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RESUMEN

La cerda, a pesar de ser una especie prolifica, presenta pérdida embrionaria en la
peri-implantacion, donde la comunicacion materno embrionaria, la angiogénesis y
ciertos factores de crecimiento son esenciales para un adecuado proceso vascular.
El presente estudio determind la localizacion y expresion en el endometrio y tejido
uterino, respectivamente, de factores de crecimiento proangiogénicos de las
familias IGF (IGF-1 e IGF-2) y FGF (FGF2) junto con sus receptores (IGF1R, IGF2R
y FGFR2), en cerdas gestantes: 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion (n=8), y cerdas
nuliparas en las diferentes etapas del ciclo estral: proestro, estro, metaestro y
diestro (n=8). IGF1R e IGF-2 fueron localizados en diferentes estructuras e IGF-1,
IGF2R, FGF2 y FGFR2 en las fibras del estroma y en la mucosa del endometrio,
principalmente. La expresion de FGFR2 en la fase lutea del ciclo estral fue
significativamente mayor en comparacion a la expresion a los 14, 16 y 18 dias de
gestacion y en la fase folicular del ciclo estral. Dichos resultados podrian indicar
actividad autocrina y paracrina apoyandose por hormonas esteroides a lo largo del
periodo de peri-implantacion donde IGF-1 e IGF-2 funcionan como principales
factores de crecimiento en la angiogénesis tanto placentaria como en la
implantacion embrionaria junto con FGF2, pero este ultimo solo en momentos de
compensacion vascular. El presente trabajo ayuda a elucidar la participacion de
factores y receptores proangiogéenicos durante la peri-implantacion en el cerdo,
apoyando también en la generacion de conocimiento aplicable a otras especies,

como el humano.



ABSTRACT

Despite being a prolific specie, the swine presents embrionic lost during peri-
implantation, problems have been described on the communication between
maternal and embrionic tissues. Angiogenesis and certain growth factors are crutial
for a success vascular process. The present study shows the localization and
expression of proangiogenic growth factors from IGF (IGF-1 and IGF-2) and FGF
(FGF2) families with their receptors (IGF1R, IGF2R and FGFR?2), in pregnant gilts:
12,14, 16 and 18 gestation days (n=8) and gilts in the estrus cycle stages: proestrus,
estrus, metaestrus and diestrus (n=8) in endometrial and uterine tissue, respectively.
IGF-2 and IGF1R were located in different structures and the localization of IGF-1
and IGF2R mainly was in the estromal elastic fibers and mucosa into the endometrial
tissue. The FGFR2 expression in the estrus cycle’s luteal phase showed a significant
increase compared to 14, 16 and 18 gestation days and estrus cycle’s proliferative
phase expressions. These results may imply autocrine and paracrine activities
supported from steroid hormones along the peri-implantation period, where IGF-1
and IGF-2 are main growth factors in angiogenesis of the placental and embryonic
implantation along with FGF2, but the latter only in moments of vascular
compensation. This study elucidates the action from proangiogenic growth factors
along with their receptors during swine peri-implantation supporting also with useful

knowledge in other species, such as humans.



INTRODUCCION

En la produccién porcina, la reproduccion es primordial para el manejo de hembras
en servicio y gestacion estableciendo como base econdémica la produccion de
lechones. Para obtener lechones con un peso éptimo y en perfecto estado de salud
es necesario seguir desarrollando conocimiento en diferentes disciplinas de la
biologia, como biologia del desarrollo, biologia tisular y biologia molecular porque,
a pesar de ser una especie prolifica, el nUmero de crias que nacen por gestacion en
las cerdas se ve directamente afectado por la tasa de ovulacién, la tasa de
fertilizacion y la supervivencia de embriones y fetos. La cerda puede tener el
potencial genético de presentar en la luz uterina desde 20 hasta 25 évulos por ciclo
estral (Town, et al, 2005) y puede presentarse una tasa de fertilizacion de los
gametos cercana al 95% (Youngs, et al, 1993; Spencer, 2013), es decir, la cantidad
de embriones tempranos puede ser alrededor de 20. Sin embargo, la pérdida
embrionaria y de conceptos puede ocurrir 1) durante el transcurso del periodo de
peri-implantacién, entre los dias 12 y 30 de gestaciéon, donde se pierde
aproximadamente el 25% de los embriones fertilizados (Ross, et al, 2009) o 2) hacia
la mitad de la gestacion, entre los dias 50 y 70 de gestacién presentandose una
pérdida entre 10 y 15% de los fetos (Pope, 1994; Wilson, et al, 1999; Knauer y
Hostetler, 2013). Con esto, el tamafio de la camada se establece en 10.5 lechones
al momento del parto (Geisert y Schmitt 2002) dando un total de 23.6 lechones por
cerda al afo, en promedio (Knauer y Hostetler, 2013). Esto abre una ventana de
oportunidad disminuyendo pérdidas econdmicas en la produccion, por lo que se

considera que la comunicacion materno-embrionaria es esencial para el desarrollo



exitoso de la implantacion y a lo largo de la gestacion en cerdas, donde se requieren
condiciones Optimas para que se lleven a cabo diversos procesos. Por lo anterior,
es necesario generar conocimiento que contribuya a esclarecer la problematica que
se presenta para mantener el numero y heterogeneidad de crias en las camadas
durante el desarrollo embrionario, considerando la peri-implantacion como una
ventana de tiempo clave por el desarrollo y crecimiento de las membranas
placentarias y el embrion, en el cual se logra una interaccion adecuada con el tejido
materno al finalizar la implantacion, asi como definir los mecanismos de
comunicacion criticos en el establecimiento de la gestacion en cerdos.

MARCO TEORICO

1. El desarrollo embrionario en el cerdo.
a) El periodo de peri-implantacion y la comunicacion materno-embrionaria.

La comunicacién que se lleva a cabo entre los tejidos materno y embrionario es
critica a lo largo del periodo de peri-implantacion (primer tercio de la gestacién) para
el desarrollo embrionario y de las membranas placentarias con una posterior
implantacion del concepto. A lo largo de este proceso de comunicacion entre tejidos
también se llevan a cabo diversos procesos como la reorganizacion celular del
embridén para su elongacion. Para esto, el trofoblasto se desarrolla a través de
diferentes fases: una esférica alrededor del dia 10 (Bazer y Johnson, 2014), una
ovoide, unatubulary, por ultimo, una filamentosa hacia el dia 12 de gestacién (Ross,
et al, 2009; Bazer y Johnson, 2014). A partir de la expansion del trofoblasto en
filamento y del corion, inicia la implantacién del concepto con la formacién de
pliegues placentarios hacia el dia 13 y 14 de gestacién (Bazer y Johnson, 2014)

dandose por completo la implantacion alrededor del dia 15 junto con un buen



desarrollo del corion y el desarrollo completo de los pliegues placentarios alrededor
del dia 18 de gestacion (Geisert y Schmitt, 2002). Durante el periodo de peri-
implantacion, el endometrio y los embriones secretan diversos factores para llevar
a cabo un diadlogo que establece una red interconectada de comunicacion (Bazery
Johnson, 2014). Entre estos factores que facilitan el didlogo se contemplan
guimosinas, citosinas, moléculas de adhesion, factores de crecimiento y hormonas
esteroides y peptidicas. Dichos factores pueden estar presentes en dos diferentes
mecanismos que han sido descritos en mamiferos euterios para que se logre la
transferencia de componentes nutricionales desde la madre hacia el embrion/feto.
El primero es un material extracelular derivado de las glandulas endometriales
uterinas denominado histotrofo, el cual se acumula en el espacio que existe entre el
tejido materno y embrionario para ser absorbido por las areolas, estructuras
especializadas y localizadas en el epitelio glandular del endometrio; y el segundo
es la nutricion hematotréfica caracterizada por el intercambio sanguineo entre la
circulacién materna y embrionaria/fetal facilitada por una intima aposicién de ambos
tejidos. Dicho mecanismo de nutricibn es predominante cuando se establece la
formacion de la placenta, donde un desarrollo exitoso de vasos sanguineos es
esencial para el transporte de factores y elementos nutricionales hacia los
embriones en crecimiento (Wei, et al, 2009; Edwards, et al, 2011).
b) El proceso de angiogénesis.

Se han establecido hipétesis respecto a la relacién que puede existir entre la pérdida
embrionaria durante el periodo de peri-implantacion y un inadecuado desarrollo de
vasos sanguineos, lo cual puede determinar la supervivencia de los embriones y

fetos por fallas en la interacciéon entre los tejidos materno y embrionario (Edwards,



et al, 2012). Ademas, durante este periodo se llevan a cabo procesos relacionados
a la reorganizacion celular del blastocisto, el desarrollo embrionario y la formacion
de las membranas placentarias donde participan factores de crecimiento que
apoyan el proceso de angiogénesis. La angiogénesis se define como la formacién
de vasos sanguineos a partir de los ya existentes y se lleva a cabo en la interaccion
materno-embrionaria/fetal durante el periodo de peri-implantacion regulado por un
balance entre factores de crecimiento proangiogénicos y sus receptores
promoviendo el crecimiento, migracion, sobrevivencia y diferenciacion de células
endoteliales a través de la modulacion de cascadas de sefalizacion intracelular
(Wei, et al, 2009), apoyando el desarrollo y crecimiento embrionario y de la
placenta.

2. Factores potencialmente relacionados con la angiogénesis durante el periodo

de peri-implantacion en la gestacion de cerdas.

El periodo de peri-implantacion es critico durante el desarrollo de los conceptos en
la especie porcina. La elongacién y expansion de los conceptos permiten un mejor
intercambio de nutrientes durante toda la gestacion (Ross, et al, 2009). La gestacién
temprana estd asociada a cambios morfolégicos y funcionales en el utero
acompafiado de una remodelacion vascular. Una de las primeras reacciones en la
sefal estrogénica derivada del embrion es el incremento del suministro de sangre
uterina. En los porcinos, el incremento del flujo de sangre arterial en el Utero se ha
observado entre los 11 y 13 dias de gestacion (Ford y Christenson, 1979; Ford, et
al, 1982). Ademas, las etapas tempranas en la implantacion embrionaria se

caracterizan por el incremento de la permeabilidad vascular endometrial en varias



especies, incluyendo primates (Enders, et al, 1983), roedores, (Psychoyos, 1973),
oveja (Boshier, 1970) y cerdo (Keys y King, 1988). La interrupcion de alguno de
estos eventos puede provocar la pérdida y, por lo tanto, la reduccion en el tamafio
de la camada y la heterogeneidad en el peso de los conceptos y fetos. La
angiogénesis es critica en la especie porcina a lo largo del periodo de peri-
implantacion, donde la implantacion final sucede a partir del dia 15 de gestacion,
esto en preparacion para la angiogénesis dado que hay un incremento en los
requerimientos de nutrientes e intercambio de gases por el crecimiento de los
conceptos, considerando que su placentacion es epiteliocorial no invasiva y su
desarrollo ocurre en sincronia especificamente con los sitios en donde se dara la

implantacion (Miese-Looy, et al, 2012).

a) El factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF).

El factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF — Vascular Endotelial Growth
Factor — por sus siglas en inglés) es uno de los principales factores proangiogénicos
en la placenta del cerdo (Reynolds y Redmer, 1998; Reynolds, et al, 2000) y su
expresion esta relacionada con la angiogénesis uterina durante el ciclo menstrual
en humanos (Reynolds y Redmer, 2001). Estudios en ratones knock-out han
demostrado que la delecién de los genes de los receptores para VEGF (VEGFR1 y
VEGFR2) causa muerte embrionaria hacia el dia 8 de gestacion (Fong, et al, 1995).
En el cerdo, VEGFR1 se encontré expresado en mayor cantidad en los sitios de
unién, mientras que VEGFR2 se encontré con mayor expresion en el trofoblasto a
lo largo del periodo de peri-implantacion; esto indica distintos mecanismos de la

regulacion de angiogénesis tanto en los sitios maternos como fetales (Wessels, et



al, 2007). Hay otros factores que pueden apoyar la expresion de VEGF, como la
presencia de estrogenos en el ambiente uterino: al aplicar estrogenos de manera
exdgena en ratones y ovejas ovariectomizadas, la expresion del ARN mensajero
(ARNmM) de VEGF se regula positivamente poco después de la administracion de
estrogenos en relacion al incremento de la vascularizacion y el fluido sanguineo
uterino. Durante la gestacion en cerdas, el VEGF se encuentra activamente
transcrito tanto en el tejido materno como en el trofoblasto del embrién.

b) La familia de factores de crecimiento parecidos a la insulina: IGF-1 e IGF-2.

Otras moléculas que regulan la angiogénesis son los Factores de Crecimiento
parecidos a la Insulina uno y dos (IGF, por sus siglas en inglés — Insuline-like Growth
Factor): IGF-1 e IGF-2. Junto con sus receptores, son consideradas moléculas
proangiogénicas ya que promueven la expresion de VEGF (Denley, et al, 2005;
Pringle y Roberts, et al, 2007; Kaczmarek, et al, 2008; Kaczmarek, et al, 2008). Los
IGFs son polipéptidos de cadena sencilla con un 62% de similitud respecto a la
secuencia de la proinsulina y, a diferencia de otras hormonas peptidicas, pueden
ser producidos por casi cualquier célula del organismo y no solo producidos y
almacenados en un tejido en especifico. EI IGF-1 es un polipéptido de 70
aminoacidos (Denley, et al, 2005) con un peso molecular de 7.5 kDa, organizado
dentro de 4 dominios denominados A, B, C, y D. En relacion a la insulina, los
dominios A y B tienen un 49% de similitud en su secuencia entre los mismos
dominios. Aunque el higado es, por mucho, el sitio principal de la produccion de
IGF-1, también puede ser producido por casi cualquier tejido del organismo (Rosen,

1999) y se encuentra mayormente implicado en el desarrollo embrionario,



especificamente durante el periodo de peri-implantacion. La transcripcion de IGF-1
se encuentra elevada al dia 12 de la gestacion en cerdas, aproximadamente,
estimulada por la produccién de estrogenos por parte del embrién (Green, et al,
1996). El IGF-2 es un polipéptido de 67 aminoacidos (Denley, et al, 2005) con un
peso molecular de 7.4 kDa, su secuencia de aminoacidos es idéntica a la del IGF-1
en un 70% (DeChiara, et al, 1991; Reik, et al, 2000) y su transcripcion incrementa a
lo largo de la gestacion sugiriendo una mayor relevancia en los eventos de

crecimiento tanto embrionario como fetal (Simmen, et al, 1992; Geisert, et al, 2001).

c) Los receptores de la familia IGF: IGF1R e IGF2R.
IGF-1 e IGF-2 interactian dos receptores en diferentes superficies celulares, dichos
receptores pueden presentarse solos o juntos en las células objetivo (Dupont y
Holzenberger, 2003). Al activarse ambos receptores inician una cascada de
sefalizacion que resulta en la regulacibn de un gran nimero de respuestas
biolégicas (Denley, et al, 2005). El receptor para el factor de crecimiento parecido a
la insulina uno (IGF1R) es una glicoproteina heterotetramérica que consiste de dos
subunidades alfa extracelulares y dos subunidades beta ligadas a su enlace
disulfuro, este receptor presenta una similitud del 70% al receptor para la insulina
(IR) y sus vias de sefializacion se han asociado estrechamente con la diferenciacion
y migracion celular y, en algunos casos, en procesos de apoptosis. A lo largo de la
gestacion en cerdas, el IGF1R se encuentra ligeramente presente en células
endometriales a los 20 dias, pero se ha encontrado en mayor cantidad en fetos mas
pequefios en comparacion a aquellos de 65 a 100 dias (Tilley, et al, 2007). El

receptor para el factor de crecimiento parecido a la insulina dos (IGF2R), aunque se
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une preferentemente al IGF-2, la forma en que actta con dicho factor de crecimiento
en ciertas células sigue en debate. EI IGF2R es un receptor monomérico con un
dominio extracelular inusual, compuesto por casi 15 repeticiones basadas en
cisteina exclusivamente (Kornfeld, 1992; Dupont y Holzenberger, 2003), su unién a
IGF-1 o IGF-2 se da por degradacion lisosomal sin inducir una respuesta lisosomal
especifica y es muy diferente al IGF1R en cuanto a su estructura. IGF2R tiene 100
veces mas afinidad por IGF-2 a diferencia de IGF-1, no tiene actividad tirosina-
cinasa intrinseca, presenta mayor expresion que el IGF1R tanto en tejido fetal como
materno, pero es variable entre el tamafio de los embriones porcinos (Chastant, et
al, 1994).

d) El factor de crecimiento de fibroblastos dos: FGF2, y receptor dos: FGFR2.

Otra molécula considerada proangiogénica es el Factor de Crecimiento de
Fibroblastos dos (por sus siglas en inglés — Fibroblast Growth Factor): FGF2, el cual
es un potente mitbgeno de células endoteliales y provee los estimulos iniciales
necesarios para la angiogénesis (Presta, et al, 2005). Este factor de crecimiento se
ha encontrado altamente expresado en el endometrio durante la gestacién de rata
en la decidua endometrial y a los 11 dias de la pseudogestacion (Srivastava, et al,
1998), a lo largo del ciclo ovulatorio en humano (Rusnati, et al, 1990), en la lamina
basal del epitelio uterino de primate (Samathanam, et al, 1998) y en el epitelio
endometrial alos 6 y en la decidua a los 7 y 8 dias de gestacion en raton (Wordinger,
et al, 1994). En el endometrio porcino, el FGF2 y sus dos receptores uno y dos
(FGFR1 y FGFR2) estan expresados al inicio de la gestacion, alrededor del dia 10

cuando esta ocurriendo una extensiva angiogénesis. El FGF2 junto con el FGFR1
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se han localizado en el lumen, estroma y glandulas del endometrio porcino (Welter,
et al, 2004; Wollenhaupt, et al, 2005).

3. La cerda como modelo de estudio del proceso de angiogénesis durante el

periodo de peri-implantacion.

En el presente trabajo de investigacion se determind la localizacidon y expresion de
los factores de crecimiento IGF-1, IGF-2 y FGF2 junto con los receptores IGF1R,
IGF2R y FGFR2 en el endometrio y en todo el tejido uterino, respectivamente, que
participan en la interaccidbn materno-embrionaria y presumiblemente en el proceso
de angiogénesis para apoyar en el conocimiento sobre la gestacion de cerdas
relacionando la formacién de vasos sanguineos durante el periodo de peri-
implantacion. Ademas, respecto a la no invasion de tejidos durante la implantacion
y placentacién, esta especie puede considerarse como un excelente modelo para el
estudio de los procesos de implantacion y angiogénesis, asi como el intercambio
materno-embrionario ya que ambos tejidos son claramente distinguibles uno de
otro, por lo que pueden ser estudiados de manera independiente como diferentes
tipos celulares (Tayade, et al, 2006), e incluso de utilizar esta especie animal como
modelo en el estudio de mecanismos que no han sido completamente descritos en
otras especies y que puedan favorecer en despejar algunas incognitas para la
especie humana, ya que con este Ultimo se comparten ciertas similitudes en
anatomia, genética, aparatos cardiovascular y gastrointestinal y patofisiologia,
donde los modelos animales clasicos pueden tener usos limitados en cuanto la
representacion de la morfologia y desarrollo embrionario humano para diversos

estudios (Walters, et al, 2012).
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HIPOTESIS

Identificar la localizacion y expresion de IGF-1, IGF-2, IGF1R, IGF2R, FGF2 y
FGFR2 en los tejidos materno-embrionario de cerdas, permitira establecer su
participacion en la angiogénesis durante el periodo de peri-implantacién en esta
especie.

OBJETIVO

Determinar la localizacion y expresion de IGF-1, IGF-2, IGF1R, IGF2R, FGF2 y
FGFR2 tanto en tejido materno como embrionario presente en cerdas durante el
periodo de peri-implantacion alos 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion en comparacion

con cerdas durante el ciclo estral.
OBJETIVOS PARTICULARES

a) Determinar la localizacion de factores de crecimiento proangiogénicos IGF-1,
IGF-2 y FGF2 y los receptores IGF1R, IGF2R y FGFR2 en el endometrio de
cerdas durante el periodo de peri-implantacién a los 12, 14, 16 y 18 dias de
gestaciéon en comparacion con el endometrio de cerdas en las diferentes

etapas del ciclo estral, por medio de pruebas de inmunohistoquimica (IHQ).

b) Determinar la expresion de factores de crecimiento proangiogénicos IGF-1,
IGF-2 y FGF2 y los receptores IGF1R, IGF2R y FGFR2 en el tejido uterino de
cerdas durante el periodo de peri-implantacion a los 12, 14, 16 y 18 dias de
gestacion en comparacion con el tejido uterino de cerdas en las diferentes
fases del ciclo estral, por medio de pruebas de reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real (QRT-PCR).
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c) Obtener la descripcion y comparacion de la localizacion de los factores de
crecimiento proangiogénicos y los receptores estudiados por medio de
pruebas de IHQ entre endometrios de cerdas gestantes, entre endometrios de
cerdas en las diferentes etapas del ciclo estral y entre endometrios de cerdas

gestantes y cerdas en las diferentes etapas del ciclo estral.

d) Obtener la descripcion y analisis de la expresion de los factores de crecimiento
proangiogénicos Yy los receptores estudiados por medio de pruebas de gRT-
PCR entre tejidos uterinos de cerdas gestantes, entre tejidos uterinos de
cerdas en las diferentes fases del ciclo estral y entre tejidos uterinos de cerdas

gestantes y cerdas en las diferentes fases del ciclo estral.
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MATERIAL Y METODOS

1. Toma de muestras.

El desarrollo de este proyecto inicié en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Porcina (CEIEPP), instalaciones que forman parte de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma
de México (FMVZ-UNAM), localizadas en el municipio de Jilotepec, Edo. Méx. Se
obtuvieron muestras del tracto reproductor de 16 hembras nuliparas con un rango
de peso de 120 a 130 kg. Los animales fueron divididos en 2 grupos (n=8): El primer
grupo correspondiente a cerdas gestantes (Gx) y el segundo grupo correspondiente
a cerdas en diferentes etapas del ciclo estral (CE). El manejo del grupo Gx se
establecio en 4 subgrupos considerando cada uno a partir del dia de la inseminacion
artificial (dia 0) hasta el dia de su eutanasia: subgrupo 1, a los 12 dias; subgrupo 2,
a los 14 dias; subgrupo 3 a los 16 dias y subgrupo 4 a los 18 dias de gestacion
(n=2). Las cerdas del grupo CE fueron divididas en subgrupos conforme a la fase y
etapa del ciclo estral: fase folicular correspondiendo a las etapas de proestro y estro
y la fase latea correspondiendo a las etapas de metaestro y diestro (n=2, n=1). Las
hembras fueron eutanasiadas de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-033-
SAG/Z00-2014 — Métodos para dar muerte a los animales domésticos y silvestres
(DOF — Diario Oficial de la Federacion, 2015). Cada uno de los cuernos uterinos de
los aparatos reproductores, tanto de las cerdas gestantes (Gx) como en ciclo estral
(CE), fueron separados y destinados como cuernos derechos y cuernos izquierdos:
los derechos fijados en paraformaldehido al 4% y los izquierdos para congelacion

en nitrégeno liquido (-80°C) para procesos de IHQ y gRT-PCR, respectivamente.
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Se considerd que con los dias seleccionados sea suficiente para cubrir en gran
medida la ventana del proceso de peri-implantacién en la gestacion temprana en
comparacion al ciclo estral. Posteriormente, las muestras fueron enviadas a la
FMVZ-UNAM para realizar los ensayos experimentales y, posteriormente, conocer
la localizaciéon y expresion de los factores de crecimiento y sus receptores

contemplados en el estudio.

2. Ensayos experimentales.
2.1.Inmunohistoquimica (IHQ).
El procesamiento de muestras, posterior a la fijacién en paraformaldehido al 4%
durante 24 horas, se llevo a cabo en el Departamento de Patologia de la FMVZ-
UNAM (anexo 1.1). Las muestras se incluyeron en parafina con su identificacion
respecto al grupo y subgrupo correspondiente utilizando una estacion de inclusion
en parafina modelo HistoCore de Leica®. Al tener listos los cassettes con las
muestras de tejido uterino en parafina, se dispuso el corte de los mismos en un
microtomo MICROM HM 355 S a 4 ym de grosor. El nimero de laminillas, la
cantidad de cortes en cada una y el nimero de pases entre cada corte se
establecieron bajo un protocolo (anexo 1.2); previo a los procesos de IHQ, se
realizaron tinciones de hematoxilina-eosina (H-E) de algunas laminillas para poder
corroborar su arquitectura histoldgica integra (datos no mostrados). Posteriormente,
teniendo la estandarizacion de las diluciones de los anticuerpos (anexo 1.2 — cuadro
1.1 y cuadro 1.2) y del protocolo para las pruebas (anexo 1.3) se desarrollaron los
ensayos experimentales definitivos con el anticuerpo de proliferacion PCNA como

control para cada uno de los ensayos (figura controles).
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Figura controle

s. Técnica de inmunohistoquimica (IH
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(+): presencia de PCNA en nucleos de las células del tejido epitelial de revestimiento (flechas
rojas) — control positivo. (-) — control negativo. Endometrio de cerda. Aumento total 400x.
Barra de dimensién 100 um.

2.2.Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR).

Se realizaron varios procesos previamente a las pruebas de qRT-PCR, cada uno

con un protocolo establecido:

e Extraccion de ARN.
e Obtencién de ADN complementario (ADNc) (RT-PCR).

e Reaccion en cadena de la polimerasa en punto final (PCR).

La extraccion de ARN para cada muestra de tejido uterino se realizé mediante un
protocolo con trizol (anexo 2.1). Las extracciones de ARN fueron llevadas a un
espectofotdbmetro NanoDrop® ND-1000 para poder conocer la concentracion en
ng/mly la pureza de cada una de las muestras y poder obtener un ADNc de calidad.
Posteriormente, se obtuvo ADNc de cada una de las muestras mediante un kit

Omniscript RT de Qiagen® (anexo 2.2 — cuadro 2.1) para posteriormente realizar la
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reaccion en cadena de la polimerasa en punto final con un kit ReadyMix™ Taq PCR
Reaction MIx de Sigma-Aldrich® (anexo 2.3 — cuadro 2.2). Bajo la recomendacion
de temperaturas de cada una de los indicadores de oligonucleétidos (anexo 2.3 —
cuadro 2.3) se corrieron PCR en punto final en gradientes utilizando ADNc de rifiidén
de cerda como tejido control y B-actina como indicador de oligonucleétidos control
en cada una de las pruebas para obtener las temperaturas 6ptimas y corroborando
los pesos moleculares de cada una de los indicadores de oligonucledtidos por medio
de geles de agarosa al 2% (anexo 2.4 — imagen 2.1). Como paso final antes de las
gRT-PCR, se corroboro los indicadores de oligonucledtidos, con las temperaturas
optimas en el gel anterior con B-actina como control, pero utilizando una muestra de
ADNCc de tejido uterino de cada uno de los subgrupos destinados para el estudio:
grupo Gx: subgrupos: 1) 12 dias, 2) 14 dias, 3) 16 dias y 4) 18 dias de gestacion;
grupo CE: subgrupo fase folicular: 1) proestro, 2) estro; y subgrupo fase latea: 3)
metaestro y 4) diestro (anexo 2.4 — imagenes 2.2 a 2.7), agregando el indicador de
oligonucledtidos RPS20 que funcioné como control en pruebas de qRT-PCR (anexo
2.4 — imagen 2.8). Finalmente, se destinaron los indicadores de oligonucleotidos a
los procesos de qRT-PCR con un kit QuantiNova Probe PCR de Qiagen® (anexo
2.5). Respecto a las muestras analizadas para los subgrupos del grupo Gx — 1) 12
dias, 2) 14 dias, 3) 16 dias y 4) 18 dias de gestacion: se tomd una muestra de 2
diferentes sitios del tejido uterino por cada cerda, es decir, 4 diferentes sitios de
tejido uterino por cada 2 cerdas de cada subgrupo; para el grupo CE se tomoé en
cuenta los dos subgrupos por cada fase y también considerando las 4 etapas del
ciclo estral: se tomé una muestra de 2 sitios del tejido uterino de cada una de las

cerdas en las diferentes etapas del ciclo estral y se tomaron en cuenta 4 muestras
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en cada fase: folicular (proestro y estro) y lutea (metaestro y diestro) (anexo 2.5 —

cuadro 2.4).

2.2.1. Anélisis estadistico

Los resultados de qRT-PCR fueron analizados por medio del programa SAS en
relacion al gen de referencia RPS20 por medio de un modelo estadistico enfocado
en efectos mixtos, considerando los valores de las expresiones relativas de cada
uno de los genes analizados como variable aleatoria y el tiempo a lo largo de la
gestacion y durante las fases del ciclo estral como variable fija, junto con el método
de maxima verosimilitud residual; posteriormente, se realiz6 una prueba de Tukey
para conocer las diferencias estadisticas de las medias obtenidas entre grupos y

subgrupos (p < 0.05).
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RESULTADOS

1. Inmunohistoquimica (IHQ).

Se desarrollo IHQ para cada uno de los 3 factores de crecimiento y 3 receptores:
IGF-1, IGF-2, IGF1R, IGF2R, FGF2 y FGFR2. Las figuras muestran el
inmunomarcaje de los mismos tanto en el tejido epitelial de revestimiento, en el
tejido conjuntivo ordinario denso irregular del estroma compuesto por fibras
elasticas y en el tejido epitelial glandular de la mucosa del endometrio respecto a
los grupos de animales gestantes y animales durante el ciclo estral en los subgrupos
12, 14, 16 y 18 dias de gestacion, asi como en las diferentes etapas,
respectivamente. La presencia de IGF-1 destaca en el citoplasma y membrana
celular del tejido epitelial de revestimiento de la mucosa del endometrio durante la
etapa de diestro del ciclo estral; para este mismo factor de crecimiento, destaca su
presencia en las fibras elasticas que componen el tejido conjuntivo ordinario denso
irregular (estroma) en la lamina propia de la mucosa a los 16 y 18 dias de gestacion
y durante las etapas de metaestro y diestro del ciclo estral (figura 1). La presencia
de IGF2 destaca en el citoplasma celular del tejido epitelial de revestimiento de la
mucosa del endometrio en los 4 subgrupos de la gestacion, con presencia en el
citoplasma celular del trofoblasto a los 16 dias de gestacion, y durante las cuatro
etapas del ciclo estral y en la membrana celular del tejido epitelial de revestimiento
de la mucosa durante las etapas del ciclo estral (figura 2.1); también se localiza en
el citoplasma celular del tejido epitelial glandular a los 12, 14, 16 y 18 dias de
gestacion y durante las cuatro etapas del ciclo estral excepto en la etapa de estro,

y en las fibras elasticas de la lamina propia en los 4 subgrupos de la gestacion, con
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menor presencia a los 18 dias de gestacion (proximal al epitelio de revestimiento),
y durante las cuatro etapas del ciclo estral, con menor presencia en las etapas de
proestro y estro (proximal al epitelio de revestimiento); respecto a su localizacién en
los vasos sanguineos de la lamina propia, destaca en las células del endotelio en
los 4 subgrupos de la gestacion, junto con presencia nuclear a los 18 dias de
gestacion, y en la etapa de proestro del ciclo estral, y en las células de la capa
muscular de los mismos a los 12 y 16 dias de gestacion y durante la etapa de

metaestro del ciclo estral (figura 2.2).

el
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Figura 1. Técnica de inmunohistoquimica (IHQ). Presencia de IGF-1 en las fibras elasticas que
componen el tejido conjuntivo ordinario denso irregular de la lamina propia (flechas verdes), en el
citoplasma (flechas amarillas) y membrana celular (flechas azules) del tejido epitelial de revestimiento
columnar simple de la mucosa. Endometrio de cerda a los 16 (A) y 18 (B) dias de gestacion y en la
etapa de metaestro (C) y diestro (D) del ciclo estral. Aumento total 400x. Barra de dimensién 100 um.
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Figura 2.1. Técnica de inmunohistoquimica (IHQ). Presencia de

amarillas) del tejido epitelial de revestimiento columnar simple y pseudoestratificado de la mucosa
(presencia en el citoplasma de las células del trofoblasto a los 16 dias de gestacion (flecha café)), en la
membrana celular del mismo tejido (flechas azules) y en fibras elasticas del tejido conjuntivo ordinario
denso irregular (flechas moradas) de la lamina propia de la mucosa. Endometrio de cerda a los 12 (A),
14 (B) 16 (C) y 18 (D) dias de gestacion y en las etapas de proestro (E), estro (F), metaestro (G) y
diestro (H) del ciclo estral. Aumento total 400x. Barra de dimensién 100 ym.
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Figura 2.2. Técnica de inmunohistoquimica.
Presencia de IGF-2 en el citoplasma celular del
tejido epitelial glandular (flechas amarillas), en el
citoplasma del endotelio (flechas rojas) y nucleos
(flechas grises) de las células del endotelio y
células de la capa muscular (flechas verdes) de
vasos sanguineos y en fibras elasticas que
componen el tejido conjuntivo ordinario denso
irregular de la lamina propia (flechas moradas) de
la mucosa. Endometrio de cerda a los 12 (A), 14
(B), 16 (C) y 18 (D) dias de gestaciéon y en las
etapas de proestro (E), metaestro (F) y diestro (G)
del ciclo estral. Aumento total 400x. Barra de
dimensién 100 pm.

La presencia de IGF1R destaca en el citoplasma celular del tejido epitelial de
revestimiento de la mucosa del endometrio a los 12, 16 y 18 dias de gestacion y
durante las etapas de proestro, estro y diestro del ciclo estral; siguiendo en la
membrana celular del mismo tejido, resalta su localizacion a los 12 dias de
gestacion y durante las etapas de proestro, estro y diestro del ciclo estral (figura
3.1); este factor de crecimiento también se localiza en el citoplasma celular del tejido
epitelial glandular y en las fibras de la lamina propia del estroma a los 12, 14, 16 y
18 dias de gestacion y durante las etapas del ciclo estral, pero solo en las fibras del
estroma durante la etapa de metaestro; siguiendo con los vasos sanguineos,

destaca su presencia en las células del endotelio a los 12, 14, 16 y 18 dias de la
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gestacion y en la etapa de proestro del ciclo estral, acompafada de una presencia
nuclear a los 12 dias de gestacion y en la etapa de proestro del ciclo estral, y en las
células de la capa muscular de los mismos a los 12, 14 y 18 dias de gestacion (figura
3.2). La presencia de IGF2R se muestra en las fibras elasticas de la lamina propia
del estroma de la mucosa del endometrio a los 14 y 16 dias de gestacion y durante

las etapas de proestro, estro y diestro del ciclo estral (figura 4).
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Figura 3.1. Técnica de inmunohistoquimica (IHQ). Presencia de IGF1R en el citoplasma (flechas
amarillas) y membrana celular (flechas azules) del tejido epitelial de revestimiento columnar simple y
pseudoestratificado de la mucosa, en las células del endotelio (flechas rojas) y capa muscular (flechas
verdes) de vasos sanguineos y en las fibras elasticas que componen el tejido conjuntivo ordinario denso
irregular de la lamina propia (flechas moradas) de la mucosa. Endometrio de cerda a los 12 (A), 16 (B)
y 18 (C) dias de gestacion y en las etapas de proestro (D), estro (E) y diestro (F). Aumento total 400x.
Barra de dimensién 100 um.
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oquimica (IHQ). Presencia de IGF1R presente
del tejido epitelial glandular (flechas amarillas), en el citoplasma (flechas rojas) y nicleos (flechas grises)
de las células del endotelio y células de la capa muscular (flechas verdes) de vasos sanguineos y en
fibras elasticas que componen el tejido conjuntivo ordinario denso irregular de la lamina propia (flechas
moradas) de la mucosa. Endometrio de cerda a los 12 (A), 14 (B), 16 (C) y 18 (D) dias de gestacion y
en las etapas de proestro (E), estro (F), metaestro (G) y diestro (H) del ciclo estral. Aumento total 400x.
Barra de dimensién 100 ym.
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Figura 4. Técnica de inmunohistoquimica (IHQ).
Presencia de IGF2R en fibras elasticas que
componen el tejido conjuntivo ordinario denso
irregular de la lamina propia (flechas moradas) de
la mucosa. Endometrio de cerda a los 14 (A) y 16
(B) dias de gestacion y en la etapa de proestro (C),
estro (D) y diestro (E) del ciclo estral. Aumento
total 400x. Barra de dimension 100 pm.

La presencia de FGF2 destaca en la membrana celular del tejido epitelial de
revestimiento de la mucosa del endometrio a los 14 dias de gestacion (figura 5.1);
al igual que en las fibras del estroma a los 12, 14 (proximal a la mucosa), 16 y 18

dias de gestacion y durante las etapas de proestro y diestro del ciclo estral; respecto
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a los vasos sanguineos, se localiza en las células del endotelio a los 18 dias de
gestacion y durante las etapas de proestro y diestro del ciclo estral, y también en
las células de la capa muscular de los mismos a los 16 dias de gestacion (figura
5.2). La presencia de FGFR2 destaca en el citoplasma celular del tejido epitelial de
revestimiento de la mucosa del endometrio a los 12, 16 y 18 dias de gestacion vy,
adicionalmente, en el citoplasma celular del trofoblasto a los 18 dias de gestacion,
y durante las etapas de proestro, estro y diestro del ciclo estral; siguiendo con el
mismo tejido, destaca su localizacién en la membrana celular a los 12 y 14 dias de
gestacion y durante las etapas de estro y diestro del ciclo estral (figura 6.1); este
mismo factor de crecimiento se localiza ampliamente en las fibras del estroma en
los 4 subgrupos de la gestacion y en las cuatro etapas del ciclo estral, y en las
células del endotelio y capa muscular de vasos sanguineos presentes en la lamina
propia a los 14 dias de gestacion y con una mayor presencia en la etapa de proestro

(figura 6.2).

Figura 5.1. Técnica de inmunohistoquimica
(IHQ). Presencia de FGF2 en la membrana
celular (flechas azules) del tejido epitelial de
revestimiento columnar simple de la mucosa y
en fibras elasticas del tejido conjuntivo ordinario
denso irregular de la lamina propia (flechas
moradas) de la mucosa. Endometrio de cerda a
los 14 dias de gestacion. Aumento total 400x.
Barra de dimension 100 pm.
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Figura 5.2. Técnica de inmunohistoquimica (IHQ).
Presencia de FGF2 en las células del endotelio de
vasos sanguineos (flechas rojas) y en fibras elasticas
que componen el tejido conjuntivo ordinario denso
irregular de la lamina propia (flechas moradas) de la
mucosa. Endometrio de cerda a los 12 (A), 16 (B) y
18 (C) dias de gestacion y en la etapa de proestro (D)
y diestro (E) del ciclo estral. Aumento total 400x.
Barra de dimension 100 pm.
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Figura 6.1. Técnica de inmunohistoquimica (IHQ).
Presencia de FGFR2 en el citoplasma (flechas
amarillas) y membrana celular (flechas azules) del
tejido epitelial de revestimiento pseudoestratificado
simple de la mucosa, ademas de su presencia en el
citoplasma celular de las células del trofoblasto
(flechas cafés), y en las fibras elasticas del tejido
conjuntivo ordinario denso irregular de la lamina
propia (flechas moradas) de la mucosa. Endometrio
de cerda a los 12 (A), 14 (B), 16 (C) y 18 (D) dias de
gestacion y en las etapas de proestro (E), estro (F) y
diestro (G). Aumento total 400x. Barra de dimensién
100 pm.
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Figura 6.2. Técnica de inmunohistoquimica (IHQ). Presencia de FGFR2 en e la capa muscular
de vasos sanguineos (flechas verdes) y en fibras elasticas que componen el tejido conjuntivo ordinario denso
irregular de la lamina propia (flechas moradas) de la mucosa. Endometrio de cerda a los 12 (A), 14 (B), 16
(C)y 18 (D) dias de la gestacion y en la etapa de proestro (E), estro (F), metaestro (G) y diestro (H) del ciclo
estral. Aumento total 400x. Barra de dimensién 100 pm.
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El siguiente cuadro resume la localizacién inmuhistoquimica de los anticuerpos para

cada uno de los factores de crecimiento y receptores del estudio (cuadro IHQ).

Cuadro IHQ. Resumen de la localizacion inmunohistoquimica en el endometrio de cerda.

Factor Localizacién en la Gestacién (dia) Ciclo estral (etapa)
mucosa del endometrio 1514 16 18 Proestro Estro Metaestro Diestro
IGF-1  Epitelio de membrana - - - - - - _
revestimiento citoplasma - R R - - - - +
Fibras del estroma - - + + - - + +
IGF-2  Epitelio de membrana - - - - + + + +
revestimiento “cioplasma  + +  +  + + + + +
Fibras del estroma + + + + + + + +
Epitelio glandular + + + + + - + +
Vasos sanguineos + + + + + - + -
IGF1IR Epitelio de membrana  + - - - + + - +
revestimiento citoplasma  + _ + o+ + ¥ - +
Fibras del estroma + + + + + + + +
Epitelio glandular + + + + + + - +
Vasos sanguineos + + + + + - - -
IGF2R  Fibras del estroma - + + - + + - +
FGF2 Epitelio de membrana - + - - - - - -
revestimiento
Fibras del estroma + + + + + - - +
Vasos sanguineos - - + + + - - +
FGFR2 Epitelio de membrana  + + - - - + - +
revestimiento citoplasma  + i + + - +
Fibras del estroma + + + + + +
Vasos sanguineos - + - - + - - -
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2. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR).

La expresion de IGF-1 e IGF-2 se muestra menor a los 12 dias en comparacion a
los demés dias de gestacion e incrementd hasta llegar al dia 16 donde muestra su
mayor expresion sin mostrar diferencia estadisticamente significativa para ambos
factores; respecto a la expresion durante el ciclo estral, IGF-1 muestra una mayor
expresion en la fase latea, pero no hubo diferencia estadisticamente significativa en
comparacién a la fase folicular, e IGF-2 muestra una mayor expresion en la fase
folicular, pero no hubo diferencia estadisticamente significativa en comparacion a la
fase lutea. Ademas, no hubo diferencia estadisticamente significativa de los dias de
gestacion en comparacion con las fases del ciclo estral para ambos factores (gréafica

ly?2).
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Gréfica 1. Expresiones del ARNm de IGF-1 en tejido uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion
y durante las fases folicular y litea del ciclo estral. Los transcritos relativos de la expresién de RPS20 como
gen de referencia. Los datos fueron analizados por medio de un modelo estadistico de efectos mixtos (p >
0.05).
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Grafica 2. Expresiones del ARNm de IGF-2 en tejido uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion
y durante las fases folicular y litea del ciclo estral. Los transcritos relativos de la expresion de RPS20 como
gen de referencia. Los datos fueron analizados por medio de un modelo estadistico de efectos mixtos (p >
0.05).

La expresion de IGF1R se muestra menor a los 14 dias de gestacion en
comparacion a los demas dias de gestacion sin mostrar diferencia estadisticamente
significativa en comparacién a la mayor expresion a los 16 dias de gestacion. La
expresion de IGF2R se muestra mayor a los 14 dias de gestacién sin mostrar
diferencia estadisticamente significativa en comparacion a la menor expresion a los
12 dias de gestacion. En ambos factores se muestra una expresién mayor durante
la fase Iutea, pero sin ser significativamente diferente a la expresion durante la fase
folicular del ciclo estral. Ademas, no hubo diferencia estadisticamente significativa
de los dias de la gestacion en comparacion a las fases del ciclo estral para ambos

receptores (grafica 3y 4).
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Grafica 3. Expresiones del ARNm de IGF1R en tejido uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion
y durante las fases folicular y lGtea del ciclo estral. Los transcritos relativos de la expresién de RPS20 como
gen de referencia. Los datos fueron analizados por medio de un modelo estadistico de efectos mixtos (p >

0.05).
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Gréfica 4. Expresiones del ARNm de IGF2R en tejido uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion
y durante las fases folicular y lGtea del ciclo estral. Los transcritos relativos de la expresion de RPS20 como
gen de referencia. Los datos fueron analizados por medio de un modelo estadistico de efectos mixtos (p >

0.05).
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La tendencia de IGF-1 e IGF-2 muestran un pico hacia el dia 16 de gestacion, pero
no sucede lo mismo con los receptores de la misma familia, esto puede relacionarse

con la localizacion de cada uno en un aspecto espacio-tiempo (gréafica 5).
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La expresion de FGF2 muestra su menor expresion a los 14 dias de gestacion sin
mostrar diferencia estadisticamente significativa en comparacion a la mayor
expresion a los 12 dias de gestacién; respecto a la expresién de FGF2 durante el
ciclo estral, se muestra una mayor expresion durante la fase IUtea, pero sin mostrar
diferencia estadisticamente significativa en comparacion a la fase folicular. Ademas,
no hubo diferencia estadisticamente significativa de los dias de la gestacion en
comparacion a las fases del ciclo estral (gréfica 6). La expresion de FGFR2 muestra
su menor expresion a los 14 dias de gestacion sin mostrar diferencia significativa
en comparacion a la mayor expresion a los 12 dias de gestacion; respecto a la
expresion de FGFR2 durante el ciclo estral, se muestra una mayor expresion
durante la fase latea mostrando diferencia estadisticamente significativa en

comparacion a la fase folicular. Ademas, la expresion en la fase litea presenta
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diferencia mayor estadisticamente significativa en comparacion a los 14, 16 y 18
dias de gestacion y no hubo diferencia estadisticamente significativa entre dichas
expresiones de la gestacion ni en comparacion a la expresion a los 12 dias de

gestacion (grafica 7).
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Gréfica 6. Expresiones del ARNm de FGF2 en tejido uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion
y durante las fases folicular y litea del ciclo estral. Los transcritos relativos de la expresion de RPS20 como
gen de referencia. Los datos fueron analizados por medio de un modelo estadistico de efectos mixtos (p >
0.05).
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Grafica 7. Expresiones del ARNm de FGFR2 en tejido uterino de cerda alos 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion
y durante las fases folicular y lGtea del ciclo estral. Los transcritos relativos de la expresion de RPS20 como
gen de referencia. Los datos fueron analizados por medio de un modelo estadistico de efectos mixtos.
Literales diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).

La tendencia de FGF y FGFR2 se muestra practicamente igual, esto quiere decir
que la expresién de ambos esta intimamente relacionada en cuanto a la funcién que

desempefian a lo largo de la peri-implantacion (gréfica 8).

Familia FGF

2

15

Grafica 8. Expresion de FGF2 y 1
FGFR2 en tejido uterino a lo

largo de la peri-implantacion. 0.5

0

12 14 16 18
=@=FGF2 =@=FGFR2




40
DISCUSION

Aungue IGF-1 no se presenta en la luz uterina a los 12 y 14 dias en el presente
estudio, este factor de crecimiento participa en la sintesis de estrégenos apoyando
la expresion de la aromatasa en el trofoblasto (Green, et al, 1995) y a VEGF durante
la gestacion temprana en cerdos (Kaczmarek, et al, 2008) mejorando la expresiéon
de este ultimo en el epitelio endometrial durante la elongacion del concepto y la
liberacion de estrégenos (Ashworth, et al, 2005) predisponiendo la permeabilidad
por su cercania a la vascularizacién uterina (Rodriguez-Sallaberry, et al, 2001). La
ausencia de IGF-1 en el endometrio y su expresion a los 12 dias de gestacion
reportada en este estudio (la cual se present6 probablemente porque se consideré
un margen de expresion en todo el tejido uterino en comparacién a lo reportado por
Letcher, et al, 1989, quien reporta un pico de IGF-1 durante el mismo momento,
pero en la luz uterina y mucosa del endometrio) puede relacionarse, junto con los
estrogenos, en la angiogénesis placentaria (Reynolds y Redmer, 2001). Entonces,
IGF-1 se considera un factor de crecimiento clave con actividad autocrina apoyando
la produccién de estrégenos entre los dias 10 y 12 de gestacion (Klotz, et al, 2002)
destacando a los 12 dias de gestacion en la angiogénesis (Letcher, et al, 1989;
Green, et al, 1996) de las membranas placentaria considerando la expansién de los
conceptos cubriendo la superficie a lo largo de los cuernos uterinos para el
reconocimiento materno regulando dicho proceso vascular (Geisert, et al, 2014)
tomando en cuenta que una insuficiente vascularizacion de la placenta puede
incrementar su resistencia provocando muerte embrionaria en humanos (Reynolds

y Redmer, 1995; Hildebrandt, et al, 2001; Reynolds y Redmer, 2001). Ademas, la
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localizacion de IGF-1 en fibras del estroma a los 16 y 18 dias de gestacion en el
presente estudio se relaciona con células vasculares estromales fetales que
inducen a IGF-1 como un potente mitégeno (Chen, et al, 1996). Aunque los
estrogenos y la progesterona en cerdas inmaduras y cerdas maduras
ovariectomizadas acumulan el ARNm de IGF-1 en el utero sin afectar la expresion
de IGF-2 (Simmen, et al, 1990; Carlsson y Billig, 1991; Simmen, et al, 1992), existen
varias 6rdenes que pueden modificar la expresion de IGF-2 en tiempos indefinidos
(Simmen y Simmen, 1990; Simmen, et al, 1992). La actividad paracrina por parte de
IGF-1 en la angiogénesis también se relaciona por su localizacion en las fibras del
estroma durante la peri-implantacion participando en la permeabilidad vascular e
interactuando indirectamente en la expresion y localizacién de IGF-2 en los vasos
sanguineos para participar en la angiogénesis. Por lo tanto, ademas de su
participacion en la angiogénesis placentaria (Geisert, et al, 2014), IGF-1 participa
en un desarrollo vascular constante apoyando, junto con IGF-2, la expresion de
VEGF. Asi, IGF-2 se considera un factor proangiogénico en mayor cantidad al
momento de ser necesario (considerando su mayor expresion a los 20 dias de
gestacion cuando hay restricciones en el desarrollo vascular fetal en comparacion
a fetos saludables y relacionando la elongacién del blastocisto a los 12 dias de
gestacion (Keys, et al, 1986)) con actividad paracrina, junto con los estrogenos,
durante los dias 12 y 14 de la gestacion participando en la angiogénesis durante la
implantacion y hacia la parte final de dicho proceso destacando su expresion junto
con IGF-1 alos 16 dias de gestacion. Respecto al IGF1R, conocido como el receptor
de las acciones biologicas esenciales para IGF-1 e IGF-2 (Dupont y Holzenberger,

2003), su expresion puede verse afectada por las hormonas esteroides siendo algo
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determinante en diferentes momentos durante la peri-implantacién, ya que se ha
reportado la existencia de homélogos de IGF1R que pueden efectuar actividades
tanto de IGF-1 como de IGF-2. Por lo tanto, los homologos para ambos factores se
muestran por diferentes condiciones, considerando que IGF-1 participa en la
angiogénesis del endometrio a partir del dia 15 de gestacidon para su implantacion
final relacionando también su presencia en las fibras del estroma e IGF-2 es un
factor de crecimiento que puede generar una sefal que cruza la membrana celular
por la unién a IGF1R (LeRoith, et al, 1995) relacionando su presencia en la mucosa
entre los 12 y 18 dias de gestacion en el presente estudio y ambos muestran una
mayor expresion hacia el dia 16 de gestacion. IGF2R puede también relacionarse a
procesos angiogénicos durante la implantacion entre los 14 y 16 dias de gestacion
por su disposicion en las fibras del estroma y su expresion donde IGF-2 puede
unirse y, asi, IGF-1 se une a sus homologos de IGF1R apoyando a IGF-2 en dicho
proceso, pero la expresion de IGF2R en las fases del ciclo estral no puede asegurar
su dependencia por los estrogenos o progesterona en el ambiente uterino durante
el periodo de peri-implantacibn. Tomando en cuenta que los estrégenos y la
progesterona aparecen como reguladores principales en la funciéon vascular,
incluyendo la angiogénesis, en todos los mamiferos (Hyder y Stencel, 2000;
Reynolds y Redmer, 2001), la familia de FGF son considerados mediadores clave
en el proceso de angiogénesis junto con VEGF (Ferrara y Davis-Smyth, 1997;
Neufeld, et al, 1999) participando en el mantenimiento vascular y la funcién celular
en diferentes tejidos del aparato reproductor en humanos (Redmer y Reynolds,
1996; Reynolds, et al, 2000). Respecto a FGF2, a pesar de su mayor expresion en

la fase latea del ciclo estral, no muestra diferencias significativas entre sus
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expresiones reportadas en el presente estudio, es decir, no puede asegurarse la
influencia directa por parte de la progesterona; su presencia tanto en las fibras del
estroma como en los vasos sanguineos a los 12, 16 y 18 dias de gestacion indica
gue es un factor de crecimiento que participa en la angiogénesis dentro del ambiente
uterino. La expresion del ARNm de FGFR2 en la fase lutea del ciclo estral mostro
diferencias significativas en comparacion a la menor expresion alos 14, 16 y 18 dias
de gestacion y durante la fase folicular del ciclo estral; con esto, una menor
expresion significativa del receptor puede estar relacionada a procesos
angiogénicos compensatorios apoyandose por la presencia de FGF2 en el mismo
momento de la gestacion y, ademas, se ha visto que ambos factores pueden ser
apoyados por los estrogenos a lo largo de la peri-implantacién participando en la
angiogénesis de forma compensatoria sobre las membranas placentarias (Edwards,
et al, 2011) tomando en cuenta la disposicion de FGFR2 en el tejido epitelial de
revestimiento de la mucosa a los 12 dias de gestacion. Ademas, por la disposicion
tanto de FGF2 como FGFR2 en las fibras del estroma, pueden apoyar el término de
la implantacion como un proceso compensatorio en la angiogénesis en relacion a la
expresion de ambos a los 18 dias de gestacion en el presente estudio y la presencia
de FGF2 puede coincidir entre su expresion y su presencia en los vasos sanguineos
a los 16 y 18 dias de gestacién al igual que en las fibras del estroma. Con esto, el
proceso compensatorio por parte de factores de la familia FGF, especificamente
FGF2, FGFR1y FGFR2, apoyan la angiogénesis cuando se presentan restricciones
en la permeabilidad y en el establecimiento adecuado de los vasos sanguineos en
la parte final de la implantacion embrionaria (Edwards, et al, 2011), considerando

qgue las glandulas pueden ser un buen sustituto para la produccion de FGF2
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(Reynolds y Redmer, 2001), lo cual se demuestra al estar ausente en dicho tejido
en el presente estudio considerando su participacidon en la angiogénesis al
presentarse restriccion en la formacion de vasos sanguineos y la permeabilidad

junto con la presencia de FGFR2 en las fibras del estroma entre los 12 y 18 dias de

gestacion.
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CONCLUSION

En el presente estudio, se logré describir la localizacion y expresion de ciertos
factores de crecimiento y receptores proangiogénicos durante el periodo de peri-
implantacion donde otros procesos biolégicos se desarrollan a lo largo de la
interaccion materno-embrionaria durante esta ventana de tiempo considerando la
angiogénesis como un proceso clave para mantener la gestacion y el tamafio
heterogéneo de los conceptos. Asi, se logré describir una participacion directa e
indirecta por medio de acciones autocrina y paracrina en el caso de la familia IGF
(IGF-1, IGF-2, IGF1R e IGF2R), conocidos como factores de crecimiento destinados
al desarrollo de vasos sanguineos en momentos clave durante la gestacion de la
cerda en comparacion con otras especies. Y para los factores de crecimiento de la
familia FGF estudiados (FGF2 y FGFR2), este trabajo refuerza el conocimiento
sobre su apoyo vascular compensatorio, principalmente por conocer los tejidos
clave para su produccién al momento de presentarse una permeabilidad deficiente
y una accion limitada por parte de otros factores proangiogénicos. Respecto a la
especie porcina como modelo experimental, este trabajo aporta conocimiento clave
respecto a la participacion de los factores de crecimiento y receptores
proangiogénicos estudiados por medio de su localizacidén y expresion considerando
la similitud que presenta el cerdo con el humano para entender ciertos procesos
biolégicos con mayor detalle por medio de comparativos en andlisis histoldgicos
cualitativos y la expresion genética para conocer con mayor detalle el proceso de
angiogénesis durante la peri-implantacién donde otras especies presentan ciertas

limitantes para poder generar mayor conocimiento.
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APENDICE
1. Anexos de inmunohistoquimica (IHQ).

Anexo 1.1 — Procesamiento automaticos de muestras, Departamento de Patologia,
FMVZ-UNAM. Los pasos secuenciales que se describen como parte del esquema
de procesamiento son para biopsias pequefias, especimenes de rutina y bloque de
mayor tamafo. Para el paso de deshidratacion se utilizaron alcoholes etilicos. El
uso de alcoholes graduados que vayan de la concentracion mas baja hasta la mas
alta es de rutina. El procesador automatico perfecciona el procesamiento de los
tejidos mediante el uso del calor, vacio, presion y agitacion y, por lo tanto, es ideal
porque se llevan a cabo sin la presencia del personal. El xileno, uno de los muchos
agentes aclarantes, es generalmente usado para la inclusion rutinaria en parafina
por su compatibilidad con muchos tipos y tamafos de especimenes. Para el
procesamiento de las muestras, se utilizé el esquema nocturno (procesamiento de

14 a 16 horas):

1. Alcohol etilico al 80% 1 hora
2. Alcohol etilico al 96%, 3 cambios 1 hora c/u
3. Alcohol absoluto, 3 cambios 1 hora c/u
4. Xileno, 3 cambios 1 hora c/u
5. Parafina, 3 cambios 1 hora c/u
6. Parafina, al vacio 1 hora

Anexo 1.2 — Planeacion para cortes histologicos — utilizando cassettes del segundo

tercio del cuerno uterino de cada una de las cerdas.

2 cerdas/subgrupo = 8 cerdas/grupo = 16 cerdas en total.
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1 cassette/cerda = 16 cassettes en total.

2 cortes histoldgicos/ cassette — 15 pases entre cada corte = 1 laminilla.

3 campos/corte histolégico = 6 campos/laminilla.

2 estratos de la mucosa del endometrio - tejido epitelial de revestimiento, tejido

epitelial glandular superficial y tejido epitelial glandular profundo.

1 imagen representativa de los 2 estratos de la mucosa.

3 imagenes/subgrupo, 6 anticuerpos.

Cuadro 1.1. Anticuerpos primarios utilizados en los experimentos de inmunohistoquimica

(IHQ).

Anticuerpo Dilucion
IGF-1 — monoclonal de ratén ((W18): sc-74116 — Santa Cruz Biotechnology, INC.) 1:100
IGF1R — monoclonal de ratén (3C8B1 — NOVUS Biologicals) 1:1000
IGF-2 — policlonal de ratén (NBP1-18707 — NOVUS Biologicals) 1:100
IGF2R — monoclonal de ratén ((29): sc-136321 — Santa Cruz Biotechnology, INC.) 1:500
FGF2 (BFGF) — policlonal de conejo ( (Ab-2) (40-63) — Merck) 1:50
FGFR2 — monoclonal de ratén (( C-8): sc-6930 — Santa Cruz Biotechnology, INC.) 1:100

Cuadro 1.2. Anticuerpos secundarios utilizados en los experimentos de inmunohistoquimica

(IHQ).

Anticuerpo Dilucion

Anti-conejo biotinilado — Vector laboratories 1:100

Anti-ratén biotinilado — Vector laboratories
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Anexo 1.3 — Protocolo para experimentos de inmunohistoquimica (IHQ).
Desparafinado.

1. Colocar las laminillas a trabajar en una termoplatina previamente caliente, a
55 °C durante 30 minutos.
2. Introducir las laminillas en el Xilol 1 durante 10 minutos.
3. Introducir las laminillas en el Xilol 2 durante 5 minutos.
4. Realizar la hidratacion de las laminillas
a. Alcohol etilico al 96%
b. Alcohol etilico al 80%
c. Alcohol etilico al 70%
5. Enjuagar las laminillas en agua destilada durante 10 minutos.

6. Enjuagar las laminillas en PBS 1x durante 10 minutos.

Desenmascaramiento.

7. Agregar 400 ml de agua destilada a la olla de presién para microondas.

8. Precalentar la olla de presion para microondas durante 5 minutos a maxima
potencia. Dejar enfriar hasta que baje el pibote de presién indicando que la
olla puede abrirse.

9. Preparar citrato al 0.5x a partir de una concentracion a 20x, en agua destilada
y colocarlo dentro de la olla de presion para microondas.

10.Calentar el citrato dentro de la olla de presion para microondas durante 3

minutos al 60% de potencia. Abrir la olla de presion con cuidado y colocar las
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laminillas dentro del citrato. Colocar un vaso coplin con agua destilada para
nivelar la presion del citrato junto con las laminillas dentro de la olla.

11.Calentar la olla de presion para microondas al 60% de potencia del
microondas durante 3 minutos.

12. Abrir la olla con cuidado y observar la integridad de los tejidos (esperar a que
el pibote indicador de presion baje para poder abrir la olla, si es necesario).

13.Calentar la olla de presion para microondas al 40% de potencia del
microondas por un minuto. Hacer este paso un par de veces.

14. Abrir la olla con cuidado y observar la integridad de los tejidos (esperar a que
el pibote indicador de presidn baje para poder abrir la olla, si es necesario).

15. Dejar enfriar las laminillas dentro del citrato a temperatura ambiente. Procurar
gue la temperatura 6ptima después de enfriarse sea entre 28 y 30 °C.

16.Enjuagar las laminillas en tres pasos: 10 minutos en PBS 1x, 5 minutos en

PBSt 0.1x y 5 minutos en PBS 1x.

Bloqueo de peroxidasas.

17.Colocar las laminillas en peréxido de hidrégeno al 0.9% a partir de una
concentracion 30x, durante 5 minutos.
18.Enjuagar las laminillas en tres pasos: 10 minutos en PBS 1x, 5 minutos en

PBSt 0.1x y 5 minutos en PBS 1x.

Aplicacion del anticuerpo primario.

19. Colocar las laminillas en BSA 1x durante 30 minutos.
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20.Aplicar el anticuerpo primario. Dejar incubar por una noche a temperatura de

refrigeracion, 4°C., en una camara humeda.

Aplicacion del anticuerpo secundario.

21.Dejar reposar la camara humeda a temperatura ambiente durante 45
minutos.

22.Enjuagar las laminillas en tres pasos: 10 minutos en PBS 1x, 5 minutos en
PBSt 0.1x y 5 minutos en PBS 1x.

23.Aplicar el anticuerpo secundario y dejar incubar durante 60 minutos.

24.Enjuagar las laminillas en tres pasos: 10 minutos en PBS 1x, 5 minutos en

PBSt 0.1x y 5 minutos en PBS 1x.

Aplicacion del complejo actina-biotina.

25.Preparar el complejo actina-biotina -complejo AB- (se recomienda prepararlo
durante la incubacion del anticuerpo secundario 30 minutos antes de su
aplicacion).

26.Aplicar el complejo AB y dejar incubar a temperatura ambiente durante 30
minutos.

27.Enjuagar las laminillas en tres pasos: 10 minutos en PBS 1x, 5 minutos en

PBSt 0.1x y 5 minutos en PBS 1x. Mantener las laminillas en PBS 1x.

Revelado, deshidratacion y montaje de las laminillas.

28.Preparar el colorante diaminobencidina (DAB) bajo las recomendaciones del
fabricante.

29.Secar la laminilla a revelar teniendo cuidado con los cortes histoldgicos.
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30.Colocar la laminilla en la platina del microscopio éptico.
31.Colocar el DAB con la ayuda de una pipeta de 1 ml.
32.0Observar la reaccion al microscopio.
33.Después del tiempo deseado del revelado, frenar la reaccion con agua
destilada e inactivar el DAB en cloro.
34.Aplicar hematoxilina en la laminilla y dejar reposar de 30 a 45 segundos.
35.Enjuagar la laminilla con agua destilada.
36.Deshidratar la laminilla por medio de 10 pases en alcoholes etilicos de forma
ascendente:
a. Alcohol etilico al 70%
b. Alcohol etilico al 80%
c. Alcohol etilico al 96%
37.Dejar secar la laminilla. Posteriormente, realizar el montaje con resina y
observar al microscopio.

2. Anexos de reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR).
Anexo 2.1 — Protocolo para extraccion de ARN con trizol.

1. Colocar 1 ml de trizol en un tubo de 2 ml de capacidad con tapa de rosca.

2. Obtener un tamafio de 1 cm?, aproximadamente, y macerarlo.

3. Colocar en el homogeneizador automatico durante 5 segundos (no permitir
que se caliente demasiado la muestra). Repetir hasta lograr un
homogeneizado uniforme.

4. Incubar el homogeneizado durante 5 minutos a temperatura ambiente, esto

permite la disociacion del complejo nucleo-proteico completa.
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5. Afadir 200 pl de cloroformo, cerrar el tubo y agitar durante 15 segundos.
Posteriormente, dejar reposar por 3 minutos a temperatura ambiente.

6. Centrifugar las muestras a 12,000 rpm durante 5 minutos, a temperatura de
refrigeracion.

7. Recuperar la fase acuosa y llevarlo a un nuevo tubo previamente identificado
(el restante organico puede almacenarse para aislar ADN y proteinas).

8. Anfadir 500 pl de isopropanol para la precipitaciéon del ARN. Posteriormente,
dejar reposar por 10 minutos a temperatura ambiente.

9. Centrifugar las muestras a 12,000 rpm durante 10 minutos, a temperatura de
refrigeracion.

10.Remover el sobrenadante solo dejando el pellet del fondo.

11.Lavar el pellet con 1 ml de etanol al 75% y mezclar en vértex.

12.Centrifugar las muestras a 7,500 rpm durante 5 minutos, a temperatura de
refrigeracion.

13.Remover el sobrenadante y dejar secar procurando que no seque el pellet
(mantiene la solubilidad del ARN).

14.Disolver el ARN en 50 pl de agua libre de ARNasas o en agua DEPC, por
medio de pipeteo (puede dejar incubarse a 55°C durante 10 minutos para

mejorar la solubilidad).
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Anexo 2.2 — Protocolo para la obtencién de ADNc a partir de ARN.

Cuadro 2.1. Kit Omniscript RT de Qiagen®.

Componente Volumen (ul)

10x Buffer RT 1

dNTP Mix 1

Random Primers 10 uM 1

RNAase inhibitor 0.25

Omniscript 0.5

RNA (ajustar a 2,000 ng) Variable por cada muestra
Agua libre de ARNasas Cbp 10

Volumen Total 10

Termociclador Eppendorf Mastercyclegradient: 95°C, 60 minutos.
Anexo 2.3 — Protocolo reaccion en cadena de la polimerasa en punto final.
Se utilizé un Kit ReadyMix - Tag PCR Reaction Mix de Sigma-Aldrich® (201443),

el cual se ajustd a un volumen de 10 pl por reaccién y una concentracion total de 2

Hg de ADNCc. Se ajustaron los siguientes componentes en un volumen de 10 pl del

master mix.
Cuadro 2.2. Kit ReadyMix - Tag PCR Reaction Mix de Sigma-Aldrich®
Componente Volumen
Taqg PCR Master Mix, 2x 5
Indicador de oligonucleoétidos Forward (2.5 uM) 0.25
Indicador de oligonucleétidos Reverse (2.5 uM) 0.25
Agua libre de ARNasas 3.5
ADNCc de la muestra (2 ug) 1
Volumen total de la reaccion 10

Termociclador: Eppendorf Mastercyclegradient.
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Cuadro 2.3. Indicadores de oligonucle6tidos de genes especificos de los factores de
crecimiento utilizados para PCR en punto final y en tiempo real (QRT-PCR).

Genes Secuencia (5" - 3") Tamafio del amplicon
(pb)

IGF-1 Forward: ATCGTGGATGAGTGCTGCTT 147
Reverse: CTTCAAATGTACTTCCTTCTGAGC

IGF1R Forward: ACGAGTGGAGAAATCTGCGG 154
Reverse: TGAGCTTGGGAAAGCGGTAG

IGF-2 Forward: CTGCTCGTCTTCTTGGCCTT 131
Reverse: GGCCTGCTGAAGTAGAAGCC

IGF2R Forward: GCCCCCCAGCAGGAATC 98
Reverse: ACGTGACTTGGGAAATTGCAT

FGF2 Forward: GAAGAGCGACCCTCACATCAA 219
Reverse: CAGTGCCACATACCAACTGGA

FGFR2 Forward: AACACGTGGAAAAGAACGGC 74
Reverse: CCCTGAGTGCTTCAGAACCTT

B-Actina  Forward: ACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACG 365
Reverse: AGGGGCGATGATCTTGATCTTCA

RPS20 Forward: CGCTCCTGGCTCACCGCTGTT 148

Reverse: TGCGGCTGGTGAGGGTGATCC

Anexo 2.4 — Expresion del ADNc de genes de los factores de crecimiento para PCR
en tiempo real (QRT-PCR).

Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

IGF-1 IGF1IR IGF-2 IGF2R FGF2 FGFR2 p-actina

Imagen 2.1. Gel de agarosa al 2% con el tamafio en pares de bases (pb) de los factores de crecimiento
destinados al estudio con B-actina como gen de referencia en tejido de rifién de cerdo. Primera columna
indicando el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.
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Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

B

Imagen 2.2. Gel de agarosa al 2%. Tamafio en pares de bases (pb) del factor de crecimiento IGF-1 en tejido
uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion y durante el proestro, estro, metaestro y diestro del
ciclo estral. La primera columna indica el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.

Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

Imagen 2.3. Gel de agarosa al 2%. Tamafio en pares de bases (pb) del factor de crecimiento IGF1R en tejido
uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion y durante el proestro, estro, metaestro y diestro del
ciclo estral. La primera columna indica el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.
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Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

Imagen 2.4. Gel de agarosa al 2%. Tamafio en pares de bases (pb) del factor de crecimiento IGF-2 en tejido
uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion y durante el proestro, estro, metaestro y diestro del
ciclo estral. La primera columna indica el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.

Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

Imagen 2.5. Gel de agarosa al 2%. Tamario en pares de bases (pb) del factor de crecimiento IGF2R en tejido
uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion y durante el proestro, estro, metaestro y diestro del
ciclo estral. La primera columna indica el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.
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Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

Imagen 2.6. Gel de agarosa al 2%. Tamaifio en pares de bases (pb) del factor de crecimiento FGF2 en tejido
uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion y durante el proestro, estro, metaestro y diestro del
ciclo estral. La primera columna indica el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.

Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

Imagen 2.7. Gel de agarosa al 2%. Tamanfo en pares de bases (pb) del factor de crecimiento FGFR2 en tejido
uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion y durante el proestro, estro, metaestro y diestro del
ciclo estral. La primera columna indica el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.
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Control peso
molecular en pares
de bases (pb)

-

Imagen 2.8. Gel de agarosa al 2%. Tamafio en pares de bases (pb) del gen de referencia RPS20 en tejido
uterino de cerda a los 12, 14, 16 y 18 dias de gestacion y durante el proestro, estro, metaestro y diestro del
ciclo estral. La primera columna indica el control de los pesos moleculares por cada 100 pb.

Anexo 2.5 — Protocolo para la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

(QRT-PCR).
Cuadro 2.4. Kit QuantiNova Probe PCR de Qiagen®.

Componente Volumen (ul)
SYBR Green PCR Master Mix, 2x 5

Indicador de oligonucleotidos Forward (1uM) 0.7

Indicador de oligonucleétidos Reverse (1uM) 0.7

Agua libre de ARNasas 2.6

ADNCc de la muestra 1

Volumen total de reacciéon 10




	Portada 


	Contenido 
	Resumen 
	Introducción 
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión 
	Conclusión
	Referencias
	Apéndice 



