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RESUMEN

En el presente estudio se compararon las concentraciones seéricas
de progesterona, factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y factor de crecimiento placentario (PIGF-1) durante
gestaciones de ovejas domeésticas suffolk vs las gestaciones
interespecificas logradas a partir de la inseminacion de ovejas
domésticas (Ovis aries) con semen de carnero cimarron(Ovis
canadensis mexicana). Adicionalmente, al parto, se recuperaron las
placentas, para contabilizar y medir los cotiledones y se registro el
peso y dimensiones corporales de las crias al nacimiento. Durante
toda la gestacion de ovejas domésticas se presentaron
concentraciones de progesterona y PIGF-1 mayores que durante la
gestacion hibrida. En el caso del VEGF se obtuvieron mayores
concentraciones durante el segundo y tercer tercios de las
gestaciones hibridas, en comparacion con las domésticas. Las
placentas de las gestaciones interespecificas presentaron una
menor area cotiledonaria total (221.5mm?) en comparacién con las
domésticas (669.7mm?). Al nacimiento, las crias hibridas pesaron
menos (2.1+0.1 kg) que las domésticas (4.6+0.2 kg), a pesar de que
la duracion de la gestacion fue mayor en las hibridas (153+0.96
dias) que en las domésticas (147+0.89 dias). Los resultados de este
trabajo establecen una base para el entendimiento de diferentes
sucesos como son la restriccién del crecimiento placentario y fetal

en este tipo de cruza.

Palabras clave: Ovis canadensis, Ovis aries, gestacion

interespecifica, placenta, progesterona, VEGF, PIGF-1.



ABSTRACT

The aim of this study was to compare serum concentrations of
progesterone, vascular endothelium growth factor (VEGF) and
placental growth factor (PIGF-1) between normal pregnancies of
domestic ewes and interespecific pregnancies produced trough the
insemination of domestic ewes (Ovis aries) with semen of Cimarron
rams (Ovis canadensis mexicana). Additionally at the time of
delivery the placentas were recovered and the cotyledons were
counted and measured, and the body weight and size of the lamb
were recorded. Throughout gestation the concentrations of
progesterone and PIGF-1 were higher in domestic pregnancies than
in hybrid pregnancies. In contrast, VEGF concentrations were higher
in hybrid than in domestic pregnancies during the second and third
thirds of pregnancy. The placentas of hybrid gestation had lower
total cotyledonary area (221.5mm? compared with the domestic
pregnancies (669.7mm?). At birth, the hybrid lambs weighed less
(2.1 £ 0.1kg) than the domestic lambs (4.6 £ 0.2kg) even though the
duration of pregnancy was longer in hybrid pregnancies (153 + 0.89
days) than in domestic gestations (147 + 0.89 days) . The results of
this study provide a basis for understanding some of the challenges
faced during this type of hybrid gestation, such as placental and fetal

growth restriction.

Key words: Ovis canadensis, Ovis aries, interspecific

pregnancy, placenta, progesterone, VEGF, PIGF-1.
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l. INTRODUCCION

Las gestaciones interespecies pueden ser modelos para
estudiar la fisiologia reproductiva de animales domésticos y
silvestres. Algunos eventos indispensables para el establecimiento y
desarrollo de la gestacidén, ain no han sido descritos en la mayoria
de las especies silvestres, debido a las dificultades y riesgos
asociados con este tipo de seguimiento, sin embargo, dichos
eventos fisioldgicos pueden ser inferidos en detalle en gestaciones
obtenidas entre una especie doméstica y una silvestre. El
conocimiento asi generado puede usarse para desarrollar técnicas
de reproduccion asistida en especies amenazadas o en peligro de
extincién, principalmente en poblaciones ex situ (Bennett y Foster,
1985; Bunch y Workman, 1988; Coonrod et al, 1994; Lasley et al,
1994, Cognie, 1999).

El borrego Cimarron en México tiene un gran valor cultural y
econdémico, lo que justifica el establecimiento y desarrollo de
estrategias biotecnolégicas , como la recoleccién y congelacion de
semen, la inseminacion artificial y la transferencia de embriones,
entre otras (Madan et al, 1994).

Se han logrado hibridaciones y gestaciones interespecies
exitosas dentro del género Ovis, tomando ventaja de que la oveja
doméstica posee caracteristicas reproductivas similares a aquellas
presentadas en las ovejas cimarrén (Delgadillo et al, 2003) y muflén
(Garde et al, 1995); en cuanto al nimero cromosomico (2n=54),
ciclo estral y duracion de la gestacion, realizandose asi

hibridaciones por monta dirigida o inseminacion artificial (Garde et

9



al, 1995). También se han obtenido crias viables mediante la
transferencia de embriones de Muflon a ovejas domésticas
(Hoffman, 1973; Bunch y Workman, 1988; Garde et al, 1995,
Santiago-Moreno et al, 2006). De la misma manera, se han obtenido
hibridos entre Muflén y borregos Argali (O. argali) (Bunch y Cox,
1980), y se ha logrado la produccion de crias de borrego Rojo
Armenio (O. orientalis), mediante la fertilizacion in vitro y la
transferencia de los embriones producidos a ovejas domésticas
(Coonrod et al, 1994).

En pequefios rumiantes, la produccion de hembras hibridas
se contempla como una opcién viable para la multiplicacion de
especies amenazadas 0 en peligro de extincion como la cabra
silvestre espafola (Capra pyrenaica hispanica) (Fernandez et al,
1999, 2001) o del borrego Cimarron (Ovis canadensis mexicana)
(Mejia et al, 2001, 2008). El borrego Cimarron en México se ubica
como una especie amenazada, dentro del apéndice Il por el CITES,
y por la NOM-ECOL- 059/94 como una especie sujeta a proteccion
especial. Debido a esta situacion se han derivado diversas
investigaciones para su conservacion. Asi, Mejia et al (2008),
demostraron que al transferir embriones de Cimarrén a ovejas
receptoras domésticas estos embriones no se implantan, lo que
podria deberse a una falla en el reconocimiento y establecimiento
de la gestacién. No obstante, también se demostr6 que puede
llevarse a cabo la implantacion de un embrion de Cimarrén en
ovejas hibridas F1 (Ovis canadensis x Ovis aries). Sin embargo, en
este caso la gestacibn no es completada, ya que se pierde
alrededor del dia 156, aproximadamente 20 dias antes de la
ocurrencia del parto de una hembra Cimarrén en condiciones
naturales. La gran diferencia entre la duracibn normal de la
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gestacion de la oveja doméstica y la de la oveja Cimarron (mas de
20 dias de diferencia) aparentemente resulta en una marcada
asincronia en el ritmo de desarrollo placentario y fetal con respecto
a la fisiologia materna. Asi, en las gestaciones de embrion Ovis
canadensis en ovejas hibridas se ha encontrado un desarrollo
placentario inadecuado que es incapaz de soportar un rapido
crecimiento de las estructuras placentarias y del producto durante el
altimo tercio de gestacion, etapa en la que el crecimiento es
exponencial. De cualquier manera, se demostré que las borregas
hibridas pueden ser piezas clave, ya que son capaces de reconocer
la gestacion de embriones cimarrones y de desarrollar una
gestacion de mayor duracién que las ovejas domésticas (Mejia el
tal, 2008).

Desafortunadamente, la produccion de hembras F1 no es
sencilla, ya que las gestaciones interespecie de borregos Cimarron
con domésticos (Ovis canadensis x O. aries) poseen caracteristicas
particulares. Por ejemplo, la duracion de la gestacion es mayor (152
+ 1.41 dias), que la de una gestacion normal de oveja doméstica.
Ademas, en las gestaciones hibridas hay menores concentraciones
de progesterona sérica materna a lo largo de la gestacion, un
inadecuado desarrollo placentario, una vascularizacion disminuida,
un menor numero y tamafo de cotiledones, lo cual resulta en el
nacimiento de crias de bajo peso y tamafio (Calderén, 2009).
También se ha encontrado que en estas gestaciones existe un
menor numero de células binucleadas (Calderdn, 2009), las cuales
son importantes ya que estan encargadas de la sintesis y secrecion
de diversas proteinas y hormonas, como el lactégeno placentario,
las glicoproteinas asociadas a la gestaciébn y la progesterona
( Spencer et al, 2007).

11



La unidad feto-placentaria tiene un papel muy importante para
la sintesis de hormonas, la regulacién del crecimiento fetal y el
mantenimiento de la gestacion. La placenta, colabora con la madre
y el feto para la sintesis de hormonas esteroides y peptidicas que se
secretan hacia la circulacion materna y fetal (Neill, 2005). En la
oveja, el establecimiento y mantenimiento de la gestacion requiere
de la integracion e intercambio de sefiales endocrinas y paracrinas

entre el ovario, el Gtero, la placenta y el feto (Spencer et al, 2007).

Para el desarrollo adecuado de la placenta es necesaria una
comunicacién reciproca y fundamental entre el producto y el
endometrio desde el momento en que ocurre el reconocimiento de
la gestacion (dias 14-16 de la gestacién) y comienza la implantacién
(Spencer et al, 2004), periodo en el cual los placentomas
incrementaran hasta cuatro veces su peso y el flujo sanguineo
aumentara también cuatro veces su volumen (Reynolds et al, 2005).
El mantenimiento de la gestacién durante este periodo depende en
gran parte del intenso crecimiento y la formacion de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) en la placenta, lo cual se asocia
directamente con el volumen del flujo sanguineo uterino y umbilical
y se refleja finalmente en el peso fetal y tamafio de la placenta
(Reynolds et al, 2005).

En los ratones se ha demostrado que la progesterona
desempefia un papel muy importante en la maduracion de los vasos
sanguineos del endometrio, accion que se va incrementando

conforme se va desarrollando la angiogénesis (Girling et al, 2007).

La funcién fundamental de la progesterona es colaborar en el
mantenimiento de la gestacion, para lo cual ejerce efectos directos
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sobre la diferenciacion celular del estroma uterino, la implantacion
del producto, el crecimiento placentario y la secrecion de otras
hormonas. Otros efectos de la progesterona también influyen sobre
el peso al nacer de la cria, ya que un estudio indica que al haber
altos niveles de progesterona se promueve la movilizacion de acidos
grasos Yy glucosa de las reservas corporales de la madre, para ser
transportados por la circulacion materna y llegar a la placenta, en
donde son utilizados por el feto para su crecimiento (Manalu-
Sumayardi, 1998).

En ovinos, se ha demostrado que en respuesta a situaciones
de hipoxia, se expresa el gen del factor inducible por hipoxia tipo 1
(HIF-1A), el cual ocasiona la activacion de la eritropoyesis, la
glicdlisis y la angiogénesis para contrarrestar la deficiencia de
oxigeno. La capacidad de responder a la hipoxia, es aumentando la
expresion del gen HIF-1A, el cual es inducido por la progesterona y
estimulado por el interferon tau, lo que a su vez favorece la
expresion del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) en el
endometrio y el trofoectodermo del embrion (Bazer et al, 2008). La
expresion de VEGF y del factor de crecimiento placentario (PIGF) en
tejidos placentarios (carinculas y cotiledones) de la oveja
doméstica, aumenta conforme la gestacién avanza y ambos factores
estan relacionados con el crecimiento vascular de la placenta
(Regnault et al, 2002).

En estudios realizados en humanos, el VEGF como el PIGF
tienen una relacion con el establecimiento de los lechos capilares
del mesenquima, de las vellosidades placentarias y con la
finalizacion de la vasculatura capilar placentaria (Ahmed et al,
2000). Se conoce que una pobre invasion capilar limita la cantidad
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de flujo sanguineo hacia el espacio entre las vellosidades y otras
arterias secundarias, resultando en insuficiencia placentaria por baja
perfusion (Ferrazi et al, 2011), por lo que se disminuye el transporte
de nutrientes y oxigeno de la madre al feto (Morrison, 2008),
originando una restriccion del crecimiento fetal acompafiada por
hipertension e individuos de bajo peso al nacimiento (McCarthy et
al, 2011).

Debido a que en las gestaciones hibridas entre oveja doméstica y
borrego cimarron existen fallas en la funcion de la placenta, se
evaluara si estas fallas estan asociadas a cambios en P4, VEGF y
PIFG. Para lograr este objetivo se compararan las concentraciones
de estas hormonas a lo largo de gestaciones hibridas (Ovis aries X
Ovis canadensis) y gestaciones domésticas asociandolas con

pardmetros de desarrollo placentario y fetal.
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.- REVISION DE LITERATURA

CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DEL BORREGO
DOMESTICO Y CIMARRON.

Ciclo estral

Tanto los borregos domeésticos como los borregos Cimarron,
son especies poliéstricas estacionales en los que la estacionalidad
reproductiva es regulada principalmente por los cambios en el
fotoperiodo. En ambas especies la época reproductiva se inicia
cuando la duracién de las horas luz del dia disminuye. De manera
general, en México la época reproductiva para ambas especies (en
cautiverio), abarca aproximadamente de agosto a enero, seguido
por un anestro caracterizado por ausencia de ciclos estrales durante
la época en la que las horas luz van en aumento, siendo por lo
general durante los meses de febrero a julio (Hafez, 2002; Rosa y
Bryant, 2003; Porras et al, 2003; Alvarez y Medellin, 2005). La
estacionalidad reproductiva permite que las crias nazcan en la mejor
época del afio y tengan por lo tanto una mayor probabilidad de

supervivencia (Porras et al, 2003).

Sin embargo existen diferencias entre el ciclo estral de las
ovejas cimarronas y las ovejas domeésticas. En las ovejas
domeésticas el ciclo estral dura de 16 a 17 dias, y el estro que tiene
una duracion de 30 a 36 horas, ocurriendo la ovulacion entre las 24
y 30 horas después de haber iniciado éste. EI metaestro abarca
desde que termina el estro hasta que se completa la formacion del

cuerpo luteo (dia 3 o 4 del ciclo), lo que es seguido por 9 a 10 dias
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de plena funcionalidad Iutea (diestro), durante el cual hay niveles
elevados de progesterona. Una vez que el cuerpo lGteo regresa,
transcurren 2 a 3 dias de proestro antes de iniciarse el siguiente
estro (Hafez, 2002; Pineda y Dooley, 2002). En el caso de las
borregas Cimarron se sabe que la duracion del ciclo estral completo
es en promedio de 28 dias, sin que exista informacion precisa
respecto a la duracién de cada una de las fases (Monson y Sumner,
1980; Soto, 2006).

La duracién de la gestacion también es distinta entre las
ovejas domésticas (146 a 150 dias) y las hembras Cimarrén (175 a
179 dias). Por lo regular estas ultimas tienen una cria por parto,
aunque se ha reportado la ocurrencia de partos gemelares (Monson
y Sumner, 1980; Alvarez y Medellin, 2005).

PREIMPLANTACION E IMPLANTACION EMBRIONARIA

Se considera como el periodo de preimplantacion
embrionaria al que transcurre desde la fertilizacion del ovocito por el
espermatozoide, hasta que el blastocito se expande para llenar toda
la luz uterina, lo que permite su inmovilizacion y el inicio de una
interaccion entre el corién del embrién y el endometrio (Spencer et
al, 2007).

Una vez ocurrida la fertilizacion, el cigoto sufrird una serie de
modificaciones epigenéticas que regularan la expresion de
diferentes factores de transcripcion (Duranthon et al, 2008).

Inicialmente el genoma del embrion se encuentra en estado inactivo
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y el desarrollo embrionario es controlado por RNA mensajero
materno de larga duracion, insertado en el ovocito durante la fase

final de su desarrollo.

La activacion del genoma embrionario es la transicion desde
el control materno del desarrollo, hacia el control por parte del
embridon. Su regulacion es importante porque deben comenzar a
expresarse apropiadamente los genes embrionarios relacionados
con la division, desarrollo y compactacién del embrion (Martinez,
2006). Una vez iniciada la transcripcion del genoma embrionario se
marca la pauta para que el embrion asuma el control de su propio
desarrollo. El tiempo de inicio de la activacion del genoma
embrionario difiere entre las especies. En ratones, la activacion del
genoma ocurre en el estado de dos células, mientras que en el
bovino inicia en el estado de ocho células. Aunque se desconocen
todos los mecanismos relacionados con la regulacion de la
activacion del genoma embrionario, se cree que los cambios y
procesos que sufre la cromatina embrionaria desde la fertilizacién,
son basicos para asegurar un estricto control de la activacion del
genoma, incluyendo tanto los cambios transcripcionales como el

inicio de la replicacion del ADN (Boskovic et al, 2012).

Durante el periodo de pre-implantacion, el cigoto formado
luego de la fertilizacién, se divide en 2 blastomeros idénticos,
comenzando la etapa de segmentacion. Estos blastdbmeros se
siguen dividiendo hasta llegar al estado de morula. En los ovinos,
el embrion llega al utero en este estado, aproximadamente al dia 5
de la gestacion. Entre el dia 5 y el dia 6 se forma el blastocito, el
cual esta compuesto por una cavidad llena de liquido denominado
blastocele, esta delimitado por una capa celular denominada
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trofectodermo (Black et al, 2010), el cual rodea a un pequefio grupo
celular llamado en conjunto “masa celular interna”, a partir del cual

se desarrollara el embrion (Duranthon et al, 2008).

En el dia 8 de gestacion, el blastocito sale de la zona
pelGcida. En este proceso, denominado “eclosion”, la zona pelucida
es rasgada y el blastocito sale a través de dicha abertura, con lo que
el trofoectodermo queda en contacto directo con el liquido uterino.
Durante los dias siguientes el blastocito continda creciendo y
desarrollandose (Spencer et al, 2007). A partir del dia 11 de la
gestacion ocurre la “elongacion” del embridn, proceso a través del
cual el blastocito pasa de una forma esférica a una tubular. El
trofoblasto del blastocito tubular se alarga en forma de filamento,
alcanzando una longitud de casi 25cm para el dia 17 de la
gestacion. El crecimiento del trofoblasto provoca que el blastocito
abarque el espacio intrauterino y se inmovilice (Spencer et al,
2007). A pesar de ello, inicialmente el embridbn se mantiene libre en
el ambiente intrauterino, ya que las proteinas MUC1 presentes en el
epitelio luminal fungen como estructuras bloqueadoras de la
adhesion, evitando el contacto y fijacion del trofectodermo con el
endometrio. Mientras tanto el embrién se nutre del histotrofo, el cual
es secretado por el epitelio luminal y glandular del endometrio bajo

la influencia de la progesterona (Spencer et al, 2007).

La “aposicion” es el posicionamiento del embrién sobre el
epitelio luminal endometrial, lo que es seguido por la formacion de
una papila trofoblastica que se extendera sobre el epitelio glandular.
Entre los dias 15 y 16 de gestacion, disminuye la expresion de las
proteinas MUC1, dejando expuestas a las integrinas, que permitiran
que el embridn se adhiera al endometrio, ocasionando la aparicion
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de proyecciones citoplasmaticas del trofectodermo hacia el epitelio
luminal endometrial (Spencer et al , 2007). Esto asegura que para
el dia 17 de la gestaciéon se produzca una firme adhesion del
producto con las areas carunculares e intercarunculares. Finalmente
comienza la fase de invasion endometrial por células del
trofectodermo y la formacion de la placa sincitial, -( El trofectodermo
estd compuesto por dos tipos celulares morfolégica vy
funcionalmente distintos: las células mononucleadas y las células
binucleadas del trofoblasto)-. (Igwebuike, 2006; Spencer et al,
2007).

Las células mononucleadas se encuentran en mayor
cantidad y estan principalmente relacionadas con el intercambio de
nutrientes (Ilgwebuike, 2006). En la oveja, hacia el dia 14 de la
gestacion, algunas células mononucleadas trofoblasticas presentan
divisiones nucleares sin division celular, por lo que a éstas se les
denominard células binucleadas gigantes del trofoblasto (BNC) y
para el dia 16 de gestacion, estas células representaran hasta un 14
a 20% del total de la capa trofoectodérmica. Entre los dias 16 a 24
de la gestaciéon aparecen las placas sincitiales, las cuales son el
resultado de la migracion y fusion de las células binucleadas con
células de las microvellosidades del epitelio luminal, resultando en la
formacion de células feto-maternas hibridas y trinucleadas, las
cuales son la base de las placas sincitiales multinucleadas que
cubriran completamente a las carlnculas para el dia 24 de
gestacion. Este sincitio caruncular se ird expandiendo durante la
formacion de los cotiledones, mediante repetidas migraciones y

fusiones de las BNC (Spencer et al, 2007).
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Las BNC tienen al menos dos funciones principales; la
primera es la formacion del sincitio feto-materno, para una exitosa
implantacion y consecuentemente, el crecimiento cotiledonario y la
formacion de los placentomas; mientras que la segunda funcion es
la sintesis y secrecion de proteinas como el lactdégeno placentario y
las glicoproteinas asociadas a la gestacion, asi como la sintesis de
progesterona (Igwebuike, 2006; Spencer et al, 2007).

SECRECION DE PROGESTERONA

La progesterona es una hormona esteroide producida por el
cuerpo lateo, tanto en la fase lutea del ciclo estral como durante la
gestacion (Spencer y Bazer, 2002). En el cuerpo llteo la sintesis de
progesterona es estimulada por accion de la hormona luteinizante
(LH). La LH facilita el transporte del colesterol desde el citoplasma
hacia la matriz mitocondrial, lo que permite su conversion en
pregnenolona, la cual posteriormente es  convertida en
progesterona (Ayad et al, 2007). La progesterona es metabolizada
de manera extensiva en el feto ovino, especialmente en el higado y
en las células rojas fetales. Se han encontrado concentraciones en
el liquido amnidtico y alantoideo, siendo ésta concentracion mayor

en el liquido amniético (Power et al, 1982).

En las ovejas, las funciones endometriales alrededor del
momento de la implantacion son reguladas principalmente por la
progesterona proveniente del cuerpo lUteo, asi como por otros
factores producidos por el embrién, como es el interferon tau (IFNt)

el cual es necesario para el reconocimiento materno de la
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gestacion. El IFNt se produce entre el dia 10 y 25 por las células
del trofoectodermo (Song et al, 2008). Durante el ciclo estral de la
oveja, los receptores endometriales para oxitocina se unen a la
oxitocina del epitelio luminal y glandular, lo que induce a la
liberacion de pulsos de prostaglandina F2 alfa (PGF2a), que causan
la regresion del cuerpo lateo. Para que en el Gtero existan
suficientes receptores para oxitocina se requiere que el estradiol
actle en sus propios receptores, con lo que se induce la sintesis y
recilaje de receptores para oxitocina. En la oveja gestante el IFNt
se liga a su receptor Tipo 1 (IFNAR) en el epitelio luminal y
glandular, ocasionando la inhibicibn de los receptores para
estrogenos. Por lo tanto, los estrégenos no pueden inducir la
expresion de los receptores para oxitocina requeridos para la
liberacién de la PGF2a en forma de pulsos, por lo que no ocurre la
lutedlisis funcional y el cuerpo lateo continuara secretando

progesterona a lo largo de la gestacion (Spencer et al, 2007).

En el caso de los ovinos, después del dia 50 de gestacién, la
placenta se encarga de producir progesterona, suplementando a la
producida por el cuerpo lateo. Experimentalmente la progesterona
placentaria es suficiente como para sostener la gestacion en
ausencia del cuerpo luteo (Hansen ,1998). Ya que diferentes
estudios han demostrado que cuando se realiza una ovariectomia
en la oveja al dia 20 de gestacion, ésta puede mantenerse mediante
inyecciones de progesterona, hasta que la placenta asuma la

produccion de esta hormona (Bindon, 1970).

La progesterona participa en la diferenciacién y morfogénesis
de las glandulas endometriales durante la gestacion, ya que el
aumento de progesterona induce la expresion de proteinas en el
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epitelio glandular endometrial, las cuales son secretadas hacia la luz
uterina. Dentro de estas proteinas se encuentran las proteinas de la
leche uterina (UTMP), las cuales sirven como excelentes
marcadores de la capacidad secretora endometrial durante la
gestacion. Estas proteinas sirven como nutricion para el embrion
antes de su implantacion y ademés inhiben la funcion linfocitica,
incluyendo la proliferacion de las células T y la activacién de las
células asesinas naturales (NK), lo cual podria dafiar e incluso
provocar el rechazo inmunolégico del embrién (Hansen, 1998). La
expresion del RNAm de las UTMP se encuentra restringida al
epitelio glandular, manteniéndose en un menor nivel entre los dias
15 a 17 de la gestacidon, para posteriormente incrementarse de
manera paralela al desarrollo y crecimiento del producto (Spencer
2004).

En el miometrio uterino, la progesterona disminuye el tono
muscular y evita la produccion de contracciones intensas. Incluso se
ha informado que el aumento de las concentraciones de
progesterona mediante su administracion exogena durante los
altimos dias de la gestacion, puede provocar el retraso del parto
hasta en 2.5 dias, lo que aumenta la mortalidad fetal (Crosbhy et al,
2005).

Otros efectos de la progesterona estan asociados con el
peso al nacimiento de las crias, algunos autores indican que al
existir altos niveles, se movilizan acidos grasos y glucosa de las
reservas corporales de la madre. Estos nutrientes se transportan a
la circulacion materna y llegan a la placenta, desde donde son
aprovechados por el feto para incrementar su crecimiento (Manalu-
Sumayardi, 1998).
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En especies como los ratones, la progesterona desempeiia
un papel muy importante en la maduracion de los vasos sanguineos
del endometrio, accibn que va ocurriendo conforme se va
desarrollando la angiogénesis (Girling et al ,2007). Tanto la
progesterona como el IFNt, regulan la produccién de los factores
inducibles por hipoxia, los cuales estan involucrados en el
establecimiento de la angiogénesis placentaria y el desarrollo del
concepto ovino. En ratones, se ha demostrado que la deficiencia de
estos factores ocasionan defectos vasculares en el embrion y la
placenta (Song et al, 2008; Bazer et al, 2008).

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

mamaria (Fang et al ,1997).

PLACENTACION

Durante la gestacion, la placenta desarrolla diferentes
funciones, como son; el intercambio de nutrientes, gases y
desechos entre la madre y el feto; actia como barrera protectora al
evitar la migracién celular entre estos dos compartimentos y como
un organo endodcrino y paracrino temporal, que regula el desarrollo
de la unidad feto placentaria e influye sobre la fisiologia materna
para que ésta pueda adaptarse a los cambios ocurridos durante la

gestacion (Gootwine, 2004).
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Desarrollo de las membranas fetales

Después del estadio de blastocito del embridn, éste inicia el
proceso de gastrulacion, mediante el cual adquiere tres capas
germinales que, conocidas en conjunto como disco embrionario, se
denominan de manera individual como ectodermo, mesodermo y
endodermo. A partir de estas capas se originan las membranas
fetales conocidas como saco vitelino, amnios, alantoides y corion
(Wooding y Burton, 2008). Estas membranas son la base para la
formacién de las estructuras placentarias que, junto con el Gtero,

protegen y nutren al embrion (Wooding y Burton, 2008).

Saco vitelino

El saco vitelino se deriva de las células que componen el
disco embrionario (0 masa celular interna). Inicialmente en el disco
embrionario se diferencian el ectodermo y endodermo, pero
posteriormente, se formard una tercera capa a partir del
endodermo, a la cual se le denominara mesodermo y se situara
entre las dos primeras capas. El resultado es un saco vitelino
trilaminar o de tres capas, el cual es considerado como la base para
el desarrollo de las otras membranas extraembrionarias: el corion, el

amnios y el alantoides (Wooding y Burton, 2008).

Corion, amnios y alantoides

El crecimiento de estas membranas inicia cuando el
mesodermo extraembrionario comienza a dividirse y expandirse
hasta salir del embrion, rodeando al saco vitelino para formar la
cavidad alantoidea. El mesodermo seguira creciendo y junto con el
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endodermo comenzara a desarrollar la vascularizacion embrionaria.
El corion se desarrolla a partir del trofoectodermo, ya que para este
momento el trofoectodermo estd completamente separado de la
masa celular interna. En varias especies, incluyendo los rumiantes,
se pierde la porcion del trofectodermo que se encuentra sobre la
masa celular interna, y en este caso, el corion emitird
prolongaciones que rodean al embridn y lo encierran, formando asi
el saco amnidtico, el cual posteriormente se llenara de liquido para
servir como medio protector del embrién contra cualquier impacto o

dafio externo, garantizando asi su libre desarrollo y crecimiento.

Una vez que se forma el amnios, crece una vesicula
endodermal desde la parte posterior del intestino embrionario para
formar el saco alantoideo, el cual esta cubierto desde un principio
por tejido vascular mesodérmico. El crecimiento del alantoides
continla paralelo al desarrollo del sistema urogenital del feto y
funciona como un sitio de deposicion de desechos. Su vasta
irrigacion permitira el intercambio de oxigeno y nutrientes entre la

madre y el producto (Wooding y Burton, 2008).

CLASIFICACION DE LAS PLACENTAS

Existen varios sistemas de clasificacion de las placentas. El
primer tipo de clasificacion se relaciona con las membranas fetales
implicadas, pudiendo ser de tres tipos: corionica, corioalantoidea o
vitelina (Hafez, 2002). En las ovejas, la placenta esta formada por la
fusién del corion y el alantoides, por lo tanto es considerada una

placenta corioalantoidea (Sammin et al, 2009).
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A su vez, la placenta corioalantoidea se puede clasificar de
acuerdo con la distribucion de las vellosidades en la superficie del
corion (Hafez, 2002). En los rumiantes las vellosidades que se
distribuyen sobre el corion estan agrupadas en pequefias zonas
conocidas como cotiledones. Estas vellosidades consisten en conos
mesenquimatosos vasculares, rodeados por células trofoblasticas
cuboides y binucleadas gigantes, las cuales se proyectan y fusionan
con las carunculas maternas, formando asi los placentomas, cuyo
namero en las ovejas fluctda entre 90 y 100 (Hafez, 2002; Sammin
et al, 2009). Las carlnculas son estructuras especializadas de la
mucosa uterina y consisten en pliegues de la superficie endometrial,
de disposicion longitudinal y circular, distribuidas a lo largo de los
cuernos uterinos en mayor disposicién (casi 40 %) en la parte
central de cada uno de los cuernos y que van disminuyendo hacia

los extremos de estos ultimos (Dyce, 1999; Hafez, 2002).

Otra forma de clasificacion placentaria es aquella basada en
el método de Grosser (Carlson, 1990), el cual consiste en
determinar el niamero de capas o tejidos interpuestos entre la
circulacion materna y fetal. En aquellas especies con una
placentacion epiteliocorial, como la yegua y la cerda, todas las
capas se conservan entre ambas partes. En la placentacion de tipo
endoteliocorial (carnivoros), se pierden el tejido conectivo y el
epitelial materno, dejando en contacto al endotelio materno con el
tejido coriénico fetal, mientras que en el caso de la placentacion
hemocorial (primates, roedores), la totalidad del corion fetal es
practicamente bafiado en la sangre materna (Sammin et al, 2009).
En la placenta de los rumiantes, incluyendo la ovina, el corion se
encuentra separado del tejido materno por una capa sincitial, la cual
esta formada por células binucleadas y células hibridas, por lo que a
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este tipo de placentacion también se le llama sinepiteliocorial
(Sammin et al, 2009).

CIRCULACION UTERINA Y PLACENTARIA

La arteria uterina de la oveja se origina a partir de la arteria
iliaca interna, junto con la arteria umbilical (Dyce, 1999). Antes de
llegar al utero la arteria uterina se divide en una rama craneal y una
caudal, las cuales se dividen a su vez en otras seis ramas de menor
tamanfo, las cuales vascularizan las paredes del Gtero por medio de
una serie de ramas que discurren transversalmente sobre las caras
dorsal y ventral del cuerpo uterino y de los cuernos uterinos.
Mientras tanto, las ramas mas desarrolladas llegan hasta las

carunculas uterinas (Dyce, 1999).

El suministro de sangre a la parte materna de la placenta se
produce a través de las arterias y venas uterinas. En el caso del
lado fetal, la sangre desoxigenada proveniente de los tejidos fetales
es llevada a la placenta por medio del sistema arterial umbilical, en
donde se convierte en sangre oxigenada mediante su paso por las
redes capilares de los cotiledones. Una vez oxigenada la sangre, es
devuelta al feto por medio del sistema venoso umbilical (Sammin et
al, 2009). En la oveja y la cabra los placentomas, presentan en su
parte interna una gran cantidad de arterias centrales, las cuales a su
vez se siguen ramificando, encargadas de transportar sangre
desoxigenada (Wooding y Burton ,2008). Al parecer, el nimero de
capas interpuestas entre la circulacibn materna y la fetal no
compromete la transferencia de nutrientes y gases a través de la
placenta gracias a la existencia de algunas -caracteristicas
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morfologicas como la presencia de los capilares intraepiteliales, los
cuales reducen la distancia de difusion (Sammin et al, 2009).

ANGIOGENESIS PLACENTARIA.

El mantenimiento de la gestacion depende en gran parte del
intenso crecimiento y la formacion de nuevos vasos sanguineos
(Reynolds et al, 2005). La circulacion placentaria, evoluciona a partir
de una red capilar primaria y por una sucesiva reorganizacion de las
células endoteliales, en un proceso llamado angiogénesis (Ferrara,
2004). La angiogénesis placentaria se caracteriza por la
anastomosis en las redes neovasculares. De este lecho vascular,
dependera el flujo sanguineo umbilical y el crecimiento en si de la
placenta, pues no existe otra manera de abastecer un crecimiento
tan exponencial, de no ser por la angiogénesis y el crecimiento
vascular (Reynolds, 2005). Este proceso de crecimiento vascular se
encuentra altamente regulado para asegurar un crecimiento
continuo de la cama vascular placentaria, lo que permite un
aumento estable del flujo sanguineo necesario para la unidad feto-
placentaria y el mantenimiento del crecimiento fetal (Cheung et al,
1995). En diferentes especies es necesario aumentar la
permeabilidad vascular desde la fase de implantacion embrionaria
como un prerrequisito para inducir y direccionar el crecimiento
endometrial, asi como para facilitar la angiogénesis, por lo que al
aumento de permeabilidad se le considera como un componente

primario en la formacion placentaria (Kaczmarek et al, 2009).

El lecho vascular placentario va creciendo conforme avanza
la gestacion, gracias al aumento del flujo sanguineo umbilical y
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uterino, lo que influye directamente sobre el incremento del
intercambio transplacentario, afectando asi la tasa de crecimiento
fetal durante el ultimo tercio de gestacion. Por lo tanto, cualquier
factor que influya sobre el desarrollo vascular placentario tendra un
impacto directo sobre el crecimiento y desarrollo fetal y en
consecuencia sobre la sobrevivencia neonatal (Borowicz et al,
2007).

En los rumiantes la placentacion de tipo sinepiteliocorial esta
conformada por numerosos placentomas, los cuales se componen
de tejido materno y fetal. Estos placentomas pueden incrementar
hasta cuatro veces su peso entre los dias 50 a 140 de la gestacion.
De la misma manera el flujo sanguineo uterino se incrementa de
tres a cuatro veces durante el segundo y el tercer tercio de la
gestacion. Es importante mencionar que la demanda de oxigeno y
nutrientes se ven incrementados de 2-4 veces partir del segundo
tercio de gestacion y el flujo sanguineo es dirigido por el Gtero hacia
el feto, manteniendo asi la tasa de crecimiento fetal (Reynolds et
al, 2005).

Para satisfacer esta demanda, la densidad vascular de la
mucosa uterina y de las carunculas maternas se incrementa muy
rapidamente entre los dias 24 a 40 de la gestacion, prosigue su
incremento a un menor ritmo hasta mediados de la gestacion, para
después mantenerse estable hasta el final de la misma. Mientras
que en la contraparte cotiledonaria, la densidad vascular se
mantiene constante hasta mediados de la gestacion, para presentar
un dramatico incremento durante el uUltimo tercio (Borowicz et al,
2007). Estos datos son consistentes con el aumento del flujo
umbilical, el cual se incrementa con mayor velocidad durante el
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altimo tercio de gestacion en comparacién con el flujo uterino
(Borowicz et al, 2007).

Diversos estudios han demostrado una correlacion positiva
directa entre el incremento del flujo sanguineo umbilical y uterino
con el crecimiento y peso de los placentomas. Esto es, a mayor flujo
sanguineo mayor peso de los placentomas. La importancia de la
circulacion placentaria, radica en su estrecha relacion con el peso
de la placenta y el consecuente peso del feto a lo largo de la
gestacion (Redmer et al, 2004).

FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR
(VEGF)

Si bien son numerosos los factores que participan en la
angiogénesis placentaria y en el desarrollo fetal, el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es considerado uno de
los mas potentes, ya que se asocia en la mayoria de las especies,
con el crecimiento vascular placentario y fetal (Reynolds et al, 2005;
Vonnahme et al, 2005). Dentro de los integrantes de la familia de
VEGF, se encuentran el VEGF-A, VEGF-B, el VEGF-C, el VEGF-D
y el factor de crecimiento placentario (PIGF-1). De esta familia, el
VEGF-A es el mas estudiado y se le refiere tnicamente como VEGF
(Rosales T.y Guzman S, 2011).

El VEGF, es un agente mitdgeno de las células endoteliales y
promotor de permeabilidad, capaz de estimular la angiogénesis. Se
asocia con el rapido crecimiento vascular en condiciones

fisiol6gicas normales o patolégicas (Houck et al, 1991; Leung et al,
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1992). Es una glicoproteina secretada en forma de homodimeros
de 45 kda, de caracter bésico y ligada a heparina (Cheung vy
Brace, 1998). EI gen VEGF-A codifica para 8 exones y 7
intrones (Ferrara y Davis, 1997; Ferrara, 2004), y por corte y
empalme del ARNm de VEGF se originan al menos 8 diferentes
isoformas, a partir de un solo gen. La nomenclatura de dichas
isoformas depende del nUmero de aminoacidos que las conforman.
Asi, las isoformas 121, 148, 165 y 165b son isoformas solubles, ya
que son proteinas difusibles y no se ligan a la heparina; mientras
que las isoformas 145, 183, 189 y 206 se encuentran unidas a la
membrana y al tener una alta afinidad por la heparina, se ligan
facilmente a ella, encontrandose casi en su totalidad en la matriz
extracelular (Cheung et al, 1995; Kaczmarek et al, 2009; Rosales-
Torres et al, 2010). Para las especies de animales de granja,
incluyendo a las ovejas, todas las proteinas derivadas de las
isoformas de VEGF tiene un aminoacido menos (Rosales-Torres et
al, 2010). En los ovinos se han identificado, mediante la técnica de
PCR, las isoformas 120, 164, 188 y 205 tanto en los cotiledones
como en el corion y amnios, siendo la isoforma 164 la mas
abundante (Cheung et al, 1995). En las borregas gestantes el
RNAmM de VEGF es fuertemente expresado en el amnios y el corion
placentarios, mientras que la proteina de VEGF se puede localizar
en las vellosidades del citotrofoblasto y en el tejido conectivo de la
placenta (Bogic et al, 2000, Reynolds et al, 2005).

Tanto el amnios, como el corion y la superficie placentaria,
estan vascularizados por vasos sanguineos fetales microscopicos,
los cuales van incrementando su tamafio conforme avanza la
gestacién. Estos vasos intramembranosos han demostrado ser la
ruta primaria de intercambio de liquido entre el compartimento
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amnidético y la sangre fetal, por lo que es posible que el VEGF
participe en la regulacion del volumen de liquido amniético,
manteniendo asi el crecimiento y la permeabilidad de los vasos
sanguineos intramembranosos. La expresion del RNAm de VEGF
se va incrementando progresivamente, hasta llegar a sus mas altos
niveles aproximadamente al dia 110 de gestacion, posteriormente
estos niveles se iran reduciendo hasta llegar a niveles basales para
el dia del parto; estas variaciones coinciden con los cambios
morfologicos que ocurren en la placenta durante el mismo periodo
de tiempo (Bogic et al, 2000, Reynolds et al, 2005).

La actividad biolégica del VEGF se encuentra mediada por
dos receptores tipo tirosina cinasa, conocidos como VEGF-R1 o Flt-
1y VEGF-R2 o Flk-1 o KDR-1 (Ferrara, 2004). Estos receptores
contienen siete dominios extracelulares que son parecidos a los de
las inmunoglobulinas, con una regién transmembranal y una
secuencia intracelular conservada de tirosina cinasa, interrumpida

por un dominio de insercion de cinasa (Méndez, 2010).

La glicoproteina de VEGF-R1 tiene un peso de 180-KDa y
posee una alta afinidad por VEGF con una Kd de 10-30 pM (Berisha
et al, 2000). En las células endoteliales, este receptor es mediador
de la proliferacion, la quimiotaxis y la sobrevivencia celular (Méndez,
2010). Se encuentra de manera mas abundante que VEGF-R2 y
regula la interaccion endotelial celular y la formacion tubular (Wulff
et al, 2002), siendo también capaz de interactuar con diferentes
transductores para proteinas, generar sefiales mitogénicas y
presenta actividad hematopoyética (Ferrara et al, 2003). Sin
embargo se encuentra de manera mas abundante que VEGF-R2,
por lo que algunos autores sugieren que VEGF-R1 funciona como

32



un sefiuelo, que atrae a VEGF, reduciendo de ese modo el
namero de moléculas de VEGF disponibles para unirse a VEGF-
R2 (Ferrara, 2003), por lo que podria regular la interaccion
endotelial celular y la formacion tubular (Wulff et al, 2002), siendo
también capaz de interactuar con diferentes transductores para
proteinas, generar sefiales mitogénicas y presentar actividad

hematopoyética (Ferrara et al, 2003).

VEGF-R2, tiene un peso de 200-230KDa y su Kd es de 75-
125pM. Tiene una mayor afinidad hacia VEGF, ya que su
capacidad de autofosforilaciéon es 10 veces mayor en respuesta a
este factor, que VEGF-RL1. Por lo que este receptor es considerado
como el mayor mediador de los efectos mitogénicos, angiogénicos
y de permeabilidad vascular promovidos por el VEGF (Ferrara,
2003; Kaczmarek et al, 2009). VEGF-R2 también propicia la

diferenciacion y proliferacion endotelial (Wulff et al, 2002).

Un estudio realizado a lo largo de la gestacién ovina,
demostré que la expresion del RNAm para ambos receptores
mantiene un patrén de secrecion muy diferente en carunculas y
cotiledones. En las carunculas, la expresion de VEGF-R1 se
incrementa drasticamente a lo largo de la gestacion, llegando a su
punto maximo en el dia 140 de gestacién; a diferencia de VEGF-R2,
el cual llega a su punto maximo aproximadamente en el dia 110 de
gestacion, para después ir disminuyendo hasta llegar a niveles
basales al momento del parto. Por su parte, la expresion de VEGF-
R1 en los cotiledones se incrementa muy poco y el VEGF-R2 no
presenta cambios a lo largo de la gestacion (Reynolds et al, 2005).
Otro estudio realizado en placentas ovinas determind la expresion

del RNAmM de VEGFR2 y su proteina en la vasculatura materna y
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fetal. Dicha expresion no fue detectada en el endotelio fetal durante
la gestacion temprana (dia 62), pero si mas adelante y de manera
notable, lo que sugiere que VEGF no se involucra tanto en la
proliferacion celular endotelial fetal antes del dia 62 de gestacion,
sino que en ese periodo el VEGF se encarga de promover en la
placenta la diferenciacion y proliferacion celular materna (Bogic et
al, 2001).

Los receptores solubles sVEGF-R1 o sflt-1 y SVEGF-R2 o
sflk-1, son una variante alternativa del pre-RNAmM que codifica para
VEGF-R1y VEGF-R2, con un peso molecular de entre 90-100kda y
de 160kda, respectivamente. Estos receptores carecen de la region
transmembranal e intracelular, estdn conformados por 6 dominios
parecidos a inmunoglobinas que conforman la regién extracelular, la
cual estd directamente involucrada con la interaccion con VEGF
(Méndez, 2010). Estas moléculas solubles compiten con los
receptores de membrana VEGF-R1 y VEGF-R2 para ligarse con
VEGF y PIGF (Hastings et al, 2003), es decir, acttan como
inhibidores de la angiogénesis al secuestrar a VEGF e impedir su
interaccién con VEGF-R1 y VEGF-R2, obstaculizando asi la accion
biologica del ligando, con lo que se reduce la mitogénesis de las
células endoteliales y la permeabilidad vascular (Ebos et al, 2004;
Méndez, 2010). En humanos, la placenta es una de las principales
fuentes del sVEGF-R1, ya que incrementa al menos 20 veces en la
circulacion materna durante el Ultimo tercio de gestacion y
posteriormente disminuyen rapidamente después del parto (Shibata
et al 2005).

En cuanto a la regulacion de la expresion genética del VEGF,
la hipoxia juega un papel importante en su estimulacion (Ferrara y
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Davis, 1997; Ferrara, 2004). Factores de crecimiento como el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de necrosis tumoral (TNF),
el factor de crecimiento transformante (TGF), el factor de
crecimiento de queranocitos (KGF), asi como las citocinas
relacionadas con la inflamacion (interleucinas 1 y 6), inducen la
expresion de VEGF en varios tipos celulares. Algunas hormonas
también son reguladores importantes de la expresion de VEGF,
entre éstas se encuentran la hormona estimulante de la tiroides
(TSH), la hormona adrenocorticotropica (ACTH), las gonadotropinas

y los esteroides sexuales (Ferrara, 2004).

FACTOR DE CRECIMIENTO PLACENTARIO (PIGF)

El factor de crecimiento placentario (PIGF) es un miembro de
la familia de VEGF y su estructura es hasta un 53% homdloga a la
de VEGF (Malamitsi-Puchner et al, 2005). En humanos se ha visto
gue PIGF es expresado de manera abundante en la placenta y las

células del trofoblasto (Yang et al, 2003).

Mediante el corte y empalme del ARNm , se obtienen cuatro
isoformas diferentes: PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3 y PIGF-4, compuestas
por 131, 152, 203 y 224 aminoacidos, respectivamente. La principal
diferencia entre estas isoformas es que PIGF-1 y PIGF-3 no poseen
dominios que puedan ligarse a la heparina, mientras que PIGF-2 y
PIGF-4 poseen varios dominios para ligarse a ésta (Yang et al,
2003; Errico et al, 2004; De Falco, 2012). Hasta el momento no se
han definido las diferentes funciones que ejercen cada una de las

isoformas de PIGF, pero si se sabe que éstas son producidas por el
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trofoblasto y son cruciales para entender la biodisponibilidad, asi
como del sitio de accion de PIGF. También se sabe que PIGF-1y
PIGF-3, son capaces de afectar a las células diana de manera
paracrina, mientras que PIGF-2, afectan a las células de forma

autocrina (Yang et al, 2003).

Para desempefar su actividad biolégica, el PIGF tiene una
alta afinidad por el VEGF-R1 (receptor de VEGF), sin mostrar
interaccién alguna con el VEGF-R2 (Park et al, 1994). A pesar de
esta especificidad del PIGF por el VEGF-R1, se piensa que el PIGF
puede activar de manera indirecta al VEGF-R2, ya que su afinidad
por VEGF-R1 ocasiona un desplazamiento de VEGF-A hacia VEGF-
R2, incrementando asi su afinidad hacia este ultimo. Otra posibilidad
es que si se expresaran tanto VEGF como PIGF en una misma
célula, pueden formar un heterodimero capaz de ligarse y activar a
VEGF-R1, pero también de inducir la dimerizaciébn y por tanto,
nuevas propiedades de ambos receptores (VEGF-R1 y VEGF-R2)
(Park et al, 1994; Malamitsi-Puchner et al, 2005; De Falco, 2012). Lo
anterior originaria una respuesta angiogénica mayor a la esperada,
lo que explicaria el que algunos estudios in vitro sugieran que PIGF
puede potencializar la accion de VEGF (Park et al, 1994; Ahmed et
al, 2000; Autiero et al, 2003).

Esto porque PIGF de manera solitaria es un factor con una
débil respuesta al estimular la quimiotaxis y proliferacion de las
células endoteliales, en concentraciones fisiologicas normales. En
ratones, su ausencia no compromete el desarrollo embrionario, e
incluso la cria nace saludable y fértii (De Falco, 2012). Sin
embargo, en ratones adultos el Knock out de PIGF, perjudica la
angiogénesis y arteriogeénesis en condiciones patoldgicas, como en
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los crecimientos tumorales, en corazén y en la isquemia ocular (De
Falco 2012).

El PIGF se expresa durante el desarrollo embrionario
temprano. En roedores este factor es abundante en las células
gigantes del trofoblasto que estan asociadas a la pared del saco
vitelino, por lo que se cree que podria desempefiar un papel
fundamental en la coordinacion de la vascularizacion placentaria
(De Falco, 2012). El PIGF también ha sido identificado en tejidos
placentarios de especies como las ovejas, en donde la expresiéon de
VEGF y PIGF en carunculas y cotiledones aumenta conforme la
gestacidon avanza, relacionando a ambos factores con el crecimiento
vascular placentario (Regnault et al, 2002). En humanos se ha
demostrado una abundante expresién de PIGF por las células del
trofoblasto (Krauss et al, 2004), y se ha determinado que la
expresion tanto de VEGF, PIGF y sus receptores, son diferentes a lo
largo de la gestacion. El VEGF y el VEG-R2 tienen una mayor
expresion durante los primeros dos trimestres de gestacion, por lo
gue es posible que se involucren en el establecimiento de las camas
capilares del mesenquima y de las vellosidades intermedias
inmaduras; mientras que el PIGF y el VEGF-R1, incrementan su
expresion en el Ultimo tercio de gestacion, para finalizar la formacién
y la maduracion capilar (Ahmed et al, 2000; Malamitsi-Puchner et al,
2005).

En cuanto a su regulacion, algunas investigaciones sugieren
que el oxigeno es el principal regulador del balance entre las
funciones de VEGF y PIGF, sin embargo, algunos estudios indican
la presencia de grandes cantidades de PIGF en aquellas células
expuestas a condiciones hipoxicas, sin embargo, la region
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potencializadora de PIGF no demuestra la presencia de alguna
secuencia del gen conocido como Elemento Sensible a Hipoxia
(HRE) como se observa para VEGF-A y VEGF-R1. Sin embargo
esta region de PIGF presenta varias secuencias de reconocimiento
para los Factores e transcripcion de respuesta a Metales 1 (MTF-1)
y para el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas (NF-kB ) .Ya que en diferentes experimentos
relacionados con estos factores sobre fibroblastos de embrion de
ratbn y sobre células renales de embrion humano en condiciones
hipoxicas, se demostré que la expresion de PIGF se puede regular a
través de estos factores(De Falco 2012). Sin embargo, la
sobreexpresion de HIF-1 en las células endoteliales o en células
cardiacas influye positivamente en la expresion de PIGF (Yamakawa
et al, 2003; De Falco, 2012). Por el contrario, otros estudios
mencionan que en algunas patologias, el PIGF estimula su
expresion en condiciones de hiperoxia y que esta expresion decrece
en condiciones de hipoxia, mientras que VEGF y sus receptores se
encuentran regulados de manera creciente por condiciones
hipdéxicas (Malamitsi-Puchner et al, 2005; Shibata et al, 2005).

Cabe mencionar que PIGF es también expresado de manera
fisiolégica normal, pero en menor concentracion, en otros érganos,
como; el corazon, pulmon, glandula tiroides, musculo esquelético y

tejido adiposo.
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GESTACIONES INTERESPECIES

Una gestacion interespecie es aquella presentada entre
individuos de diferentes especies. Por lo general, este tipo de
gestaciones se llevan a cabo con fines de investigacion para la
conservacion de una especie, asi como con fines académicos, para
poder estudiar la fisiologia y comportamiento de los diversos
factores que son de suma importancia para que sea exitosa una
gestacion y que por lo regular se presentan de diferente manera en
comparacién con una gestacion normal de cualquiera de las
diferentes especies que se estan cruzando. Ademas los hibridos
mamiferos tienen un gran potencial para el estudio de la impronta
genética, asi como para conocer las diferencias bioquimicas,
fenotipicas y endocrinoldgicas entre las diferentes especies (Allen et
al, 1993). Por ejemplo; dentro de las gestaciones interespecie mas
estudiadas, se encuentran aquellas establecidas entre équidos

(Equus ferus X Equus africanus).

Un claro ejemplo del control que poseen los genes
improntados sobre el desarrollo placentario y la producciéon de sus
hormonas placentarias, es aquel ocurrido entre gestaciones
interespecies de yeguas cargadas con semen de burro, y burras
cargadas con semen de caballo, ya que al analizar las membranas
coridnicas y el desarrollo de las copas endometriales es mucho
mayor en el Utero de la burra, en comparacion con el Utero de la
yegua. Hechos consistentes al presentarse una gestacion
interespecie entre una burra con un caballo, donde se observa el
gran desarrollo de las copas endometriales en comparacion con
aguellas presentadas en las yeguas cargadas con semen de burro,

en donde el poco desarrollo del corion junto con una nula formacion

39



de las copas endometriales, ocasiona la pérdida de la gestacion
antes del dia 100 (Allen et al, 1993). Estos hechos sugieren que el
Gtero de la burra es mas permisivo que el utero de la yegua, en
términos de aceptar algun embridn externo o diferente a su especie
(Allen et al 1993). En cuestiones hormonales, cuando una yegua
esta gestante de un burro, las copas endometriales derivadas de las
células corionicas del embrién, son rapidamente rechazadas por la
yegua, por lo que las concentraciones de la Gonadotropina
Coridnica equina (eCG) incrementan un poco entre el dia 40-60 de
gestacion, después iran disminuyendo hasta alcanzar niveles
indetectables entre la semana 7 y 11 de gestacion. Esta falta de
soporte de gonadotrépico resultard en una baja actividad de los
cuerpos lateos de la gestacion y por consiguiente, bajas
concentraciones de progesterona, lo que puede aumentar la
incidencia de abortos (Boeta y Zarco 2010). Por lo que la
produccion de este tipo de gestaciones interespecie, puede ser
utilizada como modelo natural para obtener informacion respecto al

papel que desempefia la hormona eCG (Boeta y Zarco 2012).

En otros trabajos realizados sobre gestaciones interespecie,
se concluyd que no es posible transferir un embrién puro de Cabra
Ibérica Espafiola a una cabra doméstica, ya que ésta gestaciéon no
llega a término (Fernandez Arias et al, 1999). Sin embargo, cuando
se emplearon hibridos como receptores de embriones puros de
cabra ibérica, si es posible obtener crias viables (Fernandez Arias et
al, 2001). Ademas en este estudio se demostrO que existen
diferencias anatomicas e histoldgicas en una gestacion interespecie
de este tipo en comparacion con las gestaciones normales de
cualquiera de las otras dos especies. Ya que la longitud de las
vellosidades placentarias es mayor en este tipo de gestaciones
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interespecie, las células BNC son mas grandes, y la concentracion
de la glicoproteina asociada a la gestacion (PAG), es mayor en las

gestaciones interespecie de este tipo (Fernandez Arias et al, 2001).

Otro trabajo importante sobre gestaciones interespecie, fue el
realizado con fines de conservacién del Vison Europeo, en donde se
produjeron crias F1 cruza de Vison Europeo con un Hurén
domeéstico, dando como resultado individuos F1 sanos y fértiles.
Estos individuos fueron utilizados como receptores de embriones
puros de Vison Europeo, teniendo como resultado final la
sobrevivencia del 25% del total de los embriones transferidos, lo que
abre una ventana a la investigacion y conservacion del Visén
Europeo, el cual se encuentra en peligro de extincion (Amstislavsky
et al, 2004).

En cuanto a los trabajos realizados en gestaciones
interespecies Ovis aries X Ovis Canadensis, Delgadillo et al (2003)
determinaron y compararon por primera vez el niumero diploide (2n)
y morfologia cromosomica del borrego hibrido producto de la cruza
entre borrego Cimarrén (Ovis canadensis) y borrego doméstico (
Ovis aries), dando a conocer que el hibrido de esta cruza es fértil y
el arreglo cromosémico de las dos especies y el hibrido es igual; ya
que tienen un numero cromosOmico de 2n=54, formado por tres
pares de submetacéntricos grandes y 23 pares de cromosomas

acrocéntricos que varian en tamafio.

Por otro lado, Calderon(2009), realizé un seguimiento de las
concentraciones de progesterona y describi6 la morfologia e
histologia placentaria de tres diferentes tipos de gestaciones; una
gestacion intraespecifica de oveja domeéstica, una gestacion
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intraespecifica de wuna borrega cimarréon, y una gestacion
interespecifica producto de la cruza de oveja doméstica, con
borrego cimarron. En sus resultados encontré6 mayores
concentraciones de progesterona en las gestaciones domésticas a
partir de la semana 17, en comparacion con las crias hibridas
(P<0.05). La longitud de las placentas, su peso y el diametro de los
cotiledones fue menor en las placentas de crias hibridas,
comparadas con los otros dos grupos (P<0.05), se observo de
manera cualitativa un menor grosor y vascularizacion en las
placentas de las crias hibridas en comparacion con los otros dos
grupos, ademas de que las crias hibridas presentaron un menor
tamafo y peso en comparacion con las crias domésticas (P<0.05), y
finalmente, a través de microfotografias, se observdé una menor
cantidad de células binucleadas en las gestaciones hibridas en

comparacion con los otros dos grupos.
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Il JUSTIFICACION

La utilizacion de técnicas de reproduccion asistida en fauna
silvestre ha sido contemplada como una herramienta en la
conservacion de especies amenazadas. Sin  embargo, se
desconocen las caracteristicas fisioldégicas y endocrinolégicas de los
modelos de gestaciones interespecies, ya que pocos han sido
exitosos. Basado en lo anterior, son numerosos los factores
relacionados con el desarrollo placentario y fetal, por lo que es
necesario conocer el papel que juega la P4, el VEGF y el PIGF en el
desarrollo de la vascularizacion placentaria, asi como comparar la
concentracion de estos factores a lo largo de gestaciones
intraespecies de ovejas domésticas con gestaciones interespecies
hibridas (Ovis aries x Ovis canadensis) donde se ha visto que el

tamafo placentario y fetal se encuentra limitado.

V. HIPOTESIS

Debido a que P4, VEGF y PIGF son importantes para el
desarrollo placentario y a que en gestaciones hibridas de Ovis aries
con Ovis canadensis se han observado fallas en la placentacion, se
plantea que en este tipo de gestaciones habra una menor
produccion de P4, VEGF y PIGF, lo cual puede estar asociado con
el inadecuado desarrollo placentario y bajo peso al nacimiento de

las crias producto.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar las concentraciones de progesterona, VEGF y
PIGF-1 durante la gestacion interespecifica (Ovis aries X Ovis
canadensis) y comparar estas concentraciones con aguellas
obtenidas durante gestaciones normales de ovejas domésticas,

evaluando su relacién con el desarrollo placentario y fetal.

Objetivos especificos.

- Determinar y comparar las concentraciones de progesterona,
VEGF y PIGF-1 en gestaciones interespecificas (Ovis aries X Ovis

canadensis) o intraespecificas (O. aries X O. aries).

- Comparar las dimensiones de la placenta y de los cotiledones al
parto en gestaciones interespecificas (Ovis aries X Ovis canadensis)

o intraespecificas (O. aries X O. aries).

- Determinar las caracteristicas morfométricas y el peso de las crias
al nacimiento producto de gestaciones inter o intraespecificas.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Localizacion y animales

El presente trabajo se realizé en el Centro de Ensefianza,
Investigacion y Extension en Produccion Ovina (CEIEPO) ubicado
en Tres Marias, Morelos. Asi como en el Departamento de
Reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la UNAM).

Inicialmente se utilizaron 20 borregas adultas de la raza
Suffolk para formar dos grupos de hembras gestantes. El grupo 1
(gestacion doméstica) se conformé por 10 borregas suffolk
inseminadas con semen de borrego domeéstico y el grupo 2
(gestacion hibrida) por 10 borregas suffolk inseminadas con semen

de Cimarrén. Se contd finalmente con seis hembras gestantes por

grupo.

Sincronizacién e inseminacion artificial

La sincronizacion de las ovejas de ambos grupos se realiz
mediante la colocacion intravaginal de CIDR’s con 300 mg de
progesterona natural (Eazi-Breed© CIDRO®, Inter Ag, Nueva
Zelanda), los cuales permanecieron durante 11 dias y al momento
del retiro del dispositivo se administraron intramuscularmente 100 Ul

de gonadotropina coriénica equina (Folligon, Intervet México).

Se realizé6 la inseminacion artificial intrauterina mediante

laparoscopia, entre las 56 y las 60 horas posteriores al retiro del
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CIDR y la administracion de eCG. Las ovejas fueron privadas de
agua y alimento durante las 24 horas anteriores a la inseminacion.
Se anestesiaron con 0.45 mg/kg de xilacina al 10 % (Sedazine, Fort
Dodge, USA) y 1 mg/kg de ketamina (Anesket, Pisa, México). Una
vez anestesiadas, se esquild la lana cercana a la ubre y se lavo la
regiéon abdominal con jabon quirdrgico, y se desinfectdé con benzal.
Se colocaron en una mesa para inseminacion intrauterina en
posicion de decubito dorsal (posicion de Trendelemburg modificada)
y se introdujo una aguja de Veress para insuflar la cavidad
abdominal. Posteriormente se realizaron dos incisiones,
aproximadamente a 4 cm a cada lado de la linea media y por debajo
de la ubre, insertando dos trécares con céanulas de 5 mm de
diametro, por una de ellas, se introdujo un laparoscopio recto de 5
mm de diametro para la visualizacion del Gtero y por la otra canula,
se introdujo el aplicador para semen, inseminando cada uno de los
cuernos uterinos con una dosis de semen de borrego domeéstico
(grupo 1) o Cimarrén (grupo 2) con100x10° de espermatozoides,
envasado en pajillas de 0.25ml. Finalizada la inseminacion se
suturaron las incisiones, se administraron por via endovenosa 2.2
mg/kg de peso vivo de meglumina de flunixin como analgésico y
desinflamatorio no esteroidal (Finadyne, Schering-Plough, México) y
durante siete dias se administré por via intramuscular clorhidrato de
ceftiour (Img/kg) como antibiético (Killen y Caffery, 1982; Maxwell,
1986).

46



Diagndstico de Gestacion

Entre los dias 15 y 19 después de la inseminacion artificial, se
verificd el no retorno al estro, utilizando machos enteros cubiertos
con un mandil. A las borregas que no retornaron al estro, se les
realiz6 en el dia 37 post inseminacion una ultrasonografia de
imagen y tiempo real, utilizando un transductor lineal de 7.5 Mhz y
40 mm de longitud, el cual se introdujo rectalmente para verificar la
presencia de vesiculas embrionarias, el latido cardiaco del feto en
formacién y el desarrollo de los placentomas (Quintela et al, 1999;
Martinez-Rojero, 1999; Yotov, 2005).

Muestras sanguineas

Se inici6 la toma de muestras de sangre a partir del dia en
qgue se confirmé el diagnostico de gestacion y se continué una vez

por semana hasta el momento del parto.

La muestras de sangre se obtuvieron por puncion yugular,
utilizando agujas y tubos Vacutainer de 7 ml. Una vez tomadas las
muestras, se colocaron en una gradilla de laboratorio y se dejaron
reposar por al menos 30 minutos. Pasado este tiempo, se
centrifugaron por dos minutos a 2,500 rpm para después separar el
suero, envasarlo y conservarlo a -20°C hasta su analisis en el
laboratorio. La técnica de RIA para determinar las concentraciones
séricas de Progesterona y ELISA para determinar las
concentraciones séricas de VEGF y PIGF-1.
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Procesamiento de las muestras

Radioinmunoensayo

La progesterona se determind por duplicado en un solo
ensayo, tomando 100 pl del suero obtenido de las muestras
sanguineas. Para ello se utilizé un estuche comercial (Coat-A-Count
Progesterona) de radioinmunoensayo en fase solida, siguiendo el
meétodo descrito por el fabricante. La sensibilidad del ensayo fue de

0.1 ng/ml y el coeficiente de variacion intraensayo fue de 3.6%.

Enzimo-inmunoanalisis (ELISA)

Para la determinacion de las concentraciones séricas del
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) se realizd un
ensayo tipo sandwich directamente proporcional y se siguieron las
instrucciones del fabricante (PEPROTECH® Human VEGF No.cat
900 K-10, lote #0709019). Este kit detecta la isoforma VEGF?
humana. La sensibilidad del ensayo fue de 30 pg/ml, con un

coeficiente de variacion intraensayo de 9.7%.

Para la determinacion de las concentraciones séricas del
factor de crecimiento placentario (PIGF-1) se realizé un ensayo tipo
sandwich directamente proporcional y se siguieron las indicaciones
del fabricante (PEPROTECH® Human PIGF-1 No.Cat 900 K-307,
LOTE # 0605307). En el caso de PIGF-1, el limite de deteccion fue
de 61 pg/ml y el coeficiente de variacion intraensayo fue menor al
10%.
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Morfometria de las placentas

Las placentas que se recuperaron al parto fueron extendidas
en una mesa, se extendieron para medir su longitud a lo largo y a lo
ancho, ademas de dividir su superficie en cuatro cuadrantes (figura
a). De cada uno de ellos se obtuvieron tres cotiledones
aleatoriamente, a los cuales se les midié el diametro mayor y el
diametro perpendicular al eje mayor para obtener el didmetro
promedio (figura b), con el cual se calcul6 el area de contacto
mediante la formula A = nr2. Finalmente, se contaron la totalidad de
los cotiledones de la placenta (Penninga y Longo, 1998; Schmidt,
2005; Parraguez et al, 2006) y se obtuvo el area cotiledonaria total
multiplicando el area promedio de cada cotiledén por el nimero total

de cotiledones.

Figura a.- Division de la placenta en cuatro cuadrantes.
Sefalizacion de los cotiledones medidos por cuadrante.

Figura b- Medicion de los ejes longitudinal mayor y
perpendicular de los cotiledones placentarios.
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Morfometria de las crias

Al parto, las crias fueron pesadas con una bascula de reloj y
se determind su longitud craneo-caudal, craneal, de las
extremidades anteriores abarcando desde la region inter-escapular
hasta el suelo, de las extremidades posteriores considerando de la
punta del ilion hasta el suelo y por ultimo, se midio la distancia entre

el pliegue ano-caudal y la punta de la cola (Romualdo et al, 2004)

Analisis estadistico

Para las concentraciones de progesterona, VEGF y PIGF-1,
los datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias (tipo de cruza
vs. semana o0 tercio de gestacidn) seguida de la prueba de
Bonferroni (Blanca-Mena, 2004; Ducoing ,2009).

Para comparar en cada cruza la existencia de cambios en las
concentraciones de progesterona, VEGF y PLGF a través de los
tercios de la gestacion, los datos se analizaron mediante ANOVA
seguida de la prueba de Tukey (Blanca-Mena, 2004; Ducoing
,2009).

Para calcular el area cotiledonaria total, los datos se
analizaron mediante una t de Student no pareada de una cola
(Ducoing ,2009).

Para el andlisis de las variables longitud de la gestacién, peso
y caracteristicas morfométricas de las crias al nacimiento, se
utilizaron pruebas de distribucion normal (Shapiro-Wilk) y de
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homogeneidad de varianzas (Levene). Después se aplicé la prueba
de Bonferroni.

Los datos se presentan como el promedio + EE (error
estandar de la media). Los valores de la probabilidad menores a
0.05 (P<0.05) fueron considerados estadisticamente significativos.

VII. RESULTADOS

Efecto del grupo 1 y 2 (doméstico e hibrido), sobre las
concentraciones séricas de progesterona a lo largo de la

gestacién

El perfil de progesterona medido semanalmente a lo largo de
la gestacion del grupo 1y 2 se presenta en la Figura 1 (panel A).
De la semana 5-14 no se observaron diferencias entre ambos
grupos (p > 0.05). Sin embargo, a partir de la semana 15 y hasta el
final de la gestacién, las concentraciones del grupo 1 se
incrementaron de manera exponencial (p < 0.05), resultados
consistentes con el ultimo tercio de gestacion de la Figura 1 (panel
B) en donde se aprecia este incremento de la concentracién de
progesterona, correspondiente a 2.4 veces mas, que en el grupo 2
(p < 0.05), el cual se mantiene constante a lo largo de toda la

gestacion.
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Efecto del grupo 1 y 2 (doméstico e hibrido), sobre las

concentraciones séricas de VEGF alo largo de la gestacién

El perfil de VEGF medido semanalmente a lo largo de la
gestacion del grupo 1 6 grupo 2 se presenta en la Figura 2 (panel
A). Los resultados demuestran que no hay diferencias significativas
(p > 0.05) en las concentraciones de VEGF entre ambos grupos,
mientras que la comparacion por tercio de gestacion, indicé que
durante los dos ultimos tercios, el grupo 2 presenta una

concentracion mayor de VEGF (p < 0.05), Figura 2 (panel B).

Efecto del grupo 1 y 2 (doméstico e hibrido), sobre las
concentraciones séricas de PIGF a lo largo de la gestacion

El perfil semanal de la concentracion de PIGF a lo largo de la
gestacion del grupo 1 y 2 se presenta en la Figura 3 (panel A).
Los resultados demuestran que no hay diferencias significativas (p >
0.05) en las concentraciones de VEGF entre ambos grupos. Sin
embargo, al evaluar este factor por tercios de gestacion, se observa
un incremento significativo en el dltimo tercio en el grupo 1 sobre los

demas tercios y sobre el grupo 2. Figura 3 (panel B); (p < 0.05).
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Figura 1. Cambios en la concentracion de progesterona sérica en
el grupo 1 y grupo 2. A) Perfil semanal de la concentracion de
progesterona y B) diagramas de barras de la concentracion de
progesterona por tercio de gestacion de acuerdo al tipo de grupo. *
Indica diferencias significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos
para cada periodo de tiempo.
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Figura 2. Cambios en la concentracion de VEGF en el grupo 1y
grupo 2. A) Perfil semanal de la concentracion de VEGF y B)
diagramas de barras de la concentracion de VEGF por tercio de
gestacion de acuerdo al tipo de grupo. * Indica diferencias
significativas al nivel de p < 0.05 entre grupos para cada periodo de
tiempo.
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Figura 3. Cambios en la concentracién de PIGF en el grupo 1y
grupo 2. A) Perfil semanal de la concentracion de PIGF y B)
diagramas de barras de la concentracion de PIGF por tercio de
gestacion de acuerdo al tipo de grupo. * Indica diferencias
significativas al nivel de p < 0.05 entre los grupos para cada periodo
de tiempo.
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Con la finalidad de comprobar en cada tipo de gestacion, la
existencia de cambios en las concentraciones de progesterona, el
VEGF y el PIGF a través de los tercios de gestacion, se realizaron
graficas antes-después Figura 4. Esta representacion brinda una
evaluacion de los cambios ocurridos a lo largo de mediciones
consecutivas, ya que el sentido de la flecha indica la direccion del
cambio, mientras que la magnitud del cambio es representada por la

longitud de la flecha.

En el grupo 1 se presentdé un incremento en progesterona
durante el dltimo tercio, equivalente a 2.7 y 1.9 veces la
concentracion medida en el primer y segundo tercio,
respectivamente (panel A; p < 0.05). En contraste, el grupo 2
presentd concentraciones similares durante los tercios de gestacion
(panel A; p > 0.05).

Para el grupo 1, la concentracibn de VEGF circulante
presento, a partir del segundo tercio, una disminucion significativa y
sostenida (panel B; p < 0.05). Caso contrario para el grupo 2, en
donde los valores de VEGF se mantuvieron sin cambios a lo largo

de la gestacion (panel B; p > 0.05).

El PIGF medido durante la gestacion del grupo 2 no se
modificé. A diferencia del grupo 1, que presentaron concentraciones
distintas del PIGF durante el segundo y ultimo tercio de gestaciéon
(panel C; p < 0.05).
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Figura 4. Graficas antes-después de la concentracion de A)
Progesterona B) VEGF C) PLGF medidos para cada tipo de grupo
de acuerdo a los tercios de gestacion. a,b ; Literales distintas entre
los tercios para cada grupo, indican diferencias significativas al nivel
de p < 0.05. NS indica no significativo.

Efecto del grupo 1 y 2 (doméstico e hibrido) sobre el
tiempo de gestacion, las caracteristicas de la placenta y la

morfometria de las crias

De las 10 borregas Suffolk inseminadas en cada grupo,
Gnicamente se obtuvieron 6 borregas gestantes de cada grupo. De
éstas, las ovejas del grupo 2 presentaron una gestaciéon mas larga
que las del grupo 1 (153 + 0.9 vs. 147 + 0.8 dias, respectivamente;
p < 0.05).

En el Cuadro 1 se presenta un resumen de la morfometria
placentaria de ambos grupos. El numero total de cotiledones fue
similar en ambos grupos (p > 0.05). No obstante, el area ocupada
por cada cotileddn resulté significativamente mayor en las placentas

obtenidas del grupo 1 (p < 0.05). Sin embargo, cuando se
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determiné el area cotiledonaria total, es decir; la cantidad total de

area ocupada por los cotiledones dentro de la placenta, las ovejas

del grupo 1 presentaron un area cotiledonaria 3 veces mayor que el

grupo 2 (p < 0.05).

Con respecto a la morfometria de las crias, las que nacieron

de las ovejas del grupo 1 presentaron un mayor peso (p < 0.05) y un

mayor tamafo, a juzgar por las medidas que se presentan en el

Cuadro 2.

Cuadro 1. Caracteristicas morfométricas de la placenta de ovejas

del grupo 1y grupo 2.

Medidas placentarias

Longitud | Ancho Numero de | Areade Area
Grupo cm cm cotiledones | cotiledén | cotiledonaria
mm? total mm?®
1 94.1+17.3 30.5+15.9 | 72.8+10.3 9.2+11 669.7
5 69.4 + 19.0 17431 | 56.8%6.7 39105 2215
= <0.05 >0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Se estimé un nivel de p<0.05 para considerar una diferencia como

significativa.
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Cuadro 2. Caracteristicas morfométricas de las crias nacidas de
ovejas del grupo 1 6 grupo 2.

G
R Peso Longitud Longitud Longitud | Longitud | Longitud No. De
k craneal créneo- miembro | miembro | Pliegue
u o) caudal anterior posterior analg- Zsrlt:lzg?z
[
punta de
0 la cola
1 46+02 |16.0+x03 |733x12 |419+x05 | 39x1.2 16.0 £ 16
0.3
2 21+01 |151+04 |624+19 |345+10 311+ 151+ 8
1.9 0.4
P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Se estim6 un nivel de p<0.05 para considerar una diferencia como

significativa.
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VIII. DISCUSION

En el presente trabajo, se logré demostrar que el PIGF-1y la
hormona progesterona cumplen con lo establecido por la hipétesis,
es decir, se encontraron reducidas sus concentraciones en el grupo
2, en comparacion con el grupo 1, lo que podria asociarse con un
inadecuado desarrollo placentario y bajo peso al nacimiento de las
crias. Sin embargo para el caso de VEGF, se observo la presencia
de mayores concentraciones de este factor en el grupo 2, en

comparacion con el grupo 1.

Concentraciones séricas de los diferentes factores analizados

Progesterona.

En el presente trabajo se encontré que las concentraciones
séricas de progesterona del grupo 1 fueron a partir de la semana 14,
superiores a las obtenidas por el grupo 2, y con un patron de
secrecion similar al descrito anteriormente en ovejas domésticas
(Ranilla et al, 1994), ya que también se observa en el ultimo tercio
de gestacion un marcado incremento de esta hormona.

Sin embargo, en el grupo 2, las concentraciones de progesterona no
se incrementaron en forma significativa conforme avanzé Ila
gestaciéon, algo que ya habia sido determinado anteriormente en
este tipo de gestaciones interespecies (Calderdn et al, 2009; Mejia
et al, 2011). Como resultado, durante el ultimo tercio de la gestacion

en el presente trabajo, las concentraciones de progesterona fueron
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muy inferiores en gestaciones hibridas comparadas con las
domésticas. Es importante recordar que en la oveja, la placenta
comienza a secretar cantidades importantes de progesterona
(>10ng/ml) a partir de mediados del segundo tercio y hasta el final
de la gestacion, ( Manalu y Sumaryadi,1998; Calderén, 2009),
tiempo mediante el cual ocurre el crecimiento exponencial de los
placentomas y del feto ( Hansen P.J, 1998; Spencer et al ,2004), por
lo que la falta de un incremento en las concentraciones de
progesterona durante el segundo y tercer tercio de la gestacion del
grupo 2, podria estar relacionado con un reducido desarrollo
placentario 6 con crias de bajo peso al nacimiento. Relacionando
las concentraciones de progesterona con el desarrollo de la
placenta Mark et al (2006) encontraron que en ratas, la reduccion de
la progesterona circulante al final de la gestacién, reduce el
crecimiento placentario y fetal. Resultados similares encontrados en
cerdos, donde Razdam et al (2004), demostraron que existe una
correlacién positiva entra la cantidad de progesterona secretada y el
tamafio placentario en cerdas con alimentacion controlada, ya que
al administrar progesterona exégena durante los primeros 30 dias
de gestacion, aumentaba el tamafio placentario.

Sin embargo, seria conveniente investigar si  la deficiente
produccién de progesterona en el grupo 2 es la causa o la
consecuencia del insuficiente desarrollo placentario.

En otras gestaciones hibridas, por ejemplo entre equinos, se
ha determinado que el genotipo fetal puede afectar la secrecion de
diferentes hormonas durante la gestacion. Asi, el genotipo fetal
afecta la secrecion de la gonadotropina coridnica equina (eCG), ya
gue cuando una yegua gesta una cria hibrida producto de la monta
con un burro, su produccion es menor y su patron de secrecion es
diferente (Allen et al. 2003). Se conoce ahora, que esto se debe a
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que la gestacion de las crias mula origina una deficiente formacion
de las copas endometriales y por tanto, la secrecion de menores
concentraciones de gonadotropina coridnica equina (eCG) (Boeta y
Zarco, 2010, 2012). La deficiente secrecion de eCG en gestaciones
mulares resulta también en menores concentraciones de
progesterona debido a la falta de soporte gonadotrépico en este

tipo de gestaciones (Boeta y Zarco, 2012).

Se conoce también que las concentraciones de progesterona
a lo largo de la gestacion, pueden ejercer un efecto importante
sobre las caracteristicas morfométricas de las crias. Manalu-
Sumayardi (1998) encontré que los altos niveles de progesterona
circulante, permiten la movilizacién de acidos grasos y de glucosa
de las reservas del cuerpo de la madre, los cuales se transportan a
la circulacion materna y llegan a la placenta, en donde son utilizados
por el feto para su crecimiento, por lo que de no haber suficiente
progesterona, es posible que se afecte el tamafio y peso de las

crias, como lo ocurrido en el presente estudio.

VEGF y PIGF-1.

Contrario a lo que se esperaba encontrar a lo largo de una
gestacion interespecies (Ovis aries x Ovis canadensis) como la aqui
estudiada, los niveles séricos de VEGF durante el primer tercio de la
gestacion, fueron similares a los de las gestaciones intraespecificas
(Ovis aries x Ovis aries). En cambio, durante el segundo y tercer
tercios, los niveles de VEGF permanecieron elevados en las
gestaciones hibridas, mientras que en las gestaciones domeésticas

presentaron un significativo decremento en relacion al primer tercio.
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Esto es similar a los incrementos anormales de los niveles
plasmaticos de glicoproteinas asociadas a la gestacion (PAG) que
se presentan en las gestaciones de los hibridos entre Ibex (Capra
pyrenaica pyrenaica) y cabras domésticas (Capra hircus), que
pueden ser reflejo del esfuerzo que realiza el feto de una especie
diferente a la de la madre para establecerse y sobrevivir en un

medio hostil (Fernandez Arias, 1999).

Es interesante resaltar que las gestaciones interespecies
aqui planteadas, presentan caracteristicas similares a ciertas
patologias en gestaciones humanas, como la preeclampsia, la cual
origina hipertension materna, proteinuria, disfuncién endotelial y
alteraciones en los factores angiogénicos. McCarthy et al (2011)
encontraron altas concentraciones del receptor SVEGF-R1 vy
menores concentraciones de VEGF y PIGF en mujeres con
preeclampsia. Sin embargo, Rath y Tripathi (2012) encontraron
mayores concentraciones séricas de VEGF en mujeres con este
padecimiento, pero coinciden con lo anterior en cuanto a la sobre
produccion de su receptor soluble. Alteraciones que podrian explicar
los resultados obtenidos en las gestaciones hibridas del presente
estudio, en donde una deficiente perfusién uterina, traera consigo
bajos niveles de oxigeno disponible, alterando asi la produccion de
VEGF, VEGF-R1 y por lo tanto del sVEGF-R1. Al respecto
Rajakumara et al (2004) demostraron que en gestaciones humanas
afectadas por preeclampsia, la excesiva produccién de factores
inductores de hipoxia (HIFs), desequilibra la expresion de varios
genes y afecta las funciones normales de la placenta. Ademas,
altera la presencia y disponibilidad del VEGF y sus receptores
VEGF-R1 y sVEGF-R1, éste Ultimo encargado de secuestrar a
VEGF y de evitar por tanto su actividad biolégica. Un mecanismo
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como este podria también explicar que se detectara un aumento de
las concentraciones de VEGF en las gestaciones hibridas, en
comparacion con las domésticas, ya que puede especularse que en
las placentas de las gestaciones hibridas el desarrollo de un medio
constantemente hipoxico, origine la liberacion de mayores
cantidades de HIFs y un consecuente incremento en la secrecion de
VEGF. Sin embargo, este factor no tendria la actividad biologica
esperada, ya que podria encontrarse secuestrado por su receptor

soluble.

Al respecto, Ahmed et al (2000) mencionan que durante los
dos primeros tercios de la gestacibn en humanos, el VEGF y su
receptor VEGF-R2, tienen una mayor expresion en los tejidos
placentarios al iniciar la formacion del lecho capilar y que esta
expresion se ve disminuida en el dltimo tercio. En cambio, en el
altimo tercio de la gestacién son el PIGF y el VEGF-R1, quienes
favorecen el completo desarrollo de la placenta y potencializan el
desarrollo y crecimiento del producto. Relacionado con lo anterior,
Muetze et al (2010) mencionan qgue en humanos, durante un
embarazo normal, la formacion del lecho capilar en el dltimo tercio
de gestacion, es sostenido y regulado por el PIGF. Sin embargo,
cuando ocurre alguna patologia durante el embarazo como en la
preeclampsia, existe una alteracion en la interaccion de PIGF con su
receptor VEGF-R1, lo que parece inducir al incompleto desarrollo
del lecho vascular a lo largo de toda la gestacién, ocasionando un
ambiente placentario hipéxico constante, asi como fetos que sufren

restriccion del crecimiento intrauterino.
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En el presente trabajo, el PIGF-1 presentd menores
concentraciones en las gestaciones hibridas en comparacion con
las domésticas, en especial en el ultimo tercio de gestacion, durante
el cual deberian de haberse incrementado sus valores de la misma
manera en que ocurri6 en las gestaciones domeésticas. Estos
resultados similares a los obtenidos por Malamitsi-Puchner et al
(2005) en humanos, donde mencionan que aquellas mujeres que
presentaron durante su embarazo el sindrome de restriccion del
crecimiento intrauterino (IUGR),-(definido como la incapacidad fetal
de alcanzar su potencial de crecimiento genéticamente
determinado, en el Gtero)- (Muetze et al, 2010), tenian menores
concentraciones de PIGF, en comparaciéon con aquellas mujeres
con embarazos normales. También mencionan que existe una
asociacion entre los bajos niveles de PIGF en la circulacion
materna, de mujeres que padecen preeclampsia y la presentacion
de placentas pequefias con recién nacidos con bajo peso y tamafio

al nacimiento.

Por tanto, tiene sentido que en el presente estudio, las
gestaciones hibridas tuvieran un menor crecimiento placentario y
fetal, cuyas consecuencias fueran un menor desarrollo de los
cotiledones placentarios y el nacimiento de crias de menor peso y
tamafio. Ademas es posible afiadir que algunos autores mencionan
que de encontrarse la expresion del gen del factor inductor de
hipoxia 1A (HIF1A), inducida por la progesterona, las deficiencias
en su secrecion a lo largo de la gestacion, pueden modificar la
expresion de los HIFs y consecuentemente la expresiéon de VEGF
en el endometrio materno y en el trofoectodermo del embridon
(Bazer, 2008).
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Duracién de la gestacién

En el presente estudio se encontré6 que la duracién de la
gestacion de borregas domésticas inseminadas con semen de
borrego cimarrén fue mayor a la de borregas domésticas gestantes
de borrego doméstico. La duracion de la gestacion es el periodo
comprendido entre la fecundacion y el parto. El genotipo fetal, es el
factor mas importante que determina la duracion de la gestacion y
dentro de éste, el componente paterno parece ser mas importante
que el materno (Challis, 1998; Hafez, 2002; Neill, 2005). Debido a
las diferencias genéticas se ha encontrado que los ovinos de razas
de lana larga presentan gestaciones mas largas que las ovejas de
lana corta o de pelo. El inicio del parto depende de una sefal
iniciada por el embrion bajo el control de su propio genotipo, ya que
al transferir un embrién de raza de lana larga y otro de raza de lana
corta produce una gestacion de duracion similar a la de la raza del
embridbn que se caracterice por una menor. (Kitts et al. 1984 y
1985). En los bovinos, también la raza del embrién determina la
duracion de la gestacién, lo que se ha demostrado mediante la
transferencia de embriones de razas de gestacion mas corta a

hembras de gestaciones mas largas y viceversa (Kraemer 1983).

La influencia del genotipo fetal paterno se ha demostrado en
hibridos entre caballo y burro, ya que la duracion de la gestacion es
mas parecida a la de las especies del padre que a la de la madre.
Sin embargo, este parece no ser el caso en los ovinos, ya que en el
presente trabajo la duracion de las gestaciones hibridas solamente

fue 6 dias mayor que la de las gestaciones domeésticas a pesar de
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gue en la especie utilizada como paterna en este estudio (borrego
cimarrén) la duracion de la gestacion es de 175 a 179 dias (Monson
y Summer, 1990). Es decir, por lo menos 25 dias mas larga que en
la oveja doméstica. Esto significa que en este caso la duracion de la
gestacion fue mas parecida a la de la especie materna que a la de
la paterna.

Morfometria placentaria y de las crias.

Se conoce que el tamafio de la placenta determina su
capacidad para transferir nutrientes y que a su vez esta capacidad,
tiene una alta correlacion con la trayectoria del crecimiento fetal,
prenatal fetal y con su peso al nacimiento. Es importante recordar
que en el caso de los ovinos, el crecimiento placentario sucede
principalmente durante los primeros dos tercios de gestacion,
alcanzando su maximo tamanfo al dia 90 de la prefiez, mientras que
el 90% del crecimiento fetal ocurre durante el dltimo tercio de
gestacioén, por lo que existe una correlacion positiva entre el tamafio
placentario y fetal (Redmer et al, 2004). Relacionando la informacién
anterior con los resultados obtenidos en este estudio, el que en las
gestaciones hibridas el area cotiledonaria sea significativamente
menor en comparacion a la de las gestaciones domésticas, permite
inferir que se vio afectado el aporte de nutrientes y oxigeno de la
madre hacia el producto, debido a un deficiente flujo sanguineo, y
por tanto es de esperar un reducido tamafio y peso de las crias

hibridas al nacimiento ( Redmer et al, 2004).
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Se sabe que a partir del primer tercio de gestacion y
conforme ésta avanza, van desarrollandose y creciendo los lechos
vasculares de la placenta, gracias al proceso de angiogénesis
(Redmer et al, 2004).

En el dltimo tercio de la gestacién el incremento del flujo
sanguineo uterino y umbilical, favorece una mayor tasa de
crecimiento de la vascularizacion cotiledonaria en relacion a la
caruncular, lo que permite sostener el dramatico crecimiento del feto
en este Ultimo periodo (Redmer et al, 2004). Dado el menor
crecimiento fetal durante las gestaciones hibridas es de suponerse
que la causa principal de esto, sean alteraciones en la angiogénesis
placentaria que deberan estudiarse con mayor detalle en trabajos
posteriores.

El numero de los cotiledones entre las placentas de las
gestaciones hibridas y las domésticas no fue estadisticamente
diferente. Sin embargo, debe tomarse en cuenta que la formacién
de cotiledones en las placentas de los rumiantes se lleva a cabo en
el sitio en el que el atero materno tiene una cartncula, y que las
carunculas existen desde antes de la gestacion (Noakes, 2001), por
lo que no debe esperarse que su numero no depende del tipo de
gestacién aunque existan diferencias enddcrinas marcadas entre
éstas. En cambio el area promedio si fue significativamente menor
(p<0.01) en las placentas de los hibridos (2.4 veces menor)
respecto a las domésticas. A este respecto, Schmidt (2005),
encontré en placentas de bovinos domésticos, bufalos acuéticos y
bafalos africanos, que cuando el numero de cotiledones es menor,
los cotiledones desarrollan un mayor tamafio. Por el contrario,
cuando existen mas cotiledones el tamafio de cada uno de ellos se
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reduce lo que puede considerar como un mecanismo compensatorio
de la placenta, que demuestra su gran plasticidad. De esta manera,
si el utero de una hembra tiene un bajo niumero de carunculas se
promueve un mayor desarrollo de cada una de ellas. Sin embargo,
las diferencias entre grupos con respecto al area de los cotiledones
encontrada en el presente trabajo no se deben a un mecanismo
compensatorio, ya que las placentas de las gestaciones domésticas
(con mayor area cotiledonaria) no tenian menos cotiledones que los
de las hibridas, por lo que mas bien pareceria que en las
gestaciones hibridas existi6 una incapacidad para responder a
condiciones de insuficiencia placentaria (cuya existencia es sugerida
por el pobre desarrollo fetal), por lo que no desarrollaron un area
cotiledonaria similar a la que se desarroll6 en el mismo tipo de

hembras cuando estaban gestantes con un embrién doméstico.

Es importante mencionar que las placentas de las
gestaciones hibridas miden muy poco en comparacion con las
placentas de gestaciones domésticas. Lo que podria explicarse
inicialmente por la alteracion de los diversos factores angiogénicos
placentarios (VEGF, PIGF-1, etc.), lo que podria ocasionar una
insuficiencia placentaria, es decir; la reduccién del flujo sanguineo
materno-fetal, junto con la formacién de placentomas de menor
tamafio. Insuficiencia asociada con el sindrome de restriccion del
crecimiento intrauterino (IUGR) en humanos, patologia en la que se
ve afectada la placenta y el feto, ya que las vellosidades
placentarias se encuentran afectadas, ya que presentan areas
hipoperfundidas, que ocasionan una reduccion en la transferencia
de oxigeno y nutrientes hacia el feto, por lo tanto, éste se
descompensa y no desarrolla un crecimiento 6ptimo (Morrison,
2008). Entonces es claro que al reducirse el tamafio de las areas de
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intercambio placentario, (placentomas) se afecta la capacidad de
transporte de nutrientes de la madre al feto, impidiendo asi el
crecimiento exponencial que normalmente se presenta en el ultimo

tercio de la gestacion (Morrison, 2008; Brunelli et al, 2010).

Por esta razon, algunos autores consideran que la obvia
respuesta de adaptacion fetal a un Iinadecuado desarrollo
placentario, sera el presentar un menor crecimiento (Ferrazi et al,
2011).

IX. CONCLUSION

El presente trabajo demostré que una gestacion interespecie
(Ovis aries x Ovis canadensis) posee caracteristicas especificas;
como son las diferentes concentraciones de progesterona, el VEGF
y el PIGF-1. Tomando en cuenta el papel que desempefia cada uno
de estos factores a lo largo de la gestacion, asi como también las
concentraciones obtenidas en gestaciones domésticas, es posible
asociar los niveles obtenidos de cada uno de estos factores con las
medidas morfométricas placentarias, cotiledonarias y de las crias
obtenidas, las cuales se encontraron disminuidas en comparacion

con aquellas medidas obtenidas en una gestacion doméstica.

La informacién generada puede contribuir al estudio de
gestaciones interespecificas, modelo cominmente requerido para la
conservacion ex situ de fauna silvestre amenazada o en peligro de
extincion. Ademas, podria aportar informacion relevante sobre

gestaciones comprometidas y con crecimiento fetal intrauterino
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restringido, no Unicamente en animales domésticos sino también en
fauna silvestre, ya que contempla la generacion y estudio de

gestaciones entre ovinos domésticos y silvestres.

El presente trabajo permite plantear a futuro la evaluacion de
tratamientos para incrementar el tamafo placentario y en
consecuencia el tamafio fetal durante una gestacion restringida. Por
lo tanto, podria contribuir a la solucion de un problema importante

en la salud y el bienestar animal.
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