inestable. En las ovejas, la aposicion se produce primero en la proximidad de la



masa celular interna, es decir, del embrién propiamente dicho, y se extiende hacia
el extremo del conceptus alargado. El trofoblasto desarrolla vellosidades en forma
de dedo o papilas que penetran en los conductos superficiales de las glandulas
uterinas, lo que sirve para anclar al conceptus durante la peri-adhesion, para
absorber las secreciones de las glandulas uterinas (Guillomot et al., 1993) y para
facilitar la formacién de las interacciones adhesivas entre el trofoblasto y el
endometrio.

4. Entre el dia 16 y 22 de gestacion: El trofoblasto comienza a adherirse firmemente
al epitelio endometrial. La expresion del gen del IFN-T se detiene en las regiones
del trofoectodermo que han establecido contactos celulares con el epitelio luminal.
Las células gigantes binucleadas del trofoblasto (BNC) se han diferenciado del
trofoblasto mononuclear para el dia 16, pero sdélo las células trofoblasticas

mononucleares se adhieren al epitelio luminal endometrial.

1.2.2.1.  Moléculas de adhesion en la implantacion

La unién inicial del conceptus requiere la alteracion en la expresion de los componentes
anti-adhesivos, principalmente mucinas, del epitelio luminal que inhiben la fijacién
(Brayman et al., 2004). Ademas existen moléculas de adhesion en la superficie del epitelio
luminal uterino, que permiten el contacto inicial con el trofoectodermo, para
progresivamente desarrollar una adhesion estable (Burghardt et al., 2002). La adhesién
inicial estd mediada por moléculas que funcionan como ligando especifico de union a
carbohidratos, incluyendo a las selectinas y galectinas (Carson et al.,, 2000). Las
interacciones de baja afinidad son seguidas por la adhesion, la cual implica a integrinas
estables expresadas en el trofoectodermo y en el epitelio luminal del utero, asi como a
sus ligandos en la matriz extracelular materna, que también tienen papeles en la
adhesion, migraciéon, invasion, organizacion del citoesqueleto y de sefializacion
bidireccional (Burghardt et al., 2002).

La pérdida de los receptores de progesterona en el epitelio uterino (Fig. 2)
inmediatamente antes de la implantacion (después del dia 11 o 13 de la gestacion), se
puede correlacionar directamente con la reduccion de expresion de ciertos genes, tales

como la proteina MUC-1, lo que es un prerrequisito para que el trofoectodermo acceda al



epitelio luminal uterino para la implantacién (Johnson et al, 2001), ademas de ser
necesario para la expresién de otros genes durante la gestacién, tales como la galectin-
15, osteopontina, serpinas uterinas ovina (o0 proteinas de la leche uterina) (Spencer et al.,
2004a), asi como de progestamedinas, particularmente el factor de crecimiento
fibroblastico 10 (FGF10), FGF7 y/o el factor de crecimiento hepatico (HGF) que ejercen
efectos paracrinos sobre el epitelio uterino y el trofoectodermo del conceptus, que
expresan receptores para FGF7, FGF10 (FGFR2Illb) y HGF (MET; proto-oncogéno) en
las ovejas (Satterfield et al., 2008).

Fig. 2. Efecto de los receptores de progesterona en la implantacién. En el endometrio
se inhibe la expresién de los receptores de progesterona, lo que permite la disminucién en
la expresion de MUC-1, un aumento en las integrinas adhesivas necesarias para la
cascada de implantacion y un aumento en la expresién de genes y proteinas en el epitelio

uterino (Modificado a partir de Bazer et al., 2012c).
a. MUC-1

A medida que el blastocisto se acerca al epitelio luminal endometrial, se encuentra con el
glicocdlix. Un componente del glicocalix es la MUC-1, una gran glicoproteina
transmembranal expresada en la superficie apical de una variedad de epitelios del tracto
reproductivo (Brayman et al., 2004). La MUC-1 se encuentra en el epitelio luminal para

proporcionar una barrera a la unién, pero se reduce debido a la activacion de las



proteasas de la superficie celular (Carson et al., 2006), iniciando asi la cascada de
adhesion, al eliminarse esta barrera antiadherente se pueden exponer otras glicoproteinas

que participan en la adhesién del trofoblasto al epitelio luminal.
b. Galectina-15

La expresion de galectina- 15 se encuentra en el epitelio luminal y glandular de
endometrio de ovejas (Gray et al., 2004). Su expresién comienza y aumenta entre los dias
10 y 14 de gestacion, para luego reducirse entre los dias 14 y 16. Estas alteraciones
temporales y espaciales de la galectina-15 en el epitelio endometrial, la convierten en un
mediador de las interacciones del conceptus y endometrio durante la implantacién. El
papel extracelular es funcionalmente unir a los b-galactosidos sobre las glicoproteinas,
tales como las mucinas, integrinas, fibronectina y otras glicoproteinas y glicolipidos,
permitiendo que funcione como un molécula de adhesion celular entre el blastocisto y el

endometrio.
c. Las integrinas

Las integrinas comprenden a una familia de receptores transmembranales glicoproteicos,
intrinsecos y heterodiméricos que median la diferenciacion celular, la motilidad y la
adhesion. El papel central de las integrinas en la cascada de adhesion de la implantacion
es estabilizar la adhesién y mediar en la migracion celular, la proliferacion y la
diferenciacion a través de numerosos intermediarios en la sefializaciéon. En las ovejas, la
receptividad para la implantacion no parece relacionarse con los cambios en los patrones
temporales o espaciales de la expresion de las integrinas, sin embargo la implantacién
depende de la expresidon de otras glicoproteinas, tales como la galectina-15,
osteopontinas y fibronectinas, que son ligandos para los heterodimeros de las integrinas
(Gray et al., 2004).

d. Osteopontinas (OPN)

Las OPN son un ligando de unién a las integrinas, que son relacionados con diversos
procesos como la angiogénesis, la supervivencia celular y la gestacion (Johnson et al.,
2003a). En las ovejas, las OPN secretadas se unen a los receptores de las integrinas

expresadas en el trofoblasto y en el epitelio uterino, donde se estimulan cambios en la



proliferacién, migracién, supervivencia, adhesién y remodelacion del conceptus, el cual se

alarga posiciona y se adhiere al epitelio lunimal (Garlow et al., 2002). De esta manera las

OPN sirven como un ligando que controla la adhesion entre el trofoblasto y el endometrio,

esencial para la implantacién y placentacion (Johnson et al 2003a, b).

1.3. Importancia del endometrio y las glandulas uterinas durante la

gestacion

Los factores maternos son importantes reguladores del crecimiento y desarrollo del

conceptus en el utero, por lo que el Utero se debe someter a un rapido crecimiento y

remodelacion durante la gestacion con la finalidad de acoger al conceptus para apoyar su

crecimiento y desarrollo (Bazer et al., 2011).

La pared uterina madura esta formada por dos componentes funcionales, el miometrio y el

endometrio:

El miometrio es el componente del musculo liso de la pared uterina e incluye una
capa circular interna derivada de la capa intermedia de células mesenquimales
ductales y una capa longitudinal externa.

El endometrio es el revestimiento de la mucosa interna del Uutero, e
histolégicamente se compone de dos tipos de células epiteliales, el epitelio luminal
y el glandular, que son dos compartimientos estromales estratificados que incluyen
una zona de estroma densamente organizada (estrato compacto) y un estroma
organizado libremente (estrato esponjoso), los vasos sanguineos, y las células
inmunes. El endometrio de ovejas adultas consiste de un gran numero de areas
aglandulares llamadas carunculas, cubiertas por una capa sencilla de epitelio
luminal, y areas intercarunculares intensamente glandulares (Igwebuike, 2009).
Las carunculas son los sitios de implantacion superficial y placentacién, mientras
que las areas intercarunculares del endometrio contienen un gran numero de

glandulas uterinas ramificadas en espiral (Gray et al., 2001).

1.3.1. Cambios en la pared uterina durante la gestacion

Durante el periodo de implantacién, el utero crece y se remodela sustancialmente con el

fin de apoyar el desarrollo y crecimiento rapido del conceptus en los dos tercios



posteriores de la gestacién. Las modificaciones estructurales uterinas importantes que

sirven para asegurar la implantacion del conceptus son las siguientes:
e Vascularizacion de las carunculas y formacion de placentomas:

Durante la implantacién, el endometrio presenta criptas carunculares profundas, las
cuales son penetradas por vellosidades cotiledonarias del conceptus (Davis et al., 2000),
con lo cual el embridén en desarrollo puede anclarse firmemente en la superficie del
endometrio materno. De esta manera se forman los placentomas, los cuales son sitios
para el intercambio hemotréfico de nutrientes y metabolitos entre el conceptus y la madre.
La parte fetal de los placentomas son los cotiledones, mientras que los sitios de contacto

materna son las carinculas.

La formacién de las criptas carunculares implica la ampliacion del diametro luminal
uterino, asi como el aumento de la vascularizacion de los tejidos uterinos, especialmente
de las carinculas. Desde el dia 12 al 24 de la gestacion, la densidad de volumen
microvascular en los tejidos carunculares del cuerno gravido del utero ovino aumenta 1.8
veces en ambas areas carunculares e inter-carunculares del endometrio (Reynolds y
Redmer, 1992). También se ha informado de un aumento adicional en la vascularizacion
caruncular de 2 veces desde el dia 50 hasta el dia 140 de gestacion a través de aumentos
relativamente pequenos en el nimero de vasos, y un aumento de 2 a 3 veces en el

diametro vascular (Borowicz et al.2007).

El aumento en la vascularizacion de las carunculas, se debe al aumento en la secrecion
de factores angiogénicos por parte de los tejidos endometriales. Se ha informado que
entre el dia 50 y 140 de gestacion, la angiogénesis de las carunculas se correlaciona
positivamente con la expresion de los receptores-1 (FLT1), angiopoyetina-2 (ANGPT2) y
la guanilato ciclasa soluble (GUCY1B3) del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) (Borowicz et al., 2007). Con el aumento en la vascularizacion, entre el dia 11 y el
dia 30 de la gestacién se incrementa la tasa de flujo sanguineo uterino aproximadamente
de 4 a 6 veces. Este aumento de la vascularizacion uterina y el flujo sanguineo garantiza
la funcidon placentaria para satisfacer las demandas metabdlicas del crecimiento fetal

durante la gestacion (Igwebuike, 2009).
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e Adenogénesis uterina

La adenogénesis es la diferenciacion y desarrollo morfolégico de las glandulas uterinas, lo
que es un evento postnatal en los mamiferos, que es vulnerable a los efectos adversos

endocrinos, tales como los progestagenos y los estrégenos (Bartol et al., 2006).

La adenogénesis de una oveja comienza durante su desarrollo fetal y se completa
después del nacimiento, por lo que aunque el potencial genético de la funcidn uterina que
tendra en la vida adulta se define durante su concepcion, el éxito reproductivo en los
eventos relacionados con el desarrollo embrionario, que son regulados por la
morfogénesis de la glandula endometrial, es determinado por los periodos de

organizacion endometrial en su vida como neonato y adulto (Gray et al., 2001).

Los cambios que completan la adenogenésis endometrial en las ovejas, y que implican

una morfogénesis de ramificacién, son los siguientes:

a) Feto: Entre los 135 y 150 dias de gestacion, se observa el desarrollo de las
glandulas endometriales como invaginaciones profundas del epitelio luminal en
hendiduras inter-nodulares.

b) Neonato: Entre el dia 0 y 7 postnatal inicia la génesis de las glandulas
endometriales, cuando aparecen invaginaciones superficiales a lo largo del epitelio
luminal en areas inter-carunculares. Entre los 7 y 14 dias postnatales, el epitelio
glandular naciente prolifera y se invagina en el estroma, formando estructuras
tubulares que se ramifican alrededor del dia 21 postnatal. Hacia el dia 56
postnatal, las areas carunculares e intercarunculares son histolégicamente
similares a la del utero adulto.

c) Adultos. Aunque la pared uterina ovina es histolégicamente madura a las 8
semanas después del nacimiento, la maduracion final puede ocurrir hasta la
pubertad o incluso durante la primera gestacion (Gray et al., 2001).

Durante la gestacion, el utero de las ovejas se expone de forma secuencial a los
estrogenos, progesterona, interferon-tau, lactdégeno placentario y la hormona de
crecimiento placentario, con lo que se activa y mantiene la remodelacién del
endometrio, el crecimiento uterino, y la morfogénesis de las glandulas

endometriales, asi como la funcién secretora (Noel et al., 2003). Durante cada
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gestacién se produce una marcada hiperplasia e hipertrofia de las glandulas
endometriales, probablemente en respuesta a la creciente demanda de apoyo
histotréfico por unidad feto-placental (Stewart et al., 2000). Asi, durante la
gestacion las glandulas endometriales intercarunculares crecen en longitud (4
veces) y anchura (10 veces) y establecen una ramificacion lateral (Igwebuike et al.,
2009). La hiperplasia de las glandulas endometriales se produce entre el dia 15y
50 de la gestacion, lo que es seguido por hipertrofia para aumentar su superficie,
lo que permite una produccion maxima de secreciones después del dia 60 de la
gestacién (Stewart et al., 2000). La maxima funcion diferenciada de las glandulas
endometriales se produce entre el dia 80 y 120 de la gestacion. Después del parto,
las glandulas endometriales sufren de una regresién entre el dia 1 y 28 postparto

lo que es parte del proceso de la involucién uterina (Spencer y Bazer, 2004).

1.3.2. Secreciones de las glandulas endometriales: Histotrofo

Las glandulas endometriales sintetizan y secretan una variedad de enzimas, factores de
crecimiento, citocinas, linfocinas, hormonas, proteinas de transporte, iones, factores
mitdégenicos, proteasas, aminoacidos, glucosa, fructosa, vitaminas y otras sustancias,
denominados colectivamente como histotrofo (Bazer et al., 2012c). Las secreciones de las
glandulas endometriales son los principales reguladores de la supervivencia y desarrollo
del conceptus, asi como de la produccion de la sefial del reconocimiento de la gestacion,
la implantacién y la placentacion (Carson et al., 2000; Gray et al., 2001; Spencer y Bazer,
2004).

e Su papel en la nutricion del conceptus y la proliferacion del trofoblasto

Durante el periodo de pre-implantacién, a partir del dia 4 al 15, el conceptus esta en el
lumen uterino, donde se nutre a partir del histotrofo, de hecho tras la implantacion el
embrién sigue requiriendo en forma critica de la nutriciéon histotréfica (Igwebuike, 2009).
La nutricion histotrofica, que se deriva principalmente de las secreciones de las glandulas
uterinas, es absorbida por las areolas placentarias, que son estructuras de la placenta de
los rumiantes que se desarrollan sobre la superficie de cada glandula uterina, y estan
especializadas para la absorcion y el transporte del histotréfo hacia el utero (Spencer y
Bazer, 2004).
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Ademas de proporcionar la nutriciéon para el conceptus, el histotrofo contiene factores de
crecimiento y citocinas que promueven las funciones mitogénicas del trofoblasto ovino y
de las células del mioblasto (Martal et al., 1997), asi como la proliferacion y migracién

celular del trofoblasto (Song et al., 2008).
e Su papel en la interaccion conceptus-madre

En las secreciones uterinas se encuentran proteinas que pueden ser importantes
mediadores de las interacciones maternas-conceptus y en la placentacion. Una de estas
proteinas es la osteopontina, un componente acido de la matriz extracelular que también
es conocida como fosfoproteina-1 secretora (SPP-1), la cual se une a receptores de las
integrinas que se expresan en el endometrio y en las células trofoblasticas (Johnson et al.,
2007). Otras proteinas son las galectinas, que tienen funciones en la adhesion celular, el
crecimiento y la apoptosis, una de ellas es la galectina-15, la cual ha sido relacionada con
el crecimiento del blastocisto, el alargamiento y la implantacion (Satterfield et al., 2006;
Lewis et al., 2007).

1.3.2.1. Nutrientes selectos del histotrofo ovino

Existen efectos diferenciales producidos por la leucina, arginina, glutamina, glucosa
(nutrientes selectos) y la SPP1 en la migracién, proliferacion y adhesion del conceptus.
Estos efectos son criticos para la transicién del blastocisto de una forma esférica a una
tubular y filamentosa, lo que a su vez se requiere para que sea capaz de producir la

sefalizacion del reconocimiento de la gestacién y la implantacion (Bazer et al., 2011).

Se ha informado que el blastocisto requiere de la presencia de leucina o arginina para
exhibir expansién, motilidad, y el crecimiento del trofoectodermo requerido para la
implantacion (Martin et al., 2003). Para que la leucina y la arginina coordinen estos
eventos deben iniciar la sefializacion celular a través de la cinasa de serina-treonina o la
via mTOR, y asi regular la sintesis de proteinas y el catabolismo y aumentar la expresién
de IGF2 (Nielsen et al., 1995), NOS (Martin y Sutherland, 2001), y ODC (Kimball et al.,
1999).

13



e Via de senfializacion celular de la rapamicina (mTOR/FRAP1) en la gestacion

La via de senalizacién celular de la rapamicina (MTOR /FRAP1) juega un papel
importante en la regulacion del crecimiento y metabolismo celular en respuesta a factores
de crecimiento y al estado nutricional (Bazer et al., 2012c). El mTOR es una cinasa
serina/treonina evolutivamente conservada, que se expresa cuando la accion de la PI3K y
AKT1 se reduce, asi el mTOR controla el crecimiento y la proliferacién celular mediante la
activacion de la proteina cinasa ribosomal S6 (RPS6K), para fosforilar al RPS6 y regular
la sintesis de proteinas, asi como iniciar la traducciéon del ARNm, la sintesis de ribosomas,
la expresion de genes relacionados con el metabolismo, la autofagia y la reorganizacién
del citoesqueleto (Kim et al., 2002). La via mTOR es un "sistema de deteccion de
nutrientes" estimulado por la SPP1, el factor de crecimiento similar a la insulina 2, la
glucosa y la arginina (Kim et al., 2010) para apoyar el desarrollo del blastocisto (Martin et
al., 2003; Kim et al., 2008; Bazer et al., 2011).

1.4. Formacion de la placenta

La placenta es un érgano formado por dos porciones, una fetal (coridon) y otra materna
(endometrio). Constituye el Unico medio de conexion entre el feto y el Utero materno,
mediante el cual las circulaciones sanguineas materna y fetal interactian sin mezclarse
para lograr el apropiado transporte de nutrientes y oxigeno al feto desde la sangre

materna, asi como la eliminacién de desechos producidos por el feto (Osnaya, 2008).

La clasificacion de las placentas por sus caracteristicas histolégicas, esta determinada
principalmente por las capas de células que estan presentes en las membranas
extraembrionarias y en el utero, que separan los dos sistemas vasculares. La oveja tiene
una placenta epitelio-corial, en donde el conceptus forma células trofoectodérmicas
binucleadas que invaden y se unen al Utero para formar células multinucleadas o
sincitiotrofoblasticas, y se mantienen todas las capas de tejido entre los sistemas
sanguineos del utero y la placenta. La placenta de los rumiantes comprende de 60 a 100
placentomas (Bazer et al., 2009a), por medio de los cuales se intercambian nutrientes

transplacentarios, gases y desechos (Fig. 3, Reynolds et al., 2010).
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Fig. 3. Placentoma en las ovejas (Modificado a partir de Reynolds et al., 2010).

El desarrollo de la placenta consiste en la formacion de una extensa red vascular
(crecimiento y desarrollo de los lechos vasculares) desde el endometrio hacia la placenta,
con lo cual se apoya el crecimiento y funcién de la placenta, asi como el adecuado flujo

sanguineo, y con ello el correcto crecimiento fetal (Reynolds y Redmer, 1995).

El aporte sanguineo demandado por la placenta ocurre gracias a dos procesos criticos; la

angiogénesis y la vasodilatacion (Reynolds y Redmer, 1995).
e Angiogénesis en la placenta

La formacion de nuevos vasos se produce a través de la vasculogénesis y la
angiogenesis, que son dos procesos consecutivos y criticos para el crecimiento y
desarrollo de todos los tejidos, incluyendo la placenta (Borowicz et al., 2007; Reynolds et
al., 2010). Mientras que la vasculogénesis es la formacion de vasos sanguineos que se
originan por la diferenciacion de células mesenquimales pluripotenciales provenientes de
células progenitoras hemangiogénicas, la angiogénesis se caracteriza por la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos sanguineos ya existentes (Demir et al.,
2007). Para que estos procesos se den, se requiere de la migracion de angioblastos

(Charnock et al., 2004), proliferacion de células endoteliales, formacion de un tubo
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vascular a partir de otro preexistente, e incremento en la permeabilidad. El citotrofoblasto
dispara la vasculogénesis y la angiogénesis; mientras la gestacion progresa, las células
estromales y de Hofbauer toman la tarea de activar el desarrollo de los vasos sanguineos
(Demir et al., 2007).

e Desarrollo vascular placentaria en las ovejas

Para la evaluacion de la angiogénesis de la placenta se han aplicado métodos
histolégicos clasicos que implican fijacion, inclusidon en parafina, seccionado y tincion,
seguido por un analisis estereoldgico (usando microscopia confocal y analisis de imagen

computarizado) (Reynolds et al., 2005a; Borowicz et al, 2007; Vonnahme et al., 2007).

Usando esta metodologia, Reynolds y Redmer (1992) informaron que la angiogénesis en
el endometrio se inicia en la gestacion temprana, ya que existe un aumento en la
vascularidad a partir del dia 12-14 de la gestacion en el cuerno uterino gravido, seguido
por un aumento en el crecimiento vascular en el cuerno no gravido por el dia 30. Por su
parte, Grazul et al., (2010) reportan que existe un aumento dramatico en el desarrollo
vascular entre los dias 14 al 20 de la gestacién, y que este desarrollo se mantiene hasta
el dia 30, ya que se observo que el area y superficie vascular, asi como el area promedio
por vaso, y la expresion de varios factores angiogénicos aumentaron durante este
periodo. Ademas, la tasa de flujo sanguineo uterino aumenta aproximadamente de 4 a 6
veces desde el dia 11 al 30 y asi se mantiene durante toda la gestacion (Reynolds et al,
1984). También se ha establecido que la densidad vascular en el Utero ovino aumenta
durante los primeros 6 dias de la implantacion y es mayor en las zonas cercanas al
embridn (Spencer et al., 2004b). Estos cambios en el desarrollo vascular corresponden
con el periodo de reconocimiento materno de la gestacion, con la unidn
inicial/implantacién de las membranas fetales al epitelio uterino, y con el inicio del
crecimiento y desarrollo de la placenta (Spencer et al., 2007, 2008; Bazer et al., 2009a, b).
Esto seguramente favorece el intercambio de nutrientes y particularmente de oxigeno en

la interface materno-embrionario.

Estos métodos histologicos cuantitativos, han servido para comparar el desarrollo
vascular del tejido endometrial (placenta materna) con el tejido cotiledonario (placenta

fetal), y asi observar que existen diferencias dramaticas en su arquitectura microscépica
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microvascular, y en su funcion fisiolégica (Reynolds y Redmer, 1995; Borowicz et al.,
2003; Reynolds et al., 2005b). Asi, a los 24 dias de gestacion la densidad vascular del
endometrio, aumenta 2 veces (Reynolds y Redmer, 1992, 2001) hasta mediados de la
gestacién y luego mas lentamente a partir de entonces (Reynolds y Redmer, 2001;
Reynolds et al., 2005a). En contraste, la densidad vascular de los tejidos de la placenta
fetal, o cotiledones, permanece relativamente constante hasta la mitad de la gestacion
(entre los dias 40 y 80), y empieza a aumentar drasticamente durante el ultimo tercio de la
gestacién en asociacion con el aumento en el crecimiento del feto (Kwon et al., 2004;
Reynolds et al., 2010).

También se ha creado un modelo de desarrollo microvascular de la placenta ovina
durante los ultimos dos tercios de la gestacion (Fig. 4, Reynolds et al., 2010). En este
modelo, del dia 50 hasta el 140 de la gestacion, la vasculatura del endometrio presenta un
aumento de 2.2 veces en el tamafo, con solo pequefios aumentos en el niumero (1.5
veces) o en la superficie vascular (1.7 veces), dando como resultado un modesto aumento
de 3.3 veces en el area vascular. De esta forma, la microvasculatura del compartimiento
de la placenta materna, esta compuesta casi exclusivamente de grandes vasos con una
alta capacidad de transporte (Reynolds et al., 2005b). Por su parte, los lechos vasculares
de los cotiledones (fetal) presentan principalmente una ramificacion, resultando en un
aumento de 12.3 veces en el numero de vasos acompafnada con una disminucion de 1.9
veces en el tamano vascular. EI aumento relativo de 6.2 veces en el area vascular y la
superficie vascular de los cotiledones fetales pueden explicarse por este patron de
crecimiento de la ramificacion y que esta compuesto principalmente de abundantes
capilares pequefios, disefiados como un sistema de alta velocidad para la absorcién de
nutrientes, al aumentar el flujo sanguineo (Reynolds et al., 2005b; Borowicz et al., 2007).
De esta forma, la arquitectura microvascular de la placenta ovina es ideal tanto para el
transporte de nutrientes (del lado materno), y la absorcién de nutrientes (del lado fetal)
(Reynolds et al., 2005a).
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Fig. 4. Modelo de angiogénesis de la placenta ovina durante los ultimos dos tercios

de la gestacion (Modificado a partir de Reynolds et al., 2010).
e Regulacién de la angiogénesis placentaria

Aunque numerosas moléculas han sido implicadas en la regulacion de crecimiento
vascular, se ha identificado que los principales factores que regulan la vascularizacién en
la placenta son el VEGF, el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y las
angiopoyetinas (ANGPT), asi como sus respectivos receptores (Reynolds y Redmer,
2001). En cuanto a la regulacion de la expresion de estos factores en el utero-placenta,
los estrogenos parecen ser un factor clave. En ovejas ovariectomizadas, el mRNA del
VEGF endometrial, FGF, ANGPT1, y ANGPT2 sufren una fuerte regulacion hacia arriba

pocas horas después del tratamiento con estrogenos, lo que se asocia con un aumento
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dramatico en la vascularizacion uterina y el flujo sanguineo (Johnson et al., 2006).
Ademas, la expresién del mRNA de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS o NOS3),
que produce al 6xido nitrico (ON) es importante para regular la angiogénesis y la
vasodilatacion (Reynolds y Redmer, 2001; Redmer et al., 2005; Borowicz et al., 2007), ya
que se ha propuesto que el aumento intracelular de ON y la consecuente activacion de
multiples proteinas cinasas, son fundamentales en la regulacion de la sintesis placentaria
del VEGF y FGF (Song et al., 2009).

1.5. Desarrollo y crecimiento fetal

Para la mayoria de los mamiferos, la ultima parte de la gestacidon se caracteriza
predominantemente por el rapido crecimiento y desarrollo del feto. El patréon de
crecimiento tipico del feto sigue una curva en forma sigmoide, en donde el desarrollo se
produce a un ritmo lento, aumenta exponencialmente durante mediados y finales de la
gestacion, y concluye con un lento crecimiento a corto plazo. El crecimiento y el desarrollo
de la placenta (evaluada conforme a su longitud y peso) preceden al crecimiento fetal en
las ovejas debido a que el feto requiere una placenta funcional para la obtencion de
nutrientes, oxigeno y otros factores troficos necesarios para su crecimiento y desarrollo
(Bazer et al., 2012b). Asi, el peso de la placenta aumenta 5 g/d del dia 25 al 70, mientras
que del dia 70 al 140 su ritmo de crecimiento se reduce a 1.7 g/d. En contraste, el peso
fetal del dia 25 al 70 se incrementa 2.5 g/d, y del dia 70 al 140 es de 41 g/d (Bazer et al.,
2012b).

2. Arginina

La arginina es nutricionalmente, un aminoacido semi-esencial o condicionalmente
esencial para los mamiferos gestantes (Wu et al., 2009), ya que se necesita para un
crecimiento 6ptimo y desarrollo fetal (Wu et al., 2004a). Esto se debe a que el feto no
tiene desarrollado el eje intestinal-renal para la sintesis de arginina enddgena a partir de

glutamina, glutamato y prolina (Wu et al., 2004b).

Ademas de ser una unidad para la sintesis de proteinas, la arginina es uno de los

aminoacidos mas versatiles, ya que es el precursor para la sintesis de muchas moléculas
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biolégicamente activas, incluyendo el 6xido nitrico (ON), la ornitina, las poliaminas
(putrescina, espermidina y espermina), la creatina y la agmatina (Wu y Morris, 1998).
También la arginina regula las vias metabdlicas clave que son criticas para la salud, el

crecimiento, la reproduccién y la homeostasis de los animales (Morris, 2009).
2.1. Sintesis de la arginina

En la mayoria de los mamiferos, la arginina circulante en la sangre se deriva de la dieta y
de fuentes enddgenas (incluyendo tanto la sintesis de novo como la degradacion de
proteinas) (Wu et al. 2013). El suministro de la arginina en la dieta de gestacién es
insuficiente para satisfacer las necesidades de arginina durante la gestacion, por lo que se
requiere la sintesis enddégena de arginina para apoyar el desarrollo embrionario y de la

placenta, asi como el crecimiento fetal (Chacher et al., 2013).

La sintesis de novo (Fig. 5) de la arginina en mamiferos se da a partir de L-glutamina (Wu
y Morris, 1998).

1. La enzima fosfato dependiente de glutamina transforma la glutamina a glutamato.

2. El glutamato es convertido a L-glutamil fosfato y L-glutamil semialdehido por la

accion de P5C sintetasa.

3. A continuacién se lleva a cabo una reaccién espontanea no enzimatica para la

formacion de L-Pirrolina-5-carboxilato.
4. Este ultimo se convierte a L-oritina por la reaccion de ornitina aminotransferasa.

5. A partir de ésta se produce citrulina por accion de la enzima ornitina

carbamoiltransferasa.

Hasta aqui todas las reacciones se llevan a cabo en la mitocondria de los

enterocitos.

6. La citrulina pasa al citosol y se convierte en L-arginosuccinato por la accion de la

enzima arginosuccinato sintasa.
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7. Finalmente a partir del arginosuccinato se sintetiza la arginina por accion de

arginosuccinato liasa.

Cabe senalar que la glutamina y el glutamato se absorben en el intestino delgado,
y la arginina formada llega a la circulacion general para ser usada por los 6rganos
periféricos (Wu et al., 2009).

Fig. 5. Sintesis de arginina (Modificado a partir de Wu y Morris, 1998).
2.2. Catabolismo de la arginina

La arginina es precursor de moléculas importantes y se puede catabolizar por multiples
vias. Las enzimas que inician la degradacion de la arginina son la arginina-glicina
amidinotransferasa, la arginina descarboxilasa, las arginasas y la 6xido nitrico sintasa
(NOS). Con la excepcién de la arginina descarboxilasa, todas estas enzimas actian sobre

el grupo guanidino de la arginina (Morris, 2004).

a) Arginina-glicina amidinotransferasa: Esta enzima cataliza a la arginina en
creatina (Morris, 2004), la cual juega un papel en el metabolismo energético del
musculo esquelético y en las células neuronales, donde sirve como una forma de

almacenamiento de fosfato de alta energia (Wu y Morris, 1998).
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b)

d)

Arginina descarboxilasa: Esta enzima convierte a la arginina a CO, y agmantina,
en el cerebro y rindn. La agmantina es un ligando para los receptores a,-

adrenérgicos que puede actuar como un neurotransmisor.

Arginasas: Existen dos isoformas, la citosdlica (tipo 1) y la mitocondrial (tipo Il). La
arginasa tipo | esta presente principalmente en los hepatocitos y en mucho menor
grado en el intestino delgado, tejido mamario y en ciertas placentas. La arginasa
tipo Il se expresa en las células y tejidos extrahepaticos. Las arginasas juegan un
papel importante en la sintesis de glutamato y prolina a través de la produccion de
ornitina (Wu y Morris, 1998). El glutamato, es un neurotransmisor excitador que
puede dar lugar a otra molécula de senalizacion celular: el acido y-aminobutirico
(GABA) (Wu y Morris, 1998). La prolina y la hidroxiprolina derivada, juegan
papeles importantes en la cicatrizacién de heridas, enfermedades inflamatorias
cronicas y en la infeccion (Morris, 2002). La ornitina sirve como precursor para la
biosintesis de poliaminas, que son cationes alifaticos que pueden regular la
expresion génica, transduccién de senales, la funcion del canal de iones, la
sintesis de proteinas, la apoptosis, asi como la proliferacién celular y la
diferenciacion (Thomas y Thomas, 2001; Flynn et al., 2002; Zhao et al., 2008). La
enzima ornitina descarboxilasa es la que sintetiza a las poliaminas a partir de la
ornitina (Zhao et al., 2008).

Oxido nitrico sintasa (NOS): Existen tres isoformas de esta enzima, las cuales
fueron nombradas de acuerdo al tipo de célula en las que fueron aisladas por
primera vez. La NOS endotelial y neuronal se expresan constitutivamente en las
células y su actividad esta regulada por el complejo Ca**/calmodulina. La NOS
inducible actia de una manera independiente del calcio (Wu y Morris, 1998). El
catabolismo de la arginina por las NOS resulta en la liberacion de 6xido nitrico
(ON) y citrulina. EI ON es un radical libre que funciona como un importante
mediador de numerosos procesos bioldgicos, incluyendo la vasodilatacion, la
respuesta inmune y la neurotransmision (Wu y Meininger, 2002). La citrulina es un
intermedio clave en el ciclo de la urea y un antioxidante eficaz para la proteccion
de ADN, lipidos y proteinas del dafio oxidativo inducido por radicales hidroxilo.

Aunque la citrulina no es un precursor para la sintesis de proteinas del tejido,
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puede ser reciclado efectivamente para producir arginina, debido a la presencia
generalizada de la sintasa de argininosuccinato y liasa argininosuccinato en los
tejidos (Wu y Morris, 1998).

2.3. Transporte de la arginina

Los requerimientos de arginina en la mayoria de las células de los mamiferos se cumplen
principalmente por la absorcidon de arginina extracelular a través de transportadores
especificos, ya que este nutriente no puede pasar por difusidon simple a través de la
membrana celular (Morris, 2009). Como un aminoacido catiénico, sus transportadores
acttan de la misma forma que con la lisina, ornitina e histidina. El sistema y* fue el primer
sistema de transporte identificado como un transportador de aminoacidos catidnicos
(CAT), este sistema es selectivo para los aminoacidos catidnicos y es independiente de
Na® (Wu y Morris, 1998).

Ademas, los sistemas b* y B* pueden transportar aminoacidos neutros, asi como
aminoacidos catiénicos. Estos dos sistemas se distinguen por su dependencia de Na®, ya
que el sistema B* es dependiente de Na*, mientras que el sistema b* es independiente de
Na®.

El cuarto sistema de transporte, llamado y'L, tiene una alta afinidad tanto por los
aminoacidos neutros como para los catiénicos, y el transporte de los aminoacidos

cationicos a través de este sistema es independiente de Na*.
3. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (ON) es una molécula de tamafio pequefio y estructura muy simple, de
caracter fuertemente hidrofébico. A temperatura y presion ambientales se encuentra en
estado de gas incoloro, su vida media es ultracorta (6 milisegundos), presentando una
solubilidad en agua similar a la del oxigeno puro (Ferrero, 2001). Debido a que posee un
electron no pareado en su estructura también se le considera un radical libre del nitrdgeno
(Duarte et al., 2008).

El ON es considerado un regulador clave de la angiogénesis, la embriogénesis temprana

de mamiferos, el crecimiento trofoblastico de la placenta, y el desarrollo en el utero del
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conceptus (Maul et al.,, 2003). Ademas es un mediador importante de numerosos
procesos bioldgicos, incluyendo las funciones vasculares (Ignarro et al., 2001), la

neurotransmision (Green, 1995), la secrecion de hormonas y la inflamacién.

Las diversas funciones de ON pueden ser atribuidos a sus propiedades fisicas y quimicas,
y al rango de células que lo sintetizan. EI ON reacciona con una variedad de blancos
especificos, incluyendo proteinas como el guanilato ciclasa y la enzima citocromo P-450.
Su forma de accién es uniéndose al grupo hemo de la guanilato ciclasa, una enzima
soluble que cataliza la formacién de GMP ciclico (GMPc) a partir de guanosina trifosfato
(GTP). El GMPc activa las proteinas cinasas dependientes de GMPc y la fosforilacion de
proteinas blanco, lo que desencadena entonces una serie de respuestas fisioldgicas (por
ejemplo la vasodilatacién arterial y la biogénesis mitocondrial). De esta forma, la sintesis
de ON controla el tono vascular, y mantiene la estructura de la pared arterial, ya que
reprime la proliferacion de las células musculares lisas. Por otra parte, el ON tiene accién
antiagregante sobre las plaquetas e inhibe la adhesion de los leucocitos al endotelio
(Ignarro et al., 2001).

La sintesis del ON se realiza a partir de la arginina por accion de la 6xido nitrico sintasa
(NOS) (Gao et al., 2009c). Se trata de una reaccion muy compleja en la que se necesita
oxigeno molecular y diversas coenzimas: tetrahidrobiopterina (BH4), NADPH, FAD, FMN,
grupo hemo y calmodulina (Wu y Meininger, 2009). La enzima eNOS es la responsable de
la formacién habitual de ON, mientras que la nNOS produce niveles bajos (Gao et al.,
2009c). Ademas si la disponibilidad de arginina o de BH4 disminuyen, en vez de formarse
ON se produciria entonces la sintesis alternativa del radical superoxido (O2.-) por la
eNOS (Wu y Meininger, 2009).

4. Poliaminas

Las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) son reguladores clave de la
angiogénesis, la embriogénesis temprana de los mamiferos, el crecimiento trofoblastico
placentario y el desarrollo embrionario en el utero (Lefevre et al., 2011a, b). A través de la
union intracelular al ARN, ADN, nucledtidos trifosfatos, proteinas, y otras moléculas
cargadas negativamente, las poliaminas (moléculas policatiénicas) regulan la expresion

génica, la transduccion de sefiales, la funcién de los canales iénicos, asi como del ADN,
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la sintesis de proteinas y la diferenciacion de las células (Igarashi y Kashiwagi., 2000;
Ishida et al., 2002). Las poliaminas también son captadoras enddgenas de especies
reactivas de oxigeno, protegiendo asi al ADN, proteinas y lipidos del dafo oxidativo, por
lo tanto, son esenciales para la proliferacion, diferenciacion y funcion celular (Kwon et al.,
2003b).

La ornitina descarboxilasa (ODC) es la enzima que sintetiza a las poliaminas en las
células de los mamiferos (Kwon et al., 2003b). Esta enzima cataliza la descarboxilacién
de la ornitina (un producto de la hidrdlisis de la arginina por la arginasa) a putrescina, que
se convierte posteriormente en espermidina y espermina por la espermidina sintasa y

espermina sintasa, respectivamente (Wu et al., 2009; Gao et al., 2009b).

Se ha informado de un incremento en las concentraciones de ornitina y arginina (sustratos
para la sintesis de poliaminas) en el liquido alantoideo ovino (un reservorio de nutrientes
en el feto) entre los dias 30 y 60 de gestacion (Kwon et al., 2003a). Tales cambios
coinciden con el periodo de rapido crecimiento de la placenta ovina (Reynolds y Redmer,
1995). Con base a esto, se probo la hipotesis de que las actividades de ODC y arginasa
placentaria y la sintesis de poliaminas fueron maximas durante la primera mitad de la
gestacion (Kwon et al., 2003b). De hecho se ha encontrado, que el endometrio uterino, asi
como los fetos de muchas especies (incluyendo ratones, ratas, ovejas, yeguas, humanos
y cerdos), tienen la capacidad de catabolizar la arginina debido a la expresion de NOS y
ODC durante la gestacion (Kwon et al., 2003a, 2004; Wu et al., 2006; Gao et al., 2009b).
Ademas, la inhibicion de la sintesis de las poliaminas impide la embriogénesis y el

crecimiento fetal (Kim et al., 2011b).

5. Arginina, 6xido nitrico (ON) y poliaminas en la gestacién

El aminoacido arginina juega un papel vital en la reproduccion debido a que es precursor
para el 6xido nitrico, poliaminas, y proteinas (Wu y Morris, 1998; Wu et al., 2009). Se han
realizado diversos estudios, en donde se han evaluado los posibles efectos de la arginina
y sus subproductos en eventos cruciales para el establecimiento y mantenimiento de la

gestacion en los mamiferos, incluyendo el desarrollo embrionario temprano, la
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implantacién, el crecimiento y la vascularizacién de la placenta y posiblemente en la
quiescencia uterina y maduracion cervical (Fig. 6) (Gregg, 2003; Kwon et al., 2003b, 2004;
Wu et al., 2006; Zhao et al., 2008; Lassala et al., 2008).

Fig. 6. Papeles de la arginina en el desarrollo y crecimiento embrionario y fetal en
los mamiferos. La administracion de arginina mejora la sintesis de ON y poliaminas
durante la gestacion, lo que mejora la transferencia de nutrientes de la madre al
conceptus, apoyando su supervivencia, crecimiento y desarrollo (Modificado a partir de
Wu et al., 2013).

5.1. Efectos dela arginina en el desarrollo embrionario temprano e

implantacién

En esta etapa de desarrollo embrionario, se ha observado que la arginina es el mayor
estimulante de la proliferacion, la migracion y la sintesis de proteinas en las células del
trofoectodemo ovino (Kim et al., 2011a, b; Bazer et al., 2012b). De esta forma Kim et al.
(2011a) investigaron las vias por las que la arginina actia en las células del
trofoectodermo, y las principales conclusiones fueron que la arginina: (1) aumenta la
fosforilacion de RPS6K de una manera dependiente de la dosis con el maximo efectos a
0,2 mM; (2) aumenta las formas fosforiladas de AKT1, RPS6K y RPS6 sobre los niveles
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basales a los 15 minutos y el efecto es mantenido hasta los 60 min; (3) aumenta la
fosforilacion de RPS6K nuclear y de RPS6 citoplasmatica en 30 minutos; y (4) estimula la
proliferacion y migracién de las células del trofoectodermo (Kim et al., 2011a). Ademas se
ha reportado que la arginina participa en la motilidad e implantacion del blastocisto (Martin
y Sutherland, 2001; Martin et al., 2003), ya que al igual que la glucosa, la leucina y la
glutamina, la arginina puede estimular la via de sefializacion mTOR, que desempefia un
papel crucial en la sintesis de proteinas, la proliferacion celular, y la modulacién de la
estructura del citoesqueleto intracelular (Bazer et al. 2010; Kong et al., 2012; Lei et al.,
2011). Con estos efectos de la arginina, en ratas se ha observado que la suplementacion
con arginina durante la gestacién temprana resulta en un aumento en la supervivencia
embrionaria y en el tamano de la camada (Zeng et al., 2008). Asi, también la
administracion intravenosa de arginina mejord la supervivencia embrionaria en ovejas
gestantes (Luther et al. 2008).

Los subproductos de la arginina, como lo es el ON también ha sido considerado esencial
para el desarrollo embrionario y la implantacién. En estudios realizados en embriones
murinos se demostré que el desarrollo normal in vitro requiere la produccién de ON por el
propio embrién, y que una inhibicion de la sintesis de ON, logrado mediante la adicién de
inhibidores de la NOS a los medios de cultivo, detiene el desarrollo del embrién (Chen et
al.,, 2001). Ademas, la presencia de mRNA de las tres isoformas de NOS en los
embriones preimplantacionales de roedores proporciona evidencia de la importancia de la
produccion de ON en el embrion (Tranguch et al., 2003). Aunque los mecanismos
moleculares de ON en la regulacién del desarrollo y supervivencia embrionario siguen sin
estar claros, la via GMPc esta implicada en la transduccion de sefiales del desarrollo

embrionario reguladas por ON (Chen et al., 2001).

Como ya se menciond el 6xido nitrico también participa en la modulacion de los cambios
vasculares que acompafan a la implantacién del trofoblasto, que parece estar regulada
por una interaccion de ON con el estrogeno y la progesterona (Sengoku et al., 2001) y
mediada por GMPc. De manera adicional la accion de ON en la implantacién podria
implicar la induccion de proteasas que degradan la matriz, o que resulta en la
remodelacion de la matriz extracelular necesaria para la invasion del trofoblasto (Novaro
et al., 2001).
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Por su parte, las poliaminas son importantes para la etapa embrionaria temprana. Los
estudios en ratones muestran que la expresion de la ornitina descarboxilasa en el estroma
uterino es dependiente de la presencia de un blastocisto activo en los sitios de
implantacién (Zhao et al. 2008), y la homeostasis de poliaminas uterinas es importante
para la proliferacién de las células del endometrio (Zhao et al., 2008). Las poliaminas son
esenciales para la implantacién del embridn y criticas para su supervivencia y desarrollo
(Ishida et al., 2002; Zhao et al., 2008).

Aparte de estos efectos, la arginina y sus subproductos tienen un papel fundamental en la
motilidad del blastocisto. Martin et al. (2003) informaron que la leucina, la arginina, el ON y
las poliaminas participaban activamente en este proceso (Fig. 7), de forma que la leucina
transportada dentro de las células del trofoectodermo por el sistema B0O,+, activa la via de
senalizacion mMTOR, ademas de actuar como un transportador para la captacion de
arginina. La fosforilacion de 4EBP por la via mTOR, eleva la traduccion de proteinas y
aumenta la cantidad de ornitina descarboxilasa (ODC) y el factor de crecimiento similar a
la insulina (IGFIl). ElI aumento de arginina al interior, proporciona el sustrato para la
arginasa (para formar ornitina) y la 6xido nitrico sintasa (NOS) (para formar el éxido
nitrico, ON). El IGFIl puede actuar a través de su receptor para aumentar la actividad de
la NOS, mientras que mayores niveles de ODC conducen a un aumento de la sintesis de

poliaminas.

Por su parte, el ON puede actuar de una forma paracrina y autocrina, y a través de la
sefalizacion para la activaciéon de la adenilato ciclasa soluble para producir GMPc, por lo
que el ON producido por el trofoectodermo podria ser importante para iniciar su motilidad
asi como para promover la dilatacidn capilar materna durante la implantacion. En relacion
con las poliaminas, se ha visto que pueden activar la motilidad a través de Rac 1 (Martin
et al., 2003). En estudios se ha encontrado una relacion entre la actividad de la ODC, la
transformacion celular y la motilidad celular, asi como la sobreexpresiéon de ODC conduce
a una mayor motilidad e invasividad del blastocisto, mientras que la disminucién de las
poliaminas resulta en la inhibicion de la migracion y cambios en la organizacion del

citoesqueleto (Ray et al., 2002).
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Fig. 7. Acciones de leucina y arginina para iniciar la motilidad del trofoectodermo.
(Modificada a partir de Martin et al., 2003).

5.2. Efectos dela arginina en el crecimiento fetal

Existen diversos estudios en donde se ha reportado que la suplementacion alimentaria o
administracion intravenosa de la arginina tiene efectos favorables en la gestacion de
diversas especies. En cerdas primiparas la suplementacion alimentaria de arginina
aumento el numero de lechones nacidos vivos por cerda (Mateo et al., 2007). En ovejas
con fetos que tenian retraso en el crecimiento intrauterino y con desnutricién inducida, asi
como en gestaciones naturales, la administracion intravenosa de arginina mejord el
crecimiento fetal sin afectar el peso corporal materno (Lassala et al., 2008, 2009, 2010,
2011; Satterfield et al., 2010, 2012, 2013). Ademas, en mujeres con retraso del
crecimiento intrauterino del feto a las 33 semanas de gestacion, las infusiones

intravenosas diarias de arginina aumentaron el peso al nacer (Xiao y Li, 2005).

5.3. Efectos dela arginina en el desarrollo y vascularizacion de la

placenta

El crecimiento placentario adecuado es esencial para el correcto crecimiento fetal (Murphy

et al., 2006), y la arginina, a través de ON vy las poliaminas, esta involucrada en el
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desarrollo y funcién de la placenta durante toda la gestacion (Kwon et al., 2004). Cabe
sefalar que ambos tejidos de la placenta (matema y fetal) ovina producen ON vy
poliaminas en patrones que coinciden con los periodos de mayor crecimiento placentario
y fetal (Zheng et al., 2000; Kwon et al., 2003b, 2004). En general, las poliaminas son
esenciales para el desarrollo de la placenta (Kim et al., 2011a), ya que regulan el
crecimiento y la proliferacién celular en la placenta (Igarashi y Kashiwagi, 2000; Thomas y
Thomas, 2001).

Por su parte, el ON regula el flujo de sangre a través de los tejidos (incluyendo el Utero y
la placenta) (Joyce et al., 2005; Reynolds et al. 2006). EI ON también estimula la
angiogénesis de la placenta y, por lo tanto, el crecimiento vascular placentario (Reynolds
y Redmer, 2001; Bird et al., 2003; Maul et al., 2003; Kwon et al., 2004; Zeng et al., 2008).
Ademas, el ON inhibe la liberacién de la endotelina 1 (un vasoconstrictor) por las células
endoteliales y previene la adhesion de leucocitos al endotelio y la agregacion plaquetaria
(Wu et al. 2009). Al administrar arginina exégena se aumenta la sintesis endégena de ON
(Wu y Meininger, 2002), por lo que la administracién de arginina ha demostrado que
mejora la circulacion utero-placentaria y el peso del bebé al nacer en mujeres que
presentan fetos con retraso del crecimiento intrauterino (Di Renzo et al., 2005; Xiao y Li,
2005).

La mediacion de la angiogénesis por ON se puede producir mediante la activacion de la
transduccién y el crecimiento celular y la diferenciacion a través de la activacion de la
NOS, la elevacion de GMPc, la activacion de cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y
favoreciendo la expresién del factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) (Zheng et
al., 2006). Ademas, ON puede regular la expresion de otros factores angiogénicos como
el VEGF (Reynolds y Redmer, 2001)

6. Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

El VEGF es una glicoproteina homodimérica de 45 Kda, de caracter basico (Espinosa y
Rosado, 2002). ElI VEGF es un potente agente mitdgeno y factor de sobrevivencia de las

células endoteliales para estimular la vasculogénesis y la angiogénesis (Ferrara, 2004;
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Martinez y Herrera, 2006) ya que favorece la proliferacion, migracion y crecimiento de las
células endoteliales (Geva y Jaffe, 2002; Wang et al., 2002).

El VEGF se le ha considerado como el principal factor involucrado en la angiogénesis
(Espinosa y Rosado, 2002). Este factor de crecimiento tiene un papel muy importante en
el proceso de implantacion ya que modula el crecimiento y remodelacién vascular,
provocando el incremento de la permeabilidad vascular en el endometrio. La implantacion
y la subsecuente placentacion del embrién no son posibles si previamente el VEGF no
torna receptivo al endometrio para el desarrollo del embrién. Se ha observado que los
ratones knock-out para el gen VEGF pueden concebir pero no producen descendencia
viable (Hoozemans et al., 2004). La falta del gen de VEGF en estos ratones provoca la
muerte al inicio del desarrollo, lo cual indica el importante papel que tiene este factor de

crecimiento en la ruta de senalizacion para el desarrollo vascular (Ferguson et al., 2005).

La familia VEGF tiene varios integrantes: VEGF-A (dominante en el endometrio), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y el Factor de crecimiento placentario (PIGF) (Redmer et al.,
2005; Martinez y Herrera, 2006) y cinco principales subtipos de receptores: VEGF-R1 (Flt-
1), VEGF-R2 (Kdr, Flk-1), VEGF-R3, asi como la forma soluble de Flt-1 (sFlt-1) y Flk-1
(sFlk-1). Tanto VEGF como sus receptores de membrana se expresan en el endometrio y
en las placentas de oveja y cerda (Charnock et al., 2004). De esta familia de transcritos, el
mas estudiado es el VEGF-A, que es referido simplemente como VEGF. El VEGF-B y
PLGF se unen a VEGFR1 y modulan la actividad de VEGF-A en las células endoteliales
durante el desarrollo embrionario (VEGF-B) y durante la angiogénesis patolégica (PLGF)
(Sallinen et al., 2009). Aunque VEGF-C y VEGF-D se unen a VEGFR2 en las células
endoteliales de los vasos sanguineos, su principal funcidon es unirse a su receptor
(VEGFR3) en el tejido linfatico para promover el desarrollo de los vasos linfaticos durante
el desarrollo embrionario (Redmer et al., 2005). Finalmente VEGF-E es un homélogo de

VEGF producido por el virus Orf que afecta a cabras y ovejas (Jussila y Alitalo, 2002).

El gen de VEGF se compone de 8 exones separados por 7 intrones a partir del cual se
han identificado 12 isoformas en mamiferos, como resultado del procesamiento de corte y
empalme (Doyle, 2009) del transcrito primario o pre-RNAm del gen de VEGF. Las
proteinas que resultan de las isoformas de VEGF contienen 121, 145, 148, 165, 184 y 206

aminoacidos (Nowak et al., 2008). Este numero de aminoacidos es el que le da el nombre
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particular a cada isoforma de VEGF. Todas las isoformas de VEGF-A poseen los exones
1 a 5y 8, mientras que la presencia 0 ausencia de los exones 6a, 6b y 7, determina cada

una de las variantes asi como las caracteristicas de cada isoforma (Zygalaki et al., 2005).

Recientemente, se ha demostrado que el exdn 8 tiene dos sub-exones, 8a y 8b, este exdn
conformado por dos sitios, el sitio de corte proximal que dara origen a las isoformas
angiogénicas (VEGFxxxa), y el sitio de corte distal, dara origen a las isoformas anti-
angiogénicas (VEGFxxxb) siendo xxx el numero de aminoacidos de la proteina de cada

isoforma (Nowak et al., 2008).

El VEGF parece tener tres formas de participacion en el desarrollo vascular normal,
primero es capaz de iniciar la angiogénesis promoviendo la proliferacién y quimioatraccién
de las células endoteliales (Reynolds y Redmer, 1998). Segundo, mantiene la viabilidad
de vasos sanguineos inmaduros y tercero facilita el recubrimiento del vaso con pericitos
(Gerber et al., 1998). Con relacién a la viabilidad de vasos sanguineos inmaduros, VEGF
participa en la supervivencia de las células endoteliales induciendo la expresién de

proteinas antiapoptéticas tales como Bcl-2 y A1 (Gerber et al., 1998).
6.1. Receptores del VEGF

La actividad biolégica de VEGF esta mediada principalmente por dos receptores tipo
tirosina cinasa denominados VEGFR-1 o Flt-1 y VEGFR2 o Flk-1 (Ferrara y Davis, 1997),
sin embargo se han reportado otros receptores tales como el VEGFR-3 o Flt-4, la
neuropilina 1y 2 (NRP-1 y NRP-2 respectivamente) a los cuales también se une el VEGF
(Jia et al., 2004). La interaccién del VEGF, con sus receptores de membrana (VEGFR1 y
VEGFR2) se reconoce como el principal estimulador de la angiogénesis (proliferacion,
migracion y sobrevivencia de las células endoteliales) (Ferrero, 2001; Redmer et al.,
2005).

El VEGF se une a sus receptores con alta afinidad, aunque existen diferencias entre
ambos receptores. La glicoproteina de VEGFR1 tiene un peso de 180-KDa y en las
células endoteliales, es mediador de la proliferacion, quimiotaxis y sobrevivencia celular
(Greenaway et al., 2004), se une al VEGF con una constante de disociacion (Kd) de 10-20

pM, por lo que se considera que el factor tiene una alta afinidad para este receptor en
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comparacion con el VEGFR2 que tiene una Kd de 75-125 pM (Waltenberger et al., 1994).
Sin embargo, la capacidad de autofosforilacion del VEGFR-2 es al menos 10 veces mayor
que la de VEGFR-1, lo cual indica que VEGFR-2 tiene una mayor capacidad en la
transduccién de las senales de VEGF (Zeng et al., 2001; Ferrara, 2004). De esta manera,
se considera que VEGFR2 es el mayor mediador de los efectos mitogénicos,
angiogénicos y de permeabilidad de VEGF (Ferrara, 2004). Lo anterior sugiere que la
funcion del VEGFR-1 es la de atraer a VEGF, reduciendo de ese modo el niumero de
moléculas de VEGF disponibles para unirse a VEGFR2 (Zeng et al.,, 2001). Estas
evidencias sugieren que ambos receptores desencadenan efectos diferentes en respuesta
al ligando. Asi, el VEGFR1 puede regular la angiogénesis haciendo poco disponible el
ligando a VEGFR2 (Zeng et al., 2001). EI VEGFR-3 se expresa so6lo en células
endoteliales venosas en el embrion, y se limita al sistema linfatico en el adulto, tiene
funciones en el desarrollo cardiovascular en el embrion, en particular en la

linfangiogénesis (Zeng et al., 2001).

Tanto VEGFR1 y VEGFR2 son receptores tipo tirosina cinasa que contienen siete
dominios extracelulares de unién similares a inmunoglobulinas, una region
transmembranal y un dominio intracelular de sefializacién tirosina cinasa interrumpido por
un inserto de cinasa de 69 aminoacidos (Ferrara, 2004; Redmer et al., 2005). El segundo
y tercer dominio extracelular representa la unién al ligando, mientras que las regiones del
cuarto al séptimo dominio son esenciales para la dimerizacion del receptor (Olsson et al.,
2000).

El VEGF se une al segundo dominio extracelular de los receptores lo cual ocasiona la
dimerizacion con otro receptor (Olsson et al., 2000), lo que conduce a su activacion y la
posterior autofosforilacién de residuos de tirosina en el dominio intracelular del receptor,
originando una cascada de sefiales intracelulares que provoca la activaciéon de varias
proteinas como las MAPK, PKC, PI3K, PKB las cuales activan la transcripcion genética
especifica en el nucleo e induce multiples respuestas celulares como son: permeabilidad
vascular, sobrevivencia, proliferacion y migracion celular (Martinez y Herrera, 2006;
Ferrara, 2009).

Adicionalmente por corte y empalme de los ARNm inmaduros de VEGFR-1 y VEGFR-2,

se producen formas solubles de ambos receptores (sVEGFR-1 o sFlt-1 y sVEGFR-2 o
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sFlk-1). Las proteinas de estos receptores carecen de dominios transmembranales e
intracelulares con lo cual no pueden traducir sefales, sin embargo, mantienen los
dominios de uniéon al ligando, conservando la misma afinidad por VEGF, que los
receptores de membrana (Robinson y Stringer, 2001). Esta circunstancia hace que los
receptores solubles de VEGF sean competitivos por el ligando, evitando asi que tenga
interaccion con los receptores de membrana, lo que les confiere un efecto anti-

angiogénico (Sallinen et al., 2009).
6.2. Regulacion del VEGF

La expresion y secrecion del VEGF se da a través de diferentes mecanismos y factores,
dentro de ellos encontramos que el principal inductor es la hipoxia (Zhang et al., 2011), a
través del factor inducible de hipoxia 1 (HIF1), sin embargo existen otros estimulos como
el de los estrogenos, progesterona, factores de crecimiento (EGF, TGF-a y B, KGF o
factor de crecimiento derivado de queratinocitos, IGF, FGF y PDGF) y distintas citocinas
(IL-1 a y IL-6) (Martinez y Herrera, 2006). Ademas se ha visto que la expresion de los

receptores es dependiente del NO y del propio VEGF (Ferrera, 2004).
6.3. Relacion del VEGF con ON

Se ha demostrado que el ON puede interactuar con agentes vasoactivos y angiogénicos,
entre los cuales se encuentra el VEGF. De hecho, el ON se ha implicado en la
angiogénesis mediante la modulacion de la expresion del VEGF (Chwaliz y Garfield, 2000;
Zhang y Zhu, 2002). Como se sabe, el VEGF es necesario en la formacién y crecimiento
de los vasos sanguineos (Demir et al., 2007; Arroyo y Winn, 2008; Yao et al., 2011), para
inducir su permeabilidad, asi como la proliferacién de las células endoteliales vasculares y
promover la migracion celular (Ferrara, 2004). Ademas se ha demostrado que estimula la
liberacién de ON en las células endoteliales (Krause et al., 2011), ya que induce la
expresion de iINOS y eNOS, a través de la activacion de VEGFR-1 y VEGFR-2, siendo un
mecanismo que contribuye a los efectos vasculares del VEGF (Fig. 8). De hecho, se ha
demostrado que la angiogénesis inducida por VEGF requiere la sintesis de ON derivado
de la actividad de eNOS (Ahmad et al., 2006). Cuando el ON se une con la guanilato
ciclasa, desencadena una cascada de sefnalizacidon por medio de la cual favorece la

sintesis de un factor de transcripcién llamado Factor Inducible de Hipoxia (HIF), principal
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regulador de VEGF (Zhang et al., 2011). Asi el VEGF regula el flujo sanguineo del utero y
la placenta mediante la estimulacién de la produccién de ON por las células endoteliales y
ON, a su vez, puede estimular la expresion de VEGF (Zhang y Zhu, 2002), por lo que el
ON y el VEGF son parte de un mecanismo de retroalimentacion positiva durante la
angiogénesis endometrial y el flujo sanguineo (Mata et al., 2008), asegurando asi una

adecuada vascularizacion placentaria y endometrial.

VEGF

Luz de los vasos
sanguineos

Células
endoteliales

Células musculare
lisas de los vasos

Fig. 8. Papel del ON y el VEGF en la angiogénesis vascular y relajacion muscular.
VEGF se une a su receptor VEGFR2 en las células endoteliales donde activa a la 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS) para producir la sefializacién de ON. ON provoca un
aumento de GMP ciclico (a través de la via de la guanilato ciclasa), estimulando asi el
crecimiento celular endotelial y por lo tanto a la angiogénesis. Ademas el ON se difunde
en las paredes del vaso, y en las células musculares lisas de los vasos aumenta el GMP
ciclico resultando en una relajacién vascular y aumento del flujo sanguineo (Modificado a
partir de Mehta, 2011).
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II. HIPOTESIS

La administracion de arginina a ovejas durante el primer mes de gestacion favorecera la
supervivencia, calidad y desarrollo embrionario. Adicionalmente, estimulara la
angiogénesis endometrial, lo cual tendra efectos favorables sobre el crecimiento fetal en

los dos primeros tercios de la gestacion.

V. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar los efectos de la administracién de arginina al inicio de la gestacion, sobre el

desarrollo embrionario, la angiogénesis endometrial y el crecimiento fetal en el primer y

segundo tercio de la gestacion.

Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de la Arginina sobre la supervivencia y la calidad embrionaria

durante la etapa de desarrollo pre-implantacional.

e Evaluar el efecto de la Arginina sobre el nimero de embriones y/o fetos y el

crecimiento fetal durante el primer y segundo tercio de la gestacion.

e Evaluar el efecto de la Arginina sobre el desarrollo de la vasculatura endometrial y

la expresion de VEGF y su receptor R2, a los 15, 35 y 90 dias de gestacion.
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V. MATERIALES Y METODOS
1. Condiciones generales

El estudio se realizé en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Fisiologia y
Mejoramiento Animal, del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias, ubicado en el estado de Querétaro, México (20° 43 'Norte, 100° 15 Oeste,
1900 msnm). El clima es BSw (semi-seco estepario con lluvias en verano); la temperatura
promedio es de 16.7°C, y la precipitacion pluvial anual promedio es de 485 mm. El

periodo del estudio fue del mes de diciembre del 2012 a febrero del 2013.
2. Numero de animales y su manejo

Se emplearon 56 hembras ovinas de las razas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, con un
peso promedio de 47 kg y una condicidon corporal de 2.8 (escala 1 a 5). Los animales
fueron alojados en corraletas individuales con acceso a agua ad libitum y se les ofrecio

una dieta a base de ensilaje de maiz (3.3% de Proteina cruda y 55% de Humedad).

Todas las ovejas fueron sometidas a un programa de sincronizacion del estro por medio
de la aplicacién de un dispositivo intravaginal (CIDR, Pfizer, México) que contiene 0.3 g
de progesterona, durante 8 dias y a su retiro se administr6 5 mg de PGF2a (Lutalyse,
Pfizer, México). A las 24 h de retirar el dispositivo se inicio la deteccion de celos y se les
dio servicio utilizando tres sementales calificados como satisfactorios en la evaluacion de
la capacidad reproductiva. La deteccion de celos y montas se realizaron en tres horarios
al dia: 08:00 h, 12:00 h y 16:00 h. con la rotacion de los 3 sementales, por o que cada
oveja recibié por lo menos 2 servicios en horarios consecutivos y con sementales

diferentes.
3. Manejo de los tratamientos

Inicialmente, las ovejas fueron distribuidas de manera aleatoria a uno de dos grupos:
Arginina (n= 29) y Testigo (n= 27). Después del segundo servicio, a cada oveja se le
coloco un catéter en la vena yugular (Montiel, 2010) para aplicar los tratamientos, como
se describe abajo; los grupos iniciales se subdividieron en subgrupos, dependiendo de la

edad de gestacion a la cual fueran a registrarse las observaciones, de la siguiente forma:
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grupos de 6 y 9 dias (h= 6 en cada grupo), 15 dias (arginina n= 7; testigo n=5), 35y 90
dias (n=5 en cada grupo). En esta subdivision se traté de mantener dentro de cada edad,
grupos de ovejas homogéneos en cuanto a peso, condicidon corporal y edad. Se preparé
una solucion de HCI-Arginina (Sigma-Aldrich, USA, cat. A6969) en solucién salina
fisioldégica (SSF; PiSA, México) a una concentracion de 200 mg por ml. Asi, se aplicaron
dosis equivalentes a 27 mg de Arginina/ kg de peso corporal (Wu et al., 2007a; Lassala,
2008; Luther et al., 2010) a cada oveja del grupo Arginina. En estudios previos, se ha
demostrado que después de la administracion i.v. de HCI-Arginina a ovejas gestantes, hay
una elevacion inicial, cuya concentracién circulante regresa a sus niveles basales
después de 5 h (Wu et al., 2007a); por tal motivo, estas dosis se aplicaron 3 veces al dia
(08:00, 16:00 y 24:00 h), durante un maximo de 35 dias (incluso a las ovejas del grupo de
90 dias), a partir del horario correspondiente después del segundo servicio. A las ovejas
del grupo Testigo se les administré 5 ml de SSF, por la misma via y en los mismos

horarios y tiempos que en el grupo Arginina.

4. Obtencion y manejo de muestras

Cabe sefialar que la fertilidad general en el experimento fue de 69.6% y solamente se
analizaron los datos de las ovejas gestantes. De este modo, la n de cada grupo quedo de
la siguiente manera; Ovejas del grupo 6 (Arg= 5, Tes= 4), del grupo 9 (Arg y Tes= 5), del
grupo 15 (Arg= 3, Tes= 5), del grupo 35 (Arg= 2, Tes= 5) y del grupo 90 (Arg= 3, Tes= 2).

4.1. Recoleccidny clasificacion de embriones y fetos

Embriones de 6 y 9 d de gestacion de los grupos de ovejas 6 y 9, respectivamente. La
recoleccion de los embriones se llevd a cabo por medio de laparotomia como lo describe
Schiewe et al., (1990). El manejo pre-quirurgico que recibieron las ovejas fue un ayuno de
17 h y sin acceso a agua; momentos antes de la cirugia se tranquilizaron a las ovejas con
Xilacina 2% (PiSA, México, dosis: 0.1 mg/kg PV). Se lavé y rasurd el vientre, y se les
aplicod una solucion antiséptica en la parte ventral medial. Posteriormente se les colocé un
anestésico general (Ketamina, PiSA, México, dosis: 2mg/kg PV) para poder sujetarlas en
una camilla colocandola en decubito dorsal con los miembros extendidos y amarrados de

cada extremo de la camilla. Se realizé una incisién en linea media; al exteriorizar los
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cuernos uterinos para los lavados, se observaban los ovarios para contar el nUmero de
cuerpos luteos en cada ovario. Posteriormente, cada cuerno uterino se lavé por separado;
mediante una incisién roma de la pared uterina se inserté una sonda Foley de dos vias
calibre 8 FR, en la luz del cuerno uterino a la altura de su unién con el cuerpo uterino,
para después inflar el globo de dicha sonda con la finalidad de mantenerla en su lugar. El
medio de lavado fue PBS 1X (Anexo 1; pH 7.4, a una concentraciéon de 10 mM PO.*, 137
mM NaCl y 2.7 mM KCI), se administraron 100 ml lentamente a través de un catéter tipo
Tomcat (Minitube, Alemania) al cuerno uterino y después fue removido hacia el filtro
concentrador de embriones por medio de un masaje al cuerno lavado. Durante este

procedimiento, el utero fue humedecido con PBS 1X para mantenerlo hidratado.

Una vez terminada la recoleccion, los embriones fueron cambiados a una caja de Petri (55
x 9 mm) con PBS 1X para ser evaluados usando un microscopio estereoscoépico. En la
evaluacion se les asigné un codigo numérico referente al estadio de desarrollo y calidad
(Noriega et al., 1995). La asignacién de la calidad y etapa la hicieron dos personas con
experiencia amplia en este tipo de evaluacién, utilizando los criterios citados por
Robertson y Nelson (1998) en el Manual de la Sociedad Internacional de Transferencia de

Embriones los cuales se describen a continuacion (Cuadro 1 y 2).

Cuadro 1. Numeracién asignada a los embriones de acuerdo a
su etapa de desarrollo.
Numero Etapa
1 Sin fertilizar
2 2 a12 células
3 Mérula temprana
4 Mérula
5 Blastocisto temprano
6 Blastocisto
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7 Blastocisto expandido

8 Blastocisto pre-eclosionado
9 Blastocisto eclosionado
10 Pre-streak 1

11 Pre-streak 2

12 Streak

Cuadro 2. Numeracién asignada a los embriones de acuerdo a su calidad embrionaria.

Numero (calificacion)

Caracteristicas

1 (Excelente o bueno)

Embriones con al menos el 85% de masa
embrionaria viable y que corresponden al

estado de desarrollo esperado.

2 (Regular)

Moderadas irregularidades en la forma de
la masa embrionaria y al menos el 50%

debe estar intacta y viable.

3 (Pobre o0 malo)

Presentan irregularidades mayores en la
forma de la masa embrionaria y al menos
25% del material celular debe estar intacto

y viable.

4 (Muerto o Degenerado)

Embriones degenerados, ovocitos o

embriones de 1 célula no viables.
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Embriones de 15 d de gestacion y fetos de 35 y 90 d de gestacion, de los grupos de
ovejas 15, 35 y 90, respectivamente. Las ovejas se sacrificaron para recuperar el tracto
uterino, el cual fue trasladado al laboratorio inmediatamente después para su
procesamiento. Al momento de obtener el tracto uterino se recolectaron los ovarios y se
separaron los cuerpos luteos, los cuales fueron contabilizados y pesados en forma
individual. Los embriones de 15 d de edad se recolectaron mediante el lavado de los
cuernos uterinos, de la misma manera que se describié para las ovejas de 6 y 9 d de
gestacién. Los embriones fueron clasificados de acuerdo a su etapa de desarrollo,
asignandoles un codigo numérico (Cuadro 3), de acuerdo a los criterios sugeridos por
Vejlsted et al., (2006).

Cuadro 3. Numeracion asignada a los embriones de 15 d de gestacién al considerar su

etapa de desarrollo

Numero Etapa de desarrollo embrionario
1 Embryo Neural Plate (ENP)
2 Embryo Early Neural Groove (EENG)
3 Embryo Neural Groove (ENG)
4 Embryo Late Neural Groove (ELNG)

Los fetos de 35 y 90 dias de edad fueron recuperados directamente a través de incisiones
en los cuernos uterinos. Posteriormente fueron contabilizados, pesados y medidos (la
longitud céfalo-caudal, y el diametro antero-posterior a nivel del esternén, para lo cual se
utilizé un vernier). Adicionalmente, a los fetos de 90 dias se les midi6 el diametro a nivel
del ombligo y se les extrajo el corazén, el higado, los rifiones y los pulmones, los cuales

se pesaron por separado.
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4.2. Recoleccién de muestras y observaciones en atero

En las ovejas de 15, 35 y 90 d de gestacion, se incidié cada cuerno uterino de forma
longitudinal. En las gestaciones de 35 d se registré la longitud de 5 carunculas de la parte
media de los dos cuernos uterinos de cada oveja; en las gestaciones de 90 d se
diseccionaron todos los placentomas y se pesaron en forma individual. Se obtuvieron
muestras de todo el tejido uterino, de la regién media de los cuernos uterinos, del lado
donde se encontraban los embriones o fetos. Unas muestras fueron congeladas
sumergiéndolas en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento
para la cuantificacion del mRNA del VEGF y VEGF-R2; otras muestras fueron fijadas en
paraformaldehido al 4% y almacenadas a 4°C para su analisis mediante técnicas de

histologia y morfometria.
5. Procesamiento de las muestras para su analisis
5.1. Histologia y morfometria
5.1.1. Fijacién e inclusién en parafina

Las muestras uterinas se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% (Anexo 2; JT Baker,
USA, S898-07) en solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS 1X; Anexo 1), a una
proporcion de una parte de tejido por 3 de PFA en un contenedor que fue refrigerado
durante 24 h a 4°C. Después se desechd el fijador y se lavaron las muestras en 2
ocasiones con PBS 1X por 5 min cada una, para ser almacenadas a -20°C en metanol
(100%, JT Baker, USA, 9012-03) hasta su procesamiento en el procesador automatico de
tejidos (Anexo 3; marca Microm, modelo STP 120-1), para ser incluidas en bloques de

parafina.
5.1.2. Tincién con hematoxilina y eosina (HyE)

De cada muestra de tejido incluido en parafina, se hicieron cortes de 10 um de espesor en
un microtomo (marca Microm, modelo hm335e); los cortes se colocaron flotando en bafio
maria (marca Electrothermal, modelo MH8516) con agua destilada a 40°C y se colocaron
3 cortes consecutivos en cada laminilla; en total, 2 laminillas por oveja. Las secciones de

tejido fueron tefidas con Hematoxilina y Eosina (Anexo 4).
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5.1.3. Analisis morfométrico en utero

De cada muestra de utero, se eligid al azar un corte procesado para ser analizado
mediante un microscopio de campo claro (marca Axiostar plus) conectado a una camara
digital a color (marca Color view) y una computadora. Se obtuvieron 4 fotografias por
tejido a un aumento de 200x, las cuales fueron evaluadas mediante un programa de
analisis de imagenes (Analysis opti basic) (Anexo 5). En este programa se utilizé6 un
cuadrado de &rea conocida (240,270 pm?) y dentro de este cuadrado se contaron y
delimitaron los vasos y glandulas endometriales presentes. Este programa tiene la funcion
de calcular en cada objeto delimitado (ej. un vaso), su area, perimetro, diametro mayor y
menor; con base en los datos obtenidos, se calcularon las siguientes variables de

respuesta:

e Densidad vascular y glandular: es el numero de vasos o glandulas endometriales
por unidad de superficie (200,000 pm?).

e Superficie vascular y glandular: es la suma de los perimetros de todos los vasos o
glandulas presentes en el cuadrado de area conocida.

e Area vascular y glandular: Es el porcentaje que representa la suma de todas las
areas ocupadas por los vasos o glandulas, localizados dentro del area conocida y
con relacion a esta ultima; da referencia al area (%) ocupada por la vasculatura o
glandulas en el endometrio. Esta variable se obtuvo con la siguiente formula:

% Area vascular o glandular= (suma de las areas de los vasos o glandulas/ area
conocida) X 100

e Area promedio por vaso y glandula

e Perimetro promedio por vaso y glandula

e Diametro mayor promedio por vaso y glandula

e Diametro menor promedio por vaso y glandula

Para mejor comprension, los datos de las variables densidad vascular, densidad
glandular, superficie vascular y superficie glandular, se ajustaron a un area de 200,000

um?.
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5.2.  Cuantificacion del mRNA del VEGF y de VEGF-R2
5.2.1. Purificacion de RNA

A las muestras de utero congeladas se les extrajo el RNA total por el método de tiocianato

de guanidina-fenol-cloroformo descrito por Chomczynski y Sacci (1987).

El tejido fue pesado en una bascula analitica (marca Mettler, modelo AE160, Suiza) y
colocado en un tubo de fondo plano, en donde se le agregd 1 ml de la solucién de fenol y
guanidina (Trizol, Invitrogen, 15596-018, USA) por cada 50 a 100 mg de tejido para ser
disuelto con un homogeneizador de tejidos (marca Ingeniurblro cat. M. Zippere, modelo
815028-01, USA), después se recuperd el homogenizado y se colocd en un microtubo
estéril de 2.0 ml (Thermo Scientific, 3434, USA) y se dejé reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente para asegurar la completa disociacion de los complejos de
nucleoproteinas. Al homogenizado se le agregaron 200 yl de Cloroformo por cada ml de
Trizol utilizado, se agitdé vigorosamente durante 15 seg y se incub6é de 2 a 15 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugé a 12,000 rpm por 15 min, y al
centrifugarse, la mezcla se separd en 3 fases: una fase organica (contiene proteinas), una
intermedia (contiene el DNA), y una fase incolora acuosa en la parte superior (contiene el
RNA total). Esta ultima se recuperd y se colocd en un tubo nuevo de 2.0 ml, en donde se
afiadié 500 pl de Isopropanol por cada ml de Trizol, se agité e incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min para que el RNA se
precipitara y formara un pelet hacia un lado del fondo del tubo. Se removié el
sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol al 75% por cada ml de Trizol para que se
enjuagara el pelet de RNA, se agité y se centrifugd nuevamente a 7,500 rpm por 5 min.
Posteriormente el sobrenadante se decanté con el cuidado para no tirar el pelet, el cual se
dejo secar por 5-10 minutos a temperatura ambiente y se disolvié por medio de pipeteo en
200-300 pl de agua molecular (Sigma, w4502, USA), se dej6 incubar a una temperatura

de 55-60°C por 10 min. EI RNA total asi obtenido se congel6 a -80°C hasta su uso.

Para verificar la calidad y cantidad de RNA total recuperado, se tomaron 2 ul y se midio la
absorbancia a 260 y 280 nM mediante un espectrofotometro UV-Vis, (Nanodrop 2000,
Thermo Scientific, USA). La integridad del RNA total, se verificé haciendo un gel de
agarosa al 1.2% (Anexo 6) en Tris Acetato (TAE Ultrapure 1X, Invitrogen, R44262, USA)
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como amortiguador de corrida (Tris Acetato 0.04M, 57.1 ml de &cido acético glacial y
EDTA 0.5M pH 8.0) usando 2 pl de la muestra.

5.2.2. Sintesis de cDNA con RT-PCR

Los siguientes procedimientos se realizaron en el laboratorio de Bioquimica de la
Reproduccién de la Universidad Autonoma Metropolitana unidad Xochimilco, ubicada en
Coyoacan, D.F. México. Para la sintesis de cDNA se utilizd el estuche comercial
SuperScript lll First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, 18080-051, USA)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La reaccidén se realizé usando 2 ug de RNA
total, 1 yl de Primers Poli T (50 pM), 1 ul dNTP y se ajustd el volumen a 10 pl con agua
molecular. Esta mezcla se incub6 a 65°C durante 5 min y se colocd en hielo por 1 min.
Posteriormente se prepard la mezcla para la sintesis de cDNA la cual consistié en: 2 yl de
10X RT Buffer, 4 ul de 25 mM de MgCI2, 2 ul de 0.1 M DTT, 1 yl de RNase Outy 1 pl de
SuperScript Ill RT. Esta ultima mezcla se diluyd con los 10 uyl que contenian el RNA,
posteriormente se colocd en un termociclador con una incubacion a 50°C durante 50 min,
seguido de la detencion de la reaccién a 85°C por 5 min y a 4°C por 2 min. Al finalizar el
ciclo, el tubo se centrifugd y colocé en hielo, se le agregé 1 ul de RNase H para eliminar
todo el posible RNA presente y finalmente se incub6 20 minutos a 37°C y posteriormente

se almacend a -70°C hasta su uso.
5.2.3. PCR en tiempo real

Para cuantificar la expresion del gen VEGF y VEGFR-2 por PCR en tiempo real, se utilizd
una curva estandar generada previamente (Zamora, 2013), para lo cual realizaron una
amplificacién, purificacion, calculo del numero de copias y diluciones seriadas con
concentraciones conocidas para cada uno de los genes de interés. Utilizando asi la curva
estandar y los oligos del gen de interés del laboratorio anteriormente mencionado, se
procedié a la siguiente reaccion para la realizaciéon de la PCR en tiempo real: 9 ul de
cDNA de cada muestra (dilucion 1:10), 10 yl de la mezcla TagMan Universal Master Mix
(Applied Biosystems, 4324018, USA), 1 ul de mezcla de sonda mas oligos del gen de
interés (0.9 pM; Cuadro 4), obteniendo un volumen final de 20 pl. Las mezclas se

colocaron en un termociclador de tiempo real, StepOne Plus (Applied Biosystems, USA)
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con las siguientes condiciones: un ciclo inicial a 50°C por 2 min y 95°C por 10 min y 40

ciclos a 95°C por 15 seg y 60°C por un minuto.

Cuadro 4. Oligonucleétidos especie-especificos utilizados para PCR tiempo real*.

. Tamarnio
e Secuencia
en .- del
5'a3
amplicén

Fwd: GGA TGT CTA CCA GCG CAG C
VEGF Rev: TCT GGG TAC TCC TGG AAGATG TC 69 pb
Sonda: TCT GCC GTC CCATTG AGA CCC TG

Fwd: CTT CCA GTG GGC TGA TGA CC
VEGF-R2 Rev: GCA ACA AAC GGC TTT TCATGT 65 pb
Sonda: AGA AGA ACA GCA CGT TCG TCC GGG

Fwd: Oligonucledtido Sentido

Rev: Oligonucledétido Antisentido.

Las sondas tuvieron como reportero a TAMRA y apagador FAM.

*Oligos disefados y utilizados por el trabajo de Zamora, 2013 en el Laboratorio de

Bioquimica de la Reproduccion de la UAM-X.

6. Analisis estadistico

Los datos donde habia una sola observacién por oveja fueron sometidos a un analisis de
varianza, para un disefio completamente al azar, usando el procedimiento GLM del
paquete estadistico SAS, con una previa transformacién a Vy+0.5 (datos de conteo) o
arco-seno Vp (datos de proporciones). Los datos donde habia mas de una observacién
por oveja, por ejemplo las mediciones de los fetos (peso, longitud, diametro y peso de
organos), peso de los placentomas y longitud de carunculas, fueron analizados como un
disefio anidado de dos niveles, usando el procedimiento MIXED de SAS. El modelo
incluyo el factor fijo de tratamiento y el efecto aleatorio de la oveja, anidado dentro del

tratamiento, y el valor de cada observacion anidado dentro de la oveja.
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VI. RESULTADOS
Efecto de la arginina durante el desarrollo pre-implantacional embrionario.

A los 6 dias de gestacién (Cuadro 5) las ovejas tratadas con Arginina tuvieron un mayor
numero de CL’s en comparacion con las ovejas del grupo testigo (P=0.009); igualmente,
tuvieron mayor numero de embriones con calidad excelente y buena (P=0.05) y la
tendencia a un mayor numero de embriones que correspondian al estadio de desarrollo
esperado (P=0.08); respecto al numero y calidad de los embriones no se detectaron

diferencias entre tratamientos.

Cuadro 5. Promedios + EE y rango del niumero de cuerpos luteos (CL’s), caracteristicas
de los embriones encontrados y la relacion entre el nUmero de embriones y el nimero de
CL’s, en ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con solucién

salina fisioldgica (Testigo) evaluadas a los 6 dias de gestacion.

Variable de respuesta 6 dias
Arginina Rango Testigo Rango P
(n=15) (n=4)
Num. CL’s 28+01 2-3 2+0 2 0.009
Num. Embriones 22+04 1-3 1.2+0.1 1-2 0.18
Calidad de Embriones 1.3+0.31 1-4 2.0+0.34 1-3 0.18
Embriones calidad
2+03 1-3 0.7+0.2 1 0.05
excelente-buena
Embriones que
corresponden a la edad 14+0.3 1-3 05+0.3 1 0.08
esperada
Relacién embriones/CL 0.8+05 0.3-1 0.6+04 0.5-1 04

En el Dia 9 de gestacién (Cuadro 6) se observaron resultados similares en cuanto al
numero de CL’s, aunque la diferencia entre los grupos fue menor (P=0.04); por otro lado,
no se detectaron efectos del tratamiento sobre las variables relacionadas con el nimero y

calidad de los embriones.
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Cuadro 6. Promedios + EE y rango del numero de cuerpos luteos (CL’s), caracteristicas
de los embriones encontrados y la relacién entre el nUmero de embriones y el numero de
CL’s, en ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con solucion

salina fisiologica (Testigo) evaluadas a los 9 dias de gestacién.

9 dias
Variable de respuesta Arginina Rango Testigo Rango P
(n=5) (n=5)
Num. CL’s 2.8+0.2 2-4 18+0.1 1-2 0.04
NUm. Embriones 20+04 1-4 12+02 1-2 0.2
Calidad de Embriones 21+0.6 1-4 16+06 1-4 0.7

Embriones calidad excelente-buena 1.0+04 1-2 1.0+0.3 1-2 0.9

Embriones que corresponden a la 1.2+04 1-2 10+03 1-2 0.9
edad esperada

Relacién embriones/CL 0.7+04 0.3-1 07+04 05-1 1

En el cuadro 7 se presenta el nUmero de embriones que se observaron individualmente
en cada oveja de los tratamientos Arginina y Testigo. En esta tabla se observa que las
ovejas del grupo Arginina tuvieron mas embriones en forma individual (generalmente
entre 2 y 3 embriones) en comparacion con las ovejas del grupo Testigo, que tuvieron
principalmente 1 y como maximo 2 embriones. En el dia 6, la mediana (3 vs 1) y la moda
(3 vs 1) fueron mayores en el grupo arginina, comparado con el testigo. Igualmente, en el

dia 9, la mediana (2 vs 1) y la moda (1.5 vs 1) fueron mayores en el grupo arginina.
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Cuadro 7. Numero, mediana y moda de los embriones (Emb) en ovejas Pelibuey y su
cruza con Blackbelly tratadas con Arginina o con solucion salina fisiolégica (Testigo),

evaluadas a los 6 y 9 dias de gestacion.

6 dias 9 dias
Arginina Testigo Arginina Testigo
# Oveja # Emb # Oveja # Emb # Oveja # Emb # Oveja # Emb
1 3 1 1 1 1 1 2
2 3 2 1 2 2 2 1
3 1 3 2 3 2 3 1
4 3 4 1 4 4 4 1
5 1 5 1 5 1
Mediana 3 Mediana 1 Mediana 2 Mediana 1
Moda 3 Moda 1 Moda 2 Moda 1

Efecto de la arginina en los embriones de 15 dias y en los fetos de 35y 90 dias de

gestacion.

A los 15 dias de gestacion (Cuadro 8) no se observaron diferencias significativas entre los
dos grupos, en ninguna de las variables evaluadas de los CL’s (P>0.9) y de los embriones
(P>0.2).

Cuadro 8. Promedios + EE y rango del niumero y caracteristicas de los cuerpos luteos
(CL’s), el nUmero de embriones y la relacion entre el numero de embriones (EMB) y el
numero de CL'’s, en ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbely, tratadas con Arginina o con

solucion salina fisiolégica (Testigo) evaluadas a los 15 dias de gestacion.

15 dias
Arginina Rango Testigo Rango p
(n=3) (n=5)

#CL's 23+0.2 2-3 24+0.3 1-4 0.9
Peso promedio de 411 + 69 300 - 500 457 + 53 300 - 600 0.6
CL’s (mg)

Peso total de CL’s 926 +174 800-1,600 1,006+ 175 900-1,100 0.7
(mg)

# Embriones 1.7+0.3 1-2 1.6+0.2 1-2 0.2
Relacion EMB/ CL's 0.9+0.3 0.7 -1 0.7+04 0.5-1 0.4
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A los 35 dias de gestacion (Cuadro 9) los fetos de las ovejas tratadas con Arginina
tendieron a ser mas pesados en comparacion con los fetos de las ovejas testigo (P=0.07);
igualmente, fueron mas largos (P=0.01) y tuvieron mayor diametro a nivel del esternén
(P=0.02). En las demas variables evaluadas a esta edad de gestacion, como el numero de
cuerpos luteos y fetos, peso total de la camada y longitud de las carinculas no se
detectaron diferencias significativas entre las ovejas tratadas con Arginina y el grupo
Testigo (P>0.20).

Cuadro 9. Promedios + EE y rango de las caracteristicas de los cuerpos luteos (CL’s) y
ovarios, el numero y caracteristicas de los fetos, la relacion entre el numero de fetos y el
numero de CL’s y longitud de carunculas, en ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly,

tratadas con arginina o con solucién salina fisiolégica (Testigo) evaluadas a los 35 dias de

gestacion.
35 dias
Arginina Rango Testigo Rango P
(n=2) (n=5)
#CL's 25+0.6 2-3 26+04 2-4 0.9

Pesopromediode CL's | 4954123 300-600  396+78  200-600 0.5

(mg)

(Prf‘;’;’ totaldelos CL's | 4 4504200  1,000-1,300 966 +126 700—1300 0.5
# Fetos 15+04  1-2 1.2+0.2 1-2 05
Relacién Fetos/ CL's 07+02 03-1 0.5+0.1 0.3-0.5 0.2
Peso de la camada (gr) 25+05 19-3 1.7+0.3 1.2-3 0.2
Peso de los Fetos (gr) 1.7+01 14-19 14 +0.08 1.2-15 0.07
Longitud céfalo-caudal 27+004 26-27 25+003 24-26 0.01
de los Fetos(cm)

Diametro a nivel del

esternon de los Fetos 1.5+0.05 14-15 1.2 +0.03 1.1-1.3 0.02
(cm)

(P;)SO de ambos ovarios 35+06 25-45 30+04 25-39 05
Longitud de las 77+06  5-10 6.7 + 0.4 2-10 02

carunculas (mm)
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A los 90 dias de gestacion (Cuadro 10) unicamente se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos a favor del grupo Arginina, en la relacion del peso de
los rinones fetales/ peso fetal (P= 0.005), mientras que en las demas variables no se
encontraron diferencias. En el grupo testigo se observaron tendencias en el diametro fetal
(P=0.06) y el peso de los rifiones fetales (P=0.08).

Cuadro 10. Promedios + EE y rango de las caracteristicas de los fetos, el peso de los
placentomas y el peso de los 6rganos fetales y su relacién con el peso fetal de ovejas
Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con solucién salina fisiolégica
(Testig_;o) evaluadas a los 90 dias de g_gestacic’m.

90 dias
Arginina Rango Testigo Rango P
(n=3) (n=2)

No. de fetos/oveja 1.6 +0.6 1-2 1+0 1 0.2
Peso de los Fetos (gr) 461 +22 401 - 497 522 + 31 487 - 558 0.2
Peso de la camada (gr) 771 +136 449 -992 522 + 166 487 - 558 0.4
Longitud de los Fetos(cm) 239+05 227-246 247+0.6 24-255 0.3
Diametro a nivel del 68+002 68-69  69+004 69-7 006
esternén de los Fetos (cm)
Diametro a nivel del 75401 69-7.9 76402  75-76 08
ombligo (cm)
Peso promedio de los 103+11 08-412 82+14 12-266 03
placentomas (gr)
Peso total de los 777 +131 509-1,053  526+160 467-585 0.3
placentomas (gr)
Relacion peso de la
camada/ peso total de los 1+0.3 0.8-1.3 1+0.3 08-12 0.9
placentomas (gr)
Relacion peso fetal/ peso 06+02 04-09 1+03  08-12 02
total de los placentomas
(F;Jerfo delcorazonfetales | 39,03 32-4.9 41+04  38-42 09
Relacién peso del corazén
fetall peso fetal (%) 0.8+0.1 0.7-0.9 0.8+0.1 0.7-0.9 0.6
(F;Jerfo depulmonesfetales | 56423 206-24 212428 167-257 0.7
Relacién peso de los
pulmones fetales/ peso 49+04 46-54 4+0.8 34-46 0.2
fetal (%)
Peso de rifiones fetales (gr) | 6.3 +0.2 6.1-6.7 7.2+0.3 34-3.7 0.08
Relacién peso de los
rinones fetales/ peso fetal 1.4+0.1 1.2-1.5 0.7 +0.02 06-0.7 0.005
(%)
Peso del higado fetal (gr) 341+19 31.8-3438 332+25 291-374 0.8
Relacion peso delhigado | 74,07 66-8 63+05  6-67 02

fetal/ peso fetal (%)
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En las variables que conciernen a los cuerpos luteos, niumero de embriones y

placentomas (Cuadro 11) no se encontraron diferencias significativas.

Cuadro 11. Promedios + EE y rango de las caracteristicas de los cuerpos luteos (CL’s) y
ovarios, numero de fetos y placentomas, y la relacién entre el niumero de fetos y el niUmero
de CL’s, de ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con solucién

salina fisiologica (Testigo) evaluadas a los 90 dias de gestacion.

90 dias
Arginina Rango Testigo Rango P
(n=3) (n=2)
#CL's 23+0.4 2-3 1.5+04 1-2 0.2

Peso promedio de CL’s 401 + 103 200 - 600 625+126  500-800 0.3
(mg)

Peso total de CL's (mg) 876 + 109 700 -1,100 865 + 133 800 - 1,000 1

Peso de ambos ovarios 26+0.3 24-31 23+0.3 19-24 05
(gr)

# Fetos 1.7+0.3 1-2 1.0+0.3 1 0.2
Relacién Fetos/ CL's 0.7+0.2 0.5-1 0.7+0.2 05-1 0.9
# de Placentomas 72.7+84 53 -91 71 +10.3 53-77 1

Efecto de la arginina en el desarrollo vascular del endometrio a los 15, 35y 90 dias

de gestacion.

A los 15 dias de gestacion (Cuadro 12), el tratamiento con arginina favorecié la densidad
vascular (numero de vasos) (P=0.03) comparado con el testigo; sin embargo, los vasos
tendieron a ser de menor tamano, pues en promedio, el perimetro (P=0.06), el area
(P=0.08), el diametro mayor (P=0.01) y el diametro menor (P=0.01) fueron mayores en el

grupo testigo que en el grupo arginina.
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Cuadro 12. Promedios + EE y rango de las variables evaluadas en la vasculatura
endometrial de ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con

solucion salina fisioldgica (Testigo) a los 15 dias de gestacion.

Arginina Rango Testigo Rango P
(n=3) (n=5)
Densidad vascular/
13+6 7-17 7+1 5-9 0.03

200,000 pm?2
Superficie
Vascular (um)/ 1,705 + 721 1,175-2,906 1,245+297 1,109 - 2,061 0.2
200,000 pm?2
Area Vascular (%) 8+4 4 -11 9+5 4-16 0.8
Area Promedio por

1,664 +339 1,340-2,017 3,487 +1,440 2,188-5479 0.08
Vaso (um3)
Perimetro
Promedio por 152 + 42 120 - 199 206 + 27 176 - 245 0.06
Vaso (um)
Diametro Mayor
Promedio por 53+ 10 49 - 63 76 + 10 65 - 90 0.01
Vaso (um)
Diametro Menor
Promedio por 32+4 27 - 35 47 +7 39 - 56 0.01
Vaso (um)

Vasos

Vasos

Fig. 9. Endometrio de oveja del grupo
Arginina a los 15 dias de gestacion. 200x

Fig. 10. Endometrio de oveja del grupo
Testigo a los 15 dias de gestacidn. 200x
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A los 35 dias (Cuadro 13), en el grupo arginina tendio a existir menor numero de vasos

por unidad de superficie (P=0.1), sin embargo el porcentaje del area vascular tendi6é a ser

mayor (P=0.1) debidé a que en el grupo arginina los vasos fueron mas grandes en el area

promedio (P=0.02), el perimetro (P=0.009), el diametro mayor (P=0.02) y el diametro

menor (P=0.001).

Cuadro 13. Promedios + EE y rango de las variables evaluadas en la vasculatura

endometrial de ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con

solucion salina fisiolégica (Testigo) a los 35 dias de gestacion.

Arginina Rango Testigo Rango P
(n=2) (n=95)

Densidad
Vascular/ 200,000 8+0 6-10 11+3 7-16 0.1
Hm?
Superficie
Vascular (um)/ 1,649+80 1,477-1,706 1,707+315 1,388-1,980 0.8
200,000 pm?
Area Vascular (%) 14 +5 10-17 10 +2 6-13 0.1
Area Promedio por
Vaso (um?) 4,603 +417 2,809-5,605 2,293+617 1,325-4,224 0.02
Perimetro
Promedio por 278+ 7 247 - 282 195 + 27 154 - 263 0.009
Vaso (um)
Diametro Mayor
Promedio por 90 +4 80-93.5 65.8 + 10 48 - 85 0.02
Vaso (um)
Diametro Menor
Promedio por 52+ 2 43 -54.7 36+3 29-42 0.001

Vaso (um)
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Vasos Vasos

=

Fig. 11. Endometrio de oveja del grupo Fig. 12. Endometrio de oveja del grupo
Arginina a los 35 dias de gestacion. 200x Testigo a los 35 dias de gestacion. 200x

A los 90 dias de gestacion (Cuadro 14) no se detectaron diferencias entre tratamientos

(P>0.9) para ninguna de las variables de la vasculatura endometrial evaluadas.

Vasos

Vasos

Fig. 13. Endometrio de oveja del grupo Fig. 14. Endometrio de oveja del grupo
Arginina a los 90 dias de gestacidn. 200x Arginina a los 90 dias de gestacion. 200x
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Cuadro 14. Promedios + EE y rango de las variables evaluadas en la vasculatura
endometrial de ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con

solucion salina fisioldgica (Testigo) a los 90 dias de gestacion.

Arginina Rango Testigo Rango P
(n=3) (n=2)
Densidad vascular/
12+6 7-19 11+4 8-14 0.9
200,000 pm?
Superficie

Vascular (um)/ 1,887 +474  1,347-2,233 1,611+124 1,523-1,798 0.5
200,000 pym?

Area Vascular (%) 16 + 10 9-27 12+2 11-14 0.7

Area Promedio por
4,652 + 637 1,154 -9,921 3,001 +557 1,899-4,101 0.7
Vaso (um3)

Perimetro
Promedio por 221 +130 130 - 370 171+ 24 154 - 189 0.6
Vaso (um)

Diametro Mayor
Promedio por 83 +48 50 -138 67 +5 63-70 0.7
Vaso (um)

Diametro Menor
Promedio por 47 + 28 28 - 80 37+5 34 -40 0.7
Vaso (um)

Efecto de la arginina en el desarrollo glandular del endometrio a los 15, 35y 90 dias

de gestacion.

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos en ninguna de las variables
del desarrollo glandular evaluadas a los 15 dias (P>0.4; Cuadro 15), 35 dias (P>0.02;
Cuadro 16) y 90 dias (P>0.02; Cuadro 17) de gestacion. Unicamente a los 35 dias de
gestacion en el grupo arginina se detecto la tendencia a ser mayor el diametro glandular

promedio (P=0.1).
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Cuadro 15. Promedios + EE y rango de las variables evaluadas en las glandulas
endometriales de ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con

solucion salina fisioldgica (Testigo) a los 15 dias de gestacion.

Arginina Rango Testigo Rango P
(n=3) (n=5)
Densidad Glandular/
15 +1 14 -16 18 +6 9-25 0.5

200,000 pm?

Superficie Glandular

(um)/ 200,000 pm? 2,260 +357 1,850-2,495 2,759+943 1,739-4,065 0.4
pm , pm

Area Glandular (%) 8.6+2 6-10 1+5 7-18 0.5

Area Promedio por
1,634 +569 1,028-2,156 1,715+ 731 962 -2,526 0.9
Glandula (um?)

Perimetro Promedio
156 + 30 124 - 182 170 + 41 122 - 228 0.6
por Glandula (um)

Diametro Mayor
Promedio por 58 + 11 46 - 68 63 + 16 46 - 87 0.7
Glandula (um)

Diametro Menor
Promedio por 34 +5 28 - 39 35+5 27 -42 0.8
Glandula (um)
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Cuadro 16. Promedios + EE y rango de las variables evaluadas en las glandulas

endometriales de ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con

solucion salina fisioldgica (Testigo) a los 35 dias de gestacion.

Arginina Rango Testigo Rango P
(n=2) (n=5)

Densidad
Glandular/ 7+3 6-11 10+3 5-13 0.3
200,000 pm?
Superficie
Glandular (um)/ 2,017 + 374 1,694 -2,426 1,964 + 676 1,293 - 3,267 0.9
200,000 pm?
Area Glandular
%) 13+2 10-15 10+4 6-15 0.4
Area Promedio
por Glandula 4,666 +1911 3,110-6,799 3,128 +1,477 1,610-5,927 0.2
(Hm?)
Perimetro
Promedio por 290 + 58 224 - 331 221+74 152 - 362 0.2
Glandula (um)
Diametro Mayor
Promedio por 102 + 19 81-117 79 + 25 56 - 126 0.2
Glandula (um)
Diametro Menor
Promedio por 65+ 13 50-76 49 + 15 35-78 0.1

Glandula (um)

58




Cuadro 17. Promedios + EE y rango de las variables evaluadas en las glandulas

endometriales de ovejas Pelibuey y su cruza con Blackbelly, tratadas con Arginina o con

solucion salina fisioldgica (Testigo) a los 90 dias de gestacion.

Arginina
(n=3)

Rango

Testigo
(n=2)

Rango

Densidad
Glandular/
200,000 pm?

Superficie
Glandular
(um)/ 200,000

pm?

Area
Glandular (%)

Area
Promedio por

Glandula

(Wm?)

Perimetro
Promedio por

Glandula (um)

Diametro
Mayor
Promedio por

Glandula (um)

Diametro
Menor
Promedio por

Glandula (um)

6+3

2,058 + 838

9,295 + 3,147

363 + 96

134 + 37

77 +20

1,170 - 2,835

8,071 - 12,870

302 - 474

112 -176

65-99

7+4

3,130 + 883

16 +10

5,401 + 55

420 + 62

160 + 24

86 + 17

2,506 - 3,754

5,362 - 5,440

376 - 463

144 - 177

74 -99

0.7

0.2

0.9

0.2

0.5

0.4

0.6
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Efecto de la arginina en la expresién del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) y su receptor 2 (VEGFR2) en el endometrio a los 15, 35y 90 dias de

gestacion.

A los 35 dias de gestacion (Cuadro 18) el utero de las ovejas del grupo Arginina presenté
una tendencia a tener una mayor expresion de VEGF (P=0.07) en comparacion con las
ovejas del grupo Testigo. En el grupo arginina hubo un aumento entre los dias 15y 35 (P=
0.03), con un descenso en el dia 90; este patron no se observé en el grupo testigo
(P=0.12). El patréon de expresion de VEGF que se observd en el grupo Arginina, también
se observo en la expresion de VEGFR2 (P=0.01) y en el Testigo (P= 0.02).

Cuadro 18. Promedios + EE del Numero de copias del Factor de Crecimiento del Endotelio

Vascular (VEGF) y su Receptor (VEGFR2) en el utero de ovejas Pelibuey y su cruza con

Blackbelly, tratadas con Arginina o con solucién salina fisioldgica (Testigo) evaluados a los 15, 35

y 90 dias de gestacion.

15 dias 35 dias 90 dias

Gen Arginina Testigo Arginina Testigo Arginina Testigo

VEGF | 82,275+41,137 36,018 + 14,704  **516,459 + 258,2301 26,320 + 13,160 73,606 + 36,803 29,201 + 14,601

VEGF
R2

** Indica diferencia respecto al mismo grupo con las otras edades (P<0.03).
* Indica diferencia respecto al mismo grupo con la edad 15 (P<0.02).

T Indica diferencia respecto al grupo testigo dentro de la misma edad (P=0.007).
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VII.  DISCUSION
e Efecto de la arginina durante el desarrollo pre-implantacional embrionario

A los 6 y 9 dias de gestacion a nivel embrionario, en primera instancia se observo que no
existieron diferencias significativas en el numero de embriones por oveja entre el grupo
arginina y testigo, lo que indica que en promedio existidé el mismo nimero de embriones
en los dos grupos, sin embargo pese a esta condicion a los 6 dias de gestacién en el
grupo arginina se observé que del promedio de embriones por oveja existi6 un mayor
numero de embriones que presentaban una calidad buena- excelente (P=0.05) y que
tendian a corresponder a la edad esperada (P=0.08), en otras palabras el efecto que tuvo
la arginina a nivel embrionario a los 6 dias de gestacién fue el de aumentar su calidad y
por lo tanto su viabilidad. Este efecto pudo deberse a la accién de la arginina de 2 formas
diferentes: 1) A través de su metabolismo al éxido nitrico y poliaminas, metabolitos
importantes en la embriogénesis, proliferacion, migracion y diferenciacion celular (Lassala
et al, 2009; Kim et al.,, 2011a, b, c; Bazer et al., 2012a; Chacher et al., 2013), y 2)
Mejorando el ambiente intrauterino al mantener la funcionalidad de los CL’s a través del
ON, y de esta forma aumentar la produccion de progesterona, la cual al tener efectos
sobre las glandulas endometriales para la secrecion del histotrofo (Bazer et al., 2011), se
pudo apoyar el desarrollo embrionario en la etapa pre-implantacional. Colectivamente,
estas acciones pudieron mejorar las condiciones para el desarrollo embrionario y que,
finalmente repercutid en la obtencion de embriones de 6 dias con una mejor calidad y
mayor viabilidad en las ovejas tratadas con arginina. Ademas como se mencioné en la
seccion de resultados, las ovejas del grupo arginina tuvieron mas embriones en forma
individual (entre 2 y 3) en comparacion con las ovejas del grupo testigo, que tuvieron
principalmente 1 y como maximo 2 embriones, evidenciando que pese a la mayor carga
uterina y por lo tanto a la mayor necesidad de nutrientes para mantener la gestacion en

las ovejas del grupo arginina, no se vio afectada la calidad y viabilidad embrionaria.

Por otro lado, en esta etapa evaluada (6 y 9 dias de gestacion) se presenté un mayor
numero de CL’s en las ovejas del grupo arginina, efecto que pudo deberse o no a la
participacion del 6xido nitrico (derivado de la arginina administrada) al favorecer el
desarrollo, funcidon y esperanza de vida de los cuerpos luteos (Reynolds et al., 2000), ya
que se ha encontrado que la exposicion cronica de ON estimula a la produccion de

glutation en el CL (en la etapa temprana e intermedia de su desarrollo) (Motta et al.,
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2001), lo que contribuye con la proteccion de las células contra la citotoxidad de los
oxidantes (Wink et al., 1998), ademas favorece la produccién de progesterona, lo que
propicia el mantenimiento del CL, y junto con las prostaglandinas tipo E (PGE), mejora los
procesos proteoliticos y de vascularizacién del CL (Hurwitz et al., 1997, 2002), teniendo
un efecto anti-luteolitico (Weems et al., 2005). Sin embargo también existe la posibilidad
que el mayor numero de CL’s en el grupo arginina se tratara de una coincidencia, es decir
que aunque se realizé una distribucidon aleatoria de las ovejas entre los dos grupos, cabe
la posibilidad que en el grupo arginina de 6 y 9 de gestacién se encontraran ovejas con
tendencia a multiples ovulaciones y por lo tanto a un mayor nimero de cuerpos luteos en
comparacion con las ovejas del grupo testigo, siendo esta la razén del mayor nimero de
CL’s en el grupo arginina de estas edades gestacionales. Esta teoria puede tomar validez
al observar que en el grupo arginina de las siguientes edades gestacionales (15, 35y 90
dias de gestacion), al tratarse de diferentes ovejas no se mantuvo este efecto, sin
embargo también existe la posibilidad que la falta de diferencias significativas entre los
grupos arginina y testigo de estas edades gestacionales, se tratara nuevamente por la
participacion del 6xido nitrico ya que se le ha atribuido un efecto luteolitico en el CL
(Costa et al., 2008) y apoptotico (Vega et al., 2000), efectos que van a depender de la
etapa de desarrollo del CL; en etapas tempranas e intermedias, el ON tiene un efecto
positivo en el desarrollo y la esperanza de vida del CL, mientras que en etapas tardias, el
ON tendra un efecto pro-apoptotico (Motta et al., 1999; Tamanini et al., 2003; Wu et al.,
2009). Con estas evidencias y los resultados obtenidos en este trabajo, podemos suponer
que el efecto observado en el numero de CL’s a los 6 y 9 dias de gestacion en las ovejas
del grupo arginina, pudo deberse al efecto del ON en la intervencién del adecuado
desarrollo de los CL’s y evitar su luteolisis en etapas tempranas de su desarrollo, y que el
efecto del ON en los CL's a los 15, 35 y 90 dias de gestacion fuese luteolitico y
apoptético, igualando de esta manera el numero de CL’s entre el grupo arginina y testigo.
Sin embargo aun cabe la posibilidad que Uunicamente se tratara de una coincidencia en el
grupo arginina a los 6 y 9 dias de gestacion, por lo que para asumir la hipétesis del ON-
arginina se necesitarian de futuros estudios, con el objetivo de llevar un seguimiento del
desarrollo y mantenimiento de los CL’s de un solo grupo de ovejas arginina a lo largo de

su gestacion.
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e Efecto de la arginina a los 15 dias de la gestacion

Se ha demostrado que la arginina, a través del ON y las poliaminas es esencial para la
angiogénesis (Wu et al., 2004a), el crecimiento placentario (Wu et al., 2007b) y para los
embriones tempranos, tanto para su desarrollo como para su implantacién en el utero
(Ayling et al., 2006; Harris et al., 2008), por lo que nos planteamos la hipétesis que al
administrar arginina en la circulacion materna, aumentaria las concentraciones de ON y
poliaminas, los cuales favorecerian el desarrollo vascular endometrial para incrementar el
flujo de nutrientes, apoyando asi la implantacién y el desarrollo embrionario, con lo que
obtendriamos diferencias en el numero de embriones o en el numero de embriones de
una buena a excelente calidad.

En el presente trabajo a los 15 dias de gestacion la arginina mejoré el desarrollo vascular
endometrial sin un efecto en el tamano de los vasos, sin embargo se ha reportado que un
mayor numero de vasos (aunque sean pequefios) permiten una mayor eficiencia de
intercambio trans-vascular en comparacion con sélo unos pocos vasos grandes (Smith et
al., 1994; Reynolds et al., 2005b), por lo que se esperaba que el aumento del numero de
vasos en el grupo arginina podria haber favorecido el intercambio y flujo trans-vascular de
nutrientes para apoyar la supervivencia y el desarrollo embrionario, sin embargo la
administracion de arginina durante esta etapa embrionaria, no tuvo un efecto a nivel
embrionario. Seguramente se necesitd de otros factores importantes para que la arginina
administrada tuviera el efecto esperado, como el aumentar la expresion de
transportadores de aminoacidos catiénicos en el utero, los cuales contribuirian con el
aumento de las tasas de transporte de arginina en el ambiente intra-uterino para
satisfacer la necesidad del rapido crecimiento y elongacién del conceptus durante el
periodo de peri-implantacién en la gestacion de las ovejas (Gao et al., 2009a). Asi la
expresion de estos transportadores, tendria que ocurrir para asegurar que la arginina
administrada llegara al ambiente intrauterino, y obtener asi un efecto en el desarrollo del
conceptus.

Por otro lado, para comprobar el efecto de la administracion de arginina sobre la
angiogénesis del endometrio, se determind la expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) y de su receptor 2 (VEGFR-2) en el utero, ya que se ha
demostrado que el ON puede interactuar con agentes vasoactivos y angiogénicos, entre

los cuales se encuentra el VEGF. Sin embargo, pese a las diferencias significativas
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observadas en la vasculatura endometrial en esta edad gestacional, no se encontraron
diferencias significativas en la expresion de VEGF y VEGFR-2, probablemente porque se
ha reportado que la expresion de VEGF es mayor en los cotiledones al inicio y a finales de

la gestacion, en comparacion con los tejidos endometriales (Reynolds y Redmer, 2001).

e Efecto de la arginina a los 35 dias de la gestacion

Se ha demostrado que los factores que influyen en el crecimiento de la placenta y el
desarrollo vascular tienen un impacto dramatico en el crecimiento fetal, y por lo tanto, en
la mortalidad y morbilidad fetal y neonatal (Reynolds et al., 2005b; Luther et al., 2005;
Wallace et al., 2006). Asi se ha sugerido que la accién vasodilatadora del ON (Michel,
2006) aumenta la tasa de transferencia de nutrientes esenciales y de oxigeno de la
circulaciéon materna a los fetos (Reynolds et al., 2006; Mateo et al., 2007; Wu et al., 2008,
2013), y con ello se ve favorecido el crecimiento y el desarrollo fetal (Wu et al., 2008; Gao
et al.,, 2009a). A los 35 dias de gestacion, la arginina aumentd el area vascular y el
tamano de los vasos endometriales. Es posible que esto aumentara el flujo sanguineo, ya
que el area vascular en gran medida puede determinar la capacidad de flujo de sangre,
independientemente si el area vascular esta representada por unos pocos vasos grandes
o0 muchos vasos pequefios (Smith et al., 1994; Reynolds et al., 2005b). Asimismo, el
transporte de nutrientes de la madre al feto podria haberse incrementado, porque el area
vascular y el tamafio de los vasos estan estrechamente relacionados con la capacidad de
transporte, la cual esta dictada por la demanda metabdlica (Adair et al., 1990), con lo cual
se apoyaria el crecimiento fetal durante esta etapa de la gestacién. De esta forma a los 35
dias de gestacion también se observé una diferencia significativa en el crecimiento fetal
del grupo arginina, al presentar un mayor peso y tamafo que los fetos del grupo testigo, lo
que también reafirma la importancia de la arginina transportada al ambiente uterino,
donde ademas de ser un precursor de moléculas biolégicamente activas, puede estimular
la secrecion de insulina, hormona de crecimiento y del glucagdén en los fetos ovinos
(Carver et al., 1997), por lo que el mantenimiento de las concentraciones de arginina en el
suministro fetal, potencialmente mejoran el crecimiento fetal.

En cuanto la expresion de VEGF y VEGFR2 en el utero, se observé que a los 35 dias de
gestacion se presento la mayor expresion en el utero de las ovejas del grupo arginina en

comparacion con las ovejas arginina de las otras edades gestacionales, ademas de que
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esta expresién fue superior al grupo testigo, explicando que la arginina favorecié la
expresion de este factor angiogénico para su participacion en el desarrollo vascular
endometrial. Diversos reportes han demostrado el efecto de la arginina al aumentar la
expresion de este factor en cerdos (Liu et al., 2011; Yao et al., 2011) y ratas (Suzuki,
2006; Fiorito et al., 2008), y que ademas esta expresion favorece la angiogénesis. En el
presente estudio, la mayor expresion de VEGF que se observé a los 35 dias de gestacion
en el grupo arginina, podria dar una explicacion del aumenté en el desarrollo vascular
endometrial observado en esta edad gestacional, indicando la regulaciéon que ofrecié la
administracion de arginina en los procesos angiogénicos del endometrio, ya que se ha
visto que en cerdos el VEGF aumenta el numero de vasos sanguineos en la interfase
placentaria endometrial (Wu et al., 2012). Por otro lado, también existen evidencias que al
favorecerse la angiogénesis de la placenta se mejora la difusion de oxigeno
transplacentario (Bottomley et al., 2000; Ahmed et al., 2000; Regnault et al., 2003; Jensen
et al., 2007), se aumenta la capacidad para la transferencia de nutrientes de la madre al
feto y se facilita el flujo sanguineo (Wu et al., 2012). Vonnahme et al., (2001) encontraron
que la expresién de VEGF en la placenta se correlacionaba positivamente con el peso
fetal y la eficiencia de la placenta, por lo que probablemente el efecto de la arginina en la
expresion de VEGF observado en el presente trabajo, también se reflejo en el crecimiento
fetal, indicando que al aumentar el desarrollo vascular endometrial posiblemente se
mejoro el flujo utero-placentario y el transporte/transferencia de nutrientes de la madre al

feto, y por lo tanto el crecimiento fetal.
e Efecto de la arginina a los 90 dias de la gestacion

A los 90 dias de gestacion, no se observé un efecto marcado de la arginina en el
crecimiento fetal, ni en el desarrollo vascular endometrial. Se esperaba que la arginina
administrada desde el dia 0 hasta el 35 de la gestacidn, mejorara la angiogénesis del
endometrio y placenta, promoviendo asi un ambiente intrauterino 6ptimo durante toda la
gestacion y por lo tanto favorecer el crecimiento fetal al término de la misma, ya que en
ovinos, la primera mitad de la gestacion es fundamental para la organogénesis fetal
adecuada y para el crecimiento y vascularizacién de la placenta (Reynolds y Redmer,
1995). Porque de hecho, se ha caracterizado que el crecimiento de la placenta precede al
crecimiento fetal, ya que el feto requiere una placenta funcional para la obtencién de

nutrientes y gases necesarios para su crecimiento y desarrollo (Bazer et al., 2011), y este
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aumento en las funciones de la placenta se asocia con los aumentos en la vasodilatacion
y la angiogénesis de los placentomas conforme avanza la gestacién (Reynolds et al.,
2010).

Sin embargo, los resultados no fueron los esperados, con lo que probablemente la accién
de arginina para favorecer el crecimiento fetal tardio sea a través de su administracion
durante la etapa de mayor desarrollo placentario, en lugar o ademas del primer mes de la
gestacién. En relacién a esto, se ha descrito que la administracién de arginina durante la
gestacioén tardia en ovejas (entre el dia 100 y 121 de gestacion), puede reducir la muerte
fetal y mejorar la supervivencia de los fetos en las ovejas que llevan 2 y 4 fetos, ademas
de mejorar el crecimiento fetal de cuatrillizos sin afectar el peso corporal materno (Lassala
et al., 2011), asi como aumentar el transporte de nutrientes al cordero neonato (Thureen
et al., 2002) y la sintesis de proteinas en los fetos y el peso al nacer de los corderos (De
Boo et al., 2005). O bien, la administracién de arginina entre el dia 60 de la gestacion y el
parto (Lassala et al., 2010), mejora el peso al nacimiento de los corderos en un 21% e

impide el retraso en el crecimiento intrauterino, sin afectar el peso corporal de la madre.

Estos trabajos, sugieren que la arginina juega un papel importante en el crecimiento fetal
durante la gestacion tardia, entre los efectos observados en esta etapa de la gestacion se
ha propuesto que la administracion de arginina; 1) Aumenta la disponibilidad de
aminoacidos condicionalmente esenciales al feto para apoyar su crecimiento (Wu et al.,
2008; Lassala et al., 2010), 2) Mejora el flujo de sangre utero-placentario (Wu et al.,
2007b), lo que promueve la transferencia de oxigeno y nutrientes apoyando al
metabolismo y crecimiento 6ptimo durante el periodo de mayor crecimiento fetal, y 3)
Mejora el entorno intrauterino (Luther et al., 2010), incluyendo el estado metabdlico y el
suministro de oxigeno para el desarrollo fetal (Lassala et al., 2011). Por lo que
probablemente, para observar un efecto en el crecimiento fetal, se necesita una

administraciéon continua durante toda la gestacion o sélo durante el final de la misma.

Ademas, en relacion a la falta de diferencias significativas en el desarrollo vascular del
endometrio entre los tratamientos, se ha observado que durante la ultima mitad de la
gestacion, el gran aumento en el intercambio transplacentario, que apoya el aumento
exponencial en el crecimiento fetal, depende principalmente del crecimiento de la
vascularizacion de los cotiledones y de los aumentos en el flujo sanguineo uterino y

umbilicales (Reynolds y Redmer, 1995; Espinosa, 2011). Por lo que existen cambios
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moderados en la superficie vascular y en el numero de vasos sanguineos en el
endometrio durante la ultima mitad de la gestacién, resultando en un aumento modesto
del area capilar (Reynolds et al., 2005b; Borowicz et al., 2007). Es decir, durante la ultima
mitad de la gestacion, el mayor crecimiento fetal ocurre por el espectacular crecimiento de
ramificacion de los lechos vasculares cotiledonarios fetales, lo que permite
simultaneamente aumentar el flujo de sangre umbilical y que el intercambio
transplacentario sea mas eficiente, y asi se cubran las crecientes demandas metabdlicas
del crecimiento fetal. De hecho en las vacas, la tasa de flujo de sangre aumenta desde la
mitad a finales de la gestacion en los cotiledones, mientras que en las carinculas se
mantiene constante, lo que indica que existe un aumento en la vascularizacién de los
cotiledones, pero no de las carunculas (Reynolds y Redmer, 1995). En conclusion, al no
continuar la administracion de arginina después de los 35 dias de gestacion, las
diferencias entre tratamientos en el crecimiento fetal y en la vasculatura del endometrio a
los 35 dias, no siguieron observandose a los 90 dias de gestacion, por lo que se plantea
que el momento y el tiempo de la administracion de arginina son decisivos para observar

efectos positivos en la gestacion.

En cuanto a la expresion de VEGF y VEGFR-2 tampoco se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Como ya se menciond, la expresion de VEGF es
mayor en los cotiledones al inicio y a finales de la gestacién, en comparacion con los
tejidos endometriales (Reynolds y Redmer, 2001). De hecho, la duplicacién de capilares
por unidad de tejido en la caruncula entre los dias 50 y 70 coincide con un pico inicial de
la produccién de ON, mientras que los niveles de VEGF estan disminuyendo (Kwon et al.,
2004; Vonnahme et al, 2005). En el trabajo de Borowicz et al., (2007) todas las medidas
de vascularizacién que reportaron, se correlacionaron positivamente con la expresion de
VEGEF en el cotiledén pero no con el endometrio, por lo que parece que la concentracion
de VEGF es mayor en el lado fetal que en el lado materno a lo largo de los ultimos dos
tercios de la gestacion, lo que podria explicar la mayor tasa de crecimiento vascular y
ramificacion que se observa en el cotiledén en comparacion con el endometrio (Borowicz
et al., 2007). Ademas, es factible que con el avance de la gestacion y en virtud de que los
procesos de desarrollo vascular uterino contindan después del dia 35, el aumento de la
densidad vascular dependa de la accién de otras moléculas, tales como las

ciclooxigenasas-2 (Matsumoto et al., 2002), el factor de crecimiento epidérmico, el factor
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de crecimiento placentario (Athanassiades y Lala, 1998) y el factor estimulador de la

formacioén de colonias.

e Efecto dela arginina en el desarrollo glandular del endometrio alos 15,35y
90 dias de gestacion

Se ha establecido que la hiperplasia e hipertrofia que sufren las glandulas endometriales
durante la gestacioén, parecen ser dependientes de acciones temporales y espaciales de
las hormonas del ovario (como la progesterona) y de la placenta (el lactégeno placentario
y la hormona de crecimiento) (Bazer et al.,, 2010). Por lo que se esperaba que al
incrementar las concentraciones de arginina en la circulacion materna, se incrementara la
sintesis de ON y poliaminas, los cuales se han asociado con el aumento de las
concentraciones de progesterona (Bastida et al., 2002), por acciones directas en el ovario
y en la funcion y esperanza de vida del CL (Reynolds et al., 2000), favoreciendo asi la
hiperplasia y/o hipertrofia de las glandulas endometriales. Sin embargo, tras analizar
morfométricamente las dimensiones de las glandulas a los 15, 35 y 90 dias de gestacion,
no encontramos diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que concluimos
que la arginina si bien pudo favorecer la vida util del CL y/o la produccién de

progesterona, este efecto no se reflejo en el desarrollo glandular del endometrio.
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VIIl.  CONCLUSIONES

La arginina durante la gestacion temprana generd mejores condiciones para el
desarrollo embrionario, lo que en base al nimero promedio de embriones por
oveja incrementd la obtencién de embriones de 6 dias de gestacion con una mejor

calidad y mayor viabilidad embrionaria.

A los 15 dias de gestacion, la arginina incrementé la densidad vascular del
endometrio, pero no tuvo un efecto a nivel embrionario, lo que indica que para
mejorar la calidad embrionaria se necesita la participacion de otros diversos
elementos, y no unicamente del incremento de la densidad vascular a pesar de

que ésta favoreceria el intercambio de nutrientes de la madre al feto.

A los 35 dias de gestacion, la arginina incrementd la expresion del VEGF y
VEGFR2, y aumento el area vascular y el tamafo de los vasos endometriales.
Efectos que se podrian traducir en el mayor peso y tamano fetal observado,
porque al incrementar el tamafo y el area vascular del endometrio probablemente
se favorecio el flujo sanguineo y el transporte de nutrientes, apoyando asi el

crecimiento fetal.

A los 90 dias de gestacion, la arginina administrada hasta los 35 dias de
gestacién, no tuvo un efecto en ninguna de las variables evaluadas, por lo que
parece que la accion de la arginina para favorecer el crecimiento fetal tardio que
ha sido informada por otros autores, es a través de su administraciéon durante la
etapa de mayor desarrollo placentario o al final de la gestacion, en lugar o ademas
del primer mes de la gestacion. Asi el momento y el tiempo de la administracion de

arginina son decisivos para observar sus efectos beneficiosos en la gestacion.
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X. ANEXOS

ANEXO 1. PREPARACION DE PBS 10x

Para preparar un litro de stock PBS (Buffer Fosfato Salino) a una concentracion 10x con

un pH de 7.4, se pesan:

80 g de NaCl (Cloruro de sodio; J.T. Baker Cat. 3624)

2 g de KCI (Cloruro de potasio; J.T. Baker Cat. 3040)

14.4 g de Na2HPO4 (Fosfato de sodio bibasico; J.T. Baker Cat. 3828)
2.4 g de KH2PO4 (Fosfato de potasio monobasico; J.T. Baker Cat. 3245)

N =

Los cuales se disuelven en 800 ml de agua destilada, para después aforarlo a un litro con

agua destilada.
Se mide el pH y se ajusta a 7.4 con NaOH o HCI

Se puede almacenar a 4°C por maximo 7 dias.

PBS 1X

Para preparar un litro de PBS (Buffer Fosfato Salino) a una concentracion 10x con un pH
de 7.4, se toman 100 ml del stock PBS 10x y se disuelven con 900 ml de agua destilada.

Esta concentracién de PBS también se puede almacenar a 4°C por maximo 7 dias.
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ANEXO 2. PREPARACION DE PFA 4%

Por cada litro de PBS 1x se le agregan y disuelven 40 g de Paraformaldehido (J.T. Baker
Cat. S898), asi obtenemos un litro de PFA (paraformaldehido) al 4%, el cual se puede

almacenar a 4°C.

Para disolver el PFA en el PBS 1x, se colocé el litro de PBS 1x en un agitador magnético
con parrilla, y se agrego6 lentamente el PFA. Las condiciones del agitador fueron: 80°C

con una velocidad aproximada de 1,000 rpm.
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ANEXO 3. PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

Para el procesamiento de las muestras, estas fueron transferidas a casetes individuales
previamente rotulados con la identificacion de la muestra para ser colocadas en un
procesador automatico de tejidos (marca Microm, modelo STP 120-1) con el siguiente

programa:

e Vaso 1: Vacio*

e Vaso 2: Vacio*

e Vaso 3: Etanol al 70% por 2 h.
e Vaso 4: Etanol al 70% por 2 h.
e Vaso 5: Etanol al 90% por 2 h.
e Vaso 6: Etanol al 90% por 2 h.
e Vaso 7: Etanol al 100% por 2 h.
e Vaso 8: Etanol al 100% por 2 h.
e Vaso 9: Xyleno por 2 h.

e Vaso 10: Xyleno por 2 h.

e Vaso 11: Parafina por 2 h.

e Vaso 12: Parafina por 2 h.

*Vacio: Se refiere a que en este programa no se utilizaron los vasos 1 y 2, por lo que el
proceso empezo a partir del vaso 3.

El procesador de tejidos utilizado tiene como funciones la agitacién espiral a 60 y 70 rpm y
la transportacién de la canastilla de los casetes, por lo que en las condiciones del
programa incluyé la agitacion de las muestras. Al finalizar el programa se colectd un
casete a la vez para evitar solidifacion de la parafina. Se precalenté una platina a 40°C
donde se coloco el tejido en moldes metalicos en la posicion deseada y llenando el molde
con parafina. Después se transfirieron los moldes a una charola con hielo hasta su
solidifacion. Finalmente el bloque se sacé del molde de metal y quedo listo para ser
seccionado en el micrétomo.
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ANEXO 4. TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA
Los portaobjetos con los cortes del tejido, se colocaron en los siguientes recipientes:

e Recipiente 1 y 2: Tolueno (J.T. Baker Cat. 9460), por 5 minutos cada uno (=10
min).

e Recipiente 3 y 4: Etanol al 100%, por 2.5 minutos cada uno (=5 min).
e Recipiente 5y 6: Etanol al 90%, por 2.5 minutos cada uno (=5 min).
e Recipiente 7 y 8: Etanol al 70%, por 2.5 minutos cada uno (=5 min).
¢ Recipiente 9: Agua, por 3 minutos.

e Recipiente 10: Hematoxilina Harris (Hycel Cat. 738), por 2 minutos.

e Se lleva a la tarja el recipiente 10 con los portaobjetos y se deja tirar agua sobre él
hasta que el agua salga clara.

e Recipiente 11: 1% de alcohol acido (J.T. Baker Cat. 9507-05), solo dos
sumergidas.

e Se lleva a la tarja el recipiente 11 con los portaobjetos y se deja tirar agua sobre él
hasta que el agua salga clara.

¢ Recipiente 12: Agua amoniada, solo dos sumergidas.

¢ Se lleva a la tarja el recipiente 12 con los portaobjetos y se deja tirar agua sobre él
hasta que el agua salga clara.

¢ Recipiente 13: Eosina (J.T. Baker Cat. L083-03), por 3 minutos.

e Se lleva a la tarja el recipiente 13 con los portaobjetos y se deja tirar agua sobre él
hasta que el agua salga clara.

e Recipiente 14: Etanol al 70%, por 2 minutos.
e Recipiente 15: Etanol al 90%, por 2 minutos.
e Recipiente 16: Etanol al 100%, por 2 minutos.
e Recipiente 17 y 18: Tolueno, por 5 minutos cada uno (=10 min).
Después de sacar los portaobjetos del ultimo recipiente de Tolueno, se montaron los

portaobjetos colocandoles una gota de Entellan sobre el tejido y un cubreobjetos,
presionando para evitar burbujas.
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ANEXO 5. Metodologia utilizada para Morfometria

Se dispuso a cuantificar la vasculatura y glandulas endometriales mediante técnicas de
morfometria citados en Borowicz et al. (2003) y Reynolds et al. (2005a). Se utilizé el

software “Analysis optibasic” y se sigui6 la siguiente metodologia:

1. Se tomaron 4 fotografias del endometrio de cada oveja con un aumento de 200x.

2. Con el software se delimito un cuadrado de dimensiones conocidas (240, 270 um?)

3. Con las funciones del programa se delimitaron todos los vasos o glandulas
presentes en el cuadrado de dimensiones conocidas. Automaticamente el
programa calcula el area, perimetro, diametro mayor y menor de cada vaso o
glandula, con lo que se generé una base de datos y se calcularon las variables de
interés.

Nota: Cabe senalar que unicamente se contabilizaron los vasos o glandulas que se
encontraban dentro del cuadrado y los que tocaban el lado superior y derecho del
cuadrado.
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ANEXO 6. PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA AL 1.2%

Se pesaron 0.6 g de Agarosa (Invitrogen, 15510-019) y se disolvieron en 50 ml de
TAE al 1X (Ultrapure Buffer, Invitrogen, R44262).

Se calenté la solucién en un microondas hasta que se disolviera completamente la

agarosa.

. A la solucién caliente se le agregd 5 ul de Syber Safe DNA gel Stain (Life
technologies Cat. S33102).

La solucion se vertid en un molde para 8 pocillos y se esperd hasta que se

solidifico.

Se desmontd el gel y se coloca en una camara de electroforesis que contiene

aproximadamente 100 ml de TAE al 1X.

. Al primer pocillo se le colocd 5 ul de 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Cat.10488-
058, Conc. 0.1 ug/ ul).

Las muestras de RNA a analizar se descongelaron a temperatura ambiente y 2 ul
de la muestra se coloco en un tubo estéril con 5 yl de agua molecular (Sigma, Cat.
W4502), se disolvié colocando los tubos con las muestras por unos segundos en
una mini-centrifuga (Eppendorf mini Spin), finalmente se les coloco 3 ul de Buffer
de marcaje (Gel loading Buffer) y se colocaron los 10 ul totales en los pocillos

consecutivos al del peso molecular.
Se colocé la camara de electroforesis a 100V por 50 min.

Finalmente se observo el gel con las muestras en un foto documentador.
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