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RESUMEN

Para analizar posibles cambios en el area capilar subepitelial
del endornetrio (ACS) a los O y 12 dias (d) del ciclo estral y a
los 14, 20 y 24 d de gestacion en la oveja, se utilizaron 8 cor-
tes uterinos coloreados con H&E, representativos de cada
Utero de 10 ovejas distribuidas equitativamente en 5 grupos,
para cada uno de los dias mencionados. Se utilizé un anali-
zador de imagenes computarizado, calculando el ACS, como
porcentaje de un area de referencia. Para el ciclo estral, el
mayor ACS encontrado fue el de la zona caruncular al d 14 y
el menor en la intercaruncular en el d 0; hubo diferencias en-
tre los valores de ACS obtenidos para las zonas en los dos
dias estudiados {(P<0,01). En el d 14 de gestacién, se detec-
taron diferencias significativas entre las zonas, siendo el ma-
yor valor promedio para la zona caruncular que para la inter-
caruncular. En los d 20 y 24 de gestacién, hubo diferencias
entre los valores de ACS en regiones adyacentes al embrién
versus las alejadas del mismo; igualmente entre las zonas
carunculares a los 20 d. A los 24 d, para la zona intercarun-
cular solamente (P<0,01). El trofoblasto, en las regiones cer-
canas al embrién, parece inducir el aumento de ACS, lo cual
se hace evidente a los 20 y 24 d de la gestacién. Alos 14 d
del ciclo, hay un mayor valor de ACS en el endometrio que en
el d 0, sin que se pueda ofrecer una explicacion satisfactoria
para este hallazgo. La influencia del embrién en la angiogé-
nesis nos podria indicar que fallas embrionarias en dicha esti-
mulacion ocasionaria la muerte del embrién producto de una
disminucioén en el suministro de gases y nutrientes hacia el

Recibido: 10101 12000. Aceptado: 05112 /2000

mismo, frente a un conceptus cuyas demandas metabdlicas
incrementan con la edad de gestacion.

Palabras clave: Oveja, implantacion, trofoblasto, area capilar
subepitelial, endometrio.

ABSTRACT

To analyze possible changes in capillary subepithelial area of
the endometrium, at O and 14 days of the estrous cycle and at
14, 20 and 24 days of gestation, 8 ewes were studied, using
representative sections of the uterus of each animal colored
with H&E. A computerized image analyzer was employed to
calculate SCA (subepithelial capillary area), as a percentage of
a reference standard area. The mean value for ACS was
higher at 14 (caruncular zone) than at day O of the estrous cy-
cle; the lowest value was seen in the intercaruncular zone at
day 0. Values obtalned for caruncular and intercaruncular
zones were different at the 2 ages studied (P<0.01}. At 14 days
of gestation, there were differences between uterine zones,
with higher SCA in the caruncular one. At 20 and 24 days of
gestation, differences were detected between regions located
near the embryo in comparison to more distant ones. Differ-
ences were also found between caruncular zones at 20 days,
and at 24 for the intercaruncular ones {P<0.01). The tropho-
blast surrounding the embryonic area, appears to induce
angiogenesis in the endometrial subepithelium. The differ-
ences observed during the estrous cycle, can not be explained
at present. The influence of the embryo in the vasculogenesis
could indicate that fail embryonic in this stimulation it would
cause the death of the ernbryo product of a decrease in the
supply of gases and nutritious toward the same one, in front of
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a conceptus whose metabolic demands increase with the ges-
tation age.

Key words: Sheep, implantation, trophoblast, capillary sube-
pithelial area, endometrium.

INTRODUCCION

La supervivenciadel embrién depende del status fisiol6-
gico de la madre y en particular de la secrecién de moléculas
clave para el establecimiento de la placenta y el crecimiento
del embrién y posteriormente del feto. Esto a su vez depende
del crecimiento que debe darse en el endometrio, en especial,
de las glandulas en regiones intercarunculares del Gtero y de
la angiogénesis.

Durante los catorce primeros dias (d} del desarrollo, no
hay evidencias histologicas de interaccion entre el trofoblasto y
el epitelio uterino como indicativo de que la placentacion se ha
iniciado. Asi, hasta los 14 d de gestacion, el trofoblasto de
todo el conceptos es un epitelio clbico simple; a partir de este
dia el tejido se desarrolla, constituyéndose en un epitelio com-
puesto por 2 a 3 capas de células cuboidales o cilindricas, con
células binucleadas y cristaloides intracitoplasmaticos en las
células uninucleadas. Esta transformacion del epitelio, ocurre
inicialmente cerca al embrién extendiéndose de manera gra-
dual hacia las zonas periféricas del conceptus. Concomitante-
mente con este proceso, cuando el trofoblasto desarrollado
contacta el epitelio de revestimiento uterino, conduce a dismi-
nuir la altura de las células del epitelio uterino. En efecto, el
epitelio pasa de ser cilindrico simple o seudoestratificado a un
tejido plano o cubaidal simple, con sincitios [10, 13]. Las trans-
formaciones descritas, tanto a nivel trofoblastico como del epi-
telio uterino, han ocupado la mayor parte del saco alantocoris-
nico a los 24 d de gestacion, en prefeces simples [10].

Por otro lado, la angiogénesis que se lleva a cabo en el
mesodermo esplacnico de la alantoides, debe completarse en
alguna etapa de la gestacion, al punto de posibilitar el inter-
cambio gaseoso propio de la respiracién ernbrionaria (o fetal),
en armonia con el desarrollo de los placentomus y de un desa-
rrollo significativo de los vasos capilares del subepitelio del
Utero. De la misma manera, alin cuando en los ultimos afios
se han esclarecido algunos mecanismos inherentes a la vas-
culogénesis y angiogénesis en diversos sistemas organicos,
no esta claro, cuando actdan, ni cuales son los procesos res-
ponsables de la angiogénesis en el Gtero de la oveja durante
la gestacion, revisado por Torry y Torry [21]. Muchas citogui-
nas han mostrado gobernar el crecimiento, las funcionesy mi-
gracion del trofoblasto, especulandose sobre un nimero dife-
rente de citoquinas, metabolitos y factores mecanicos, capa-
ces de promover o inhibir la angiogénesis, revisado por Torry y
Tarry [21], muchos de los cuales estan presente en el endo-
metrio, teniéndose claro que un solo factor es improbable que
sea el Unico iniciador del crecimiento vascular a nivel de endo-

metrio y placenta [21], sino, que este es un proceso complejo
estrechamente regulado, donde inductores angiogénicos extra-
celulares estimulan la migracion de células endoteliales, mien-
tras reguladores negativos contrarrestan este efecto. Cambios
en un balance relativo de inhibidores e inductores activan el
"switch angiogénico", antes de estabilizar las moléculas que ac-
tivan la maduracién de vasos sanguineos nacientes [2}.

Dentro de las citoquinas consideradas estar involucra-
das en el desarrollo vascular del tejido placental (materno y fe-
tal) estan los factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs),
quienes estimulados por las células endoteliales, pueden ser
el "switch" entre el crecimiento, la diferenciaciény la involucion
durante la angiogénesis por alteracion de la adhesividad o in-
tegracion mecanica de su matriz extracelular, revisado por
Dantzer y Leiser {5]. Los factores de crecimiento transforman-
tes beta estimulan la angiogénesis [18] y contribuyen al esta-
blecimiento de la placenta viable por su expresion en trofoblas-
to y células del sincitio trofoblasto, en el ovino estan involucra-
dos en la formacién de la porcion fetal de la placenta [8]. El
Factor de Necrosis Tumoral es otro factor polipéptidico que re-
gula la expresion de varios genes en las células endoteliales e
induce la angiogénesis en diferentes tejidos mediante una via
controlada por mecanismos paracrinos y/o autocrinos, media-
dos por la accién de IL-8 y el Factor de Crecimiento Fibroblas-
tico béasico [24].

Una de las citoquinas mayormente involucrada en el es-
tablecimiento de la vasculatura placental es el Factor de Creci-
miento del Endotelio Vascular (VEGF) [21]. Se ha detectado
en cotiledén, corion y amnios sugiriendo que el VEGF puede
jugar un papel en la induccion de la angiogénesis y promocion
de la permeabilidad en los microvasos que perfunden las
membranas placental maternay fetal en la oveja [21]. EI VEGF
es una citoquina muitifuncional que juega un papel primordial
mediando la neovascularizacién asi como otras alteraciones
de las células endoteliales durante la inflamaciény es produci-
do por los neutréfilos [20]. Partiendo de lo anterior y del hecho
que la respuesta uterina a la implantacién del blastocisto guar-
dan ciertas similitudes con las reacciones inflamatorias clasi-
cas, este seria otro mecanismo mediante el cual se estimula la
secrecion del VEGF por parte de los neutréfilos para dar inicio
a la neovascularizaciénplacental.

Bajo condiciones hipoxicas también el Factor de Creci-
miento Derivado de Plaquetasy el Factor de Crecimiento Pla-
centa (PLGF), operan como factores de crecimiento vascular
[12). Este Ultimo es otro factor considerado que esta involucra-
do en la vascularizacion placental, el cual es una proteina ho-
mologa al VEGF [7].

En trabajos previos, se observé que la angiogénesis del
alantocorion se inicia cerca del embrién [13], lo cual, aunado a
los hallazgos atinentes al mayor avance comparativo de la im-
plantacion en las zonas cercanas al embrién, permite plantear
la posibilidad de que el embrién pueda estar jugando un papel
importante en el desarrollo de neovascularizaciones en el Gtero.
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Se ha encontrado en el Gtero bovino que existe una ma-
yor densidad capilar en las zonas coincidentes con las areas
preferenciales de ubicacién del embrién, esto es, en la mitad
posterior del cuerno uterino ipsilateral al cuerpo ltteo [4, 6, 22].
Dichos hallazgos llevan a pensar la posibilidad de que el con-
ceptus esté modulando la angiogénesis en el endometrio.

El presente trabajo se disefid con el objeto de analizar
posibles cambios en el area capilar subepitelial del Gtero du-
rante el lapso transcurrido entre los 14 y 24 d de la gestacion
enla ovejay si esos cambios, por lo menos de manera parcial,
son atribuidos a la presencia del embrién. El establecimiento
de los cambios morfoldgicos (densidad vascular) subepiteliales
a nivel endometrialy, la implicacion del conceptus en estimular
dichos cambios, demostrarian la gran responsabilidad del éste
en asegurar su supérvivencia.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 10 ovejas criollas de 15 meses de edad, sa-
nas desde el punto de vista clinico, las cuales fueron manteni-
das en oOptimas condiciones de salud y nutricién, siendo ali-
mentadas con pasto kikuyo (cortado y en pastoreo) y alimento
concentrado comercial (250 g/animal/dia), sal mineralizada
para ovinos en reproducciény agua a voluntad.

Antes de obtener las muestras, a los animales se les
hizo seguimiento de dos ciclos estrales (CE) consecutivos, ob-
servando las ovejas todos los dias, con la ayuda de un carnero
caudoepidectomizadoequipado con un chaleco marcador para
la deteccion del estro, en adicion al perfil de los niveles séricos
de progesterona mediante el método de radioinmunoanalisis
en fase soélida (Diagnostic products Co, Los Angeles, Califor-
nia, USA), usando muestras obtenidas dia intermedio durante
todo el CE.

Los animales fueron divididos al azar en 5 grupos (2 ani-
males/grupo) asi: 0y 14 d del CE y, 14, 20 y 24 d de la gesta-
cion (gestaciones simples, esto es, con un solo embrién en el
Utero). Para el caso de los animales gestantes, se permitio la
monta directa por un macho entero. El diagnéstico de la gesta-
cion fue hecho con base en los niveles séricos de progestero-
na, por laparotomia exploratoriapara el d 14 y para los 20 y 24
d de la gestacion, mediante el uso de un ecdégrafo (Aloka, mo-
delo sad-210DX!1, con transductor de 5 MHz).

Una vez obtenido el tracto reproductivo, se efectud la fi-
jacion por perfusion a presion constante con una solucién de
glutaraldehido al 3%, de pH 7, a través de las arterias uterina
media y vaginal.

Un total de 8 cortes por cada Utero fueron realizados,
cuatro en cada cuerno (dos de la region carunculary dos de la
intercaruncular), uno en la parte anterior del mismo y otro en la
mitad posterior. Para los casos de 20 y 24 d, se obtuvo un cor-
te adicional, cerca del embrién, cuando el corte correspondien-
te al cuerno prefiado, no coincidia con el de la ubicacion del

embrion. Secciones de 5 micrémetros de grosor fueron hechos
y coloreados con Hematoxilina y Eosina, segun un procedi-
miento estandar [15].

Para el andlisis morfométrico, se empled un analizador
de imagenes computarizado (Leco 2001, GANADA), conecta-
do a un microscopio éptico a través de una camara de video.

El area ocupada por el lumen de los capilares subepite-
liales del endometrio (ACS), en cada micropreparado fue cal-
culada asi: cada medicion se hizo en un area de referencia de
9mm? (la ocupada por el monitor de imagenes con un objetivo
de 10X en el microscopio), utilizando la configuracién binaria
del analizador, expresandose el resultado como el porcentaje
del &rea de referencia.

Los estudios estadisticos, incluyeron un disefio comple-
tamente al azar con arreglo factorial, utilizando un paquete es-
tadistico computarizado [19].

RESULTADOS

En los valores obtenidos de ACS, no hubo diferencias
entre animales de cada grupo, en ningind del CE nia los 14d
de gestacion, por lo cual los datos son presentados para cada
grupo de manera comun.

El mayor valor del ACS correspondi6 a la zona caruncu-
lar al d 14 del CE y el menor en la intercaruncular el dia O del
CE. Hubo diferencias significativas entre los dias y las zonas
solo el d 0 {P<,01}, TABLAL.

En el d 14 de gestacion, hubo diferencias significativas
entre las zonas, siendo el mayor valor promedio para ACS en
la zona caruncular, en comparacion con la intercaruncular
(P<0,01), TABLA Il

Los datos analizados para los 20 y 24 d de gestacion,
mostraron que hubo diferencias significativas al considerar las
dos zonas estudiadas {P<0,01), TABLA lll. Al establecer com-
paraciones entre regiones adyacentes al embrién, versus las
alejadas del mismo, se encontré que habia diferencias entre
las zonas carunculares de las regiones consideradas a los 20
y, a los 24 d para la zona intercaruncular solamente (P<0,01),
TABLATll y IV.

DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos, puede plantearse
gue la influencia estrogénica y/o progestacional, modula(n) de
alguna forma la angiogénesis de los capilares subepiteliales
del endometrio en la oveja, durante el CE y a los 14 d de ges-
tacion. Sin embargo, debe anotarse que después de este Ulti-
mo dia, con el comienzo del desarrollo trofoblastico, verbigra-
ciaentre los 15 y 20 d de la gestacion podria iniciarse un feno-
meno angiogénico en el subepitelio uterino que resulta en el
aumento del ACS, evidente al comparar los resultados del
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TABLA /
VALORES PROMEDIO DEL AREA CAPILAR
SUBEPITELIAL (ACS) EN EL ENDOMETRIO OVINO
ENLOSDIAS 0 Y 14 DEL CICLO ESTRAL (X = EE)

Dias del ciclo Zona Uterina

Caruncular Intercaruncular
0 10,94il,12 7,43 + 0,480
14 1327 x1,2° 12,39 =+ 0,85°
Las letras disimiles, denotan diferencias (#<0,01). %= promedio.

EE = error estandar.

TABLAH
VALORES PROMEDIO DEL AREA CAPILAR
SUBEPITELIAL (ACS) EN EL ENDOMETRIO DE OVEJAS
EL DIiA 14 DE LA GESTACION (X = EE)

Dias de gestacion Zona Uterina

Caruncular Intercaruncular
14 11,20 + 2,08 8,86+ 1,10
Las letras disimiles, denotan diferencias( P < 0. 01). X = promedio.

EE = error estandar.

TABLA 1
VALORES PROMEDIO DE AREA CAPILAR SUBEPITELIAL
(ACS) EN EL ENDOMETRIO DE OVEJAS,

AL DiA 20 DE LA GESTACION (X + EE)

Dias de gestaciony Distancia al Embrién

zona uterina

Adyacente Alejada
20 Caruncular 15,99 + 2,12 9,16 1,8°
20 Intercaruncular 13,88+ 1 5¢ 15,90 + 3,0°
Las letras disimiles, denotan diferencias (P < 0,01). X = promedio.

EE = error estandar.

TABLA IV
VALORES PROMEDIO DE AREA CAPILAR SUBEPITELIAL
(ACS) EN EL ENDOMETRIO DE OVEJAS,
AL DIiA 24 DE LA GESTACION (X + EE}

Dias de gestaciony Distanciaal Embrién

zona uterina

Adyacente Alejada
24 Caruncular 16,00 + 3,22 14,80 + 2,52
24 Intercaruncular 35,00 + 3,8 19,90 + 3,0¢

Las letras disimiles, denotan diferencias (P < 0.01).X = promedio.
EE = eror estandar.

d 20 de gestacion, con los del CE y los correspondientes al d
14 de la gestacion. Con base en lo anterior, podria postularse
que la presencia del embrién tiene injerencia en el proceso de
vascularizacion mencionado, suponiendo que las secreciones
del conceptus en las regiones que rodean el embrion, inducen
la formacién de un mayor nimero de vasos capilares en el su-
bepitelio del endometrio, en comparacién con lo que sucede
en regiones mas alejadas. A los 20 d de gestacién, hay mayor

desarrollo trofoblastico en regiones adyacentes al embrién que
en las mas distantes [10]. Lo que podria explicar un mayor
efecto angiogénico por parte del trofoblasto desarrollado en
comparacion con el no desarrollado, en el caso de necesitarse
un trofoblasto desarrollado para la produccién de factores an-
giogénicos.

El trofoblasto produce el VEGF [21], lo que podtia expli-
car en parte lo encontrado en el presente estudio. EI VEGF
también es producido en el Utero y depende de la secrecion de
estrogenos como fue demostrado en ovejas ovariectomizadas
17). Ello no concuerda con lo encontrado en el presente traba-
jo en las ovejas del d O del CE, pero podria implicar que cerca
al embrién, hay mayor produccién de estrégenos por parte del
trofoblasto. Sin embargo, no se debe descartar que la proges-
terona puede tener una accion angiogénica durante la implan-
tacion, explicandose asi los resultados del presente estudio, a
los 20y 24 d de la gestacién. Esto se apoya en los resultados
de Niy col. [1€], quienes hallaron un aumento en la expresion
del VEGF durante la prefiez en la rata, junto con el del flujo
sanguineo y la disminucion en la resistencia vascular en el
Utero, con el avance de la gestacién. En el mismo contexto,
Ghosh y col. [11], comprobaron que al inhibir la secrecion de
progesterona, hay una reduccion en la secrecion de citoquinas
necesarias para la implantacién y la angiogénesis. Asi mismo,
Jojovic y col. [14], encontraron una accion confluente entre el
VEGF, el factor epidermal de crecimientoy la progesterona en
el desarrollo de la placenta en la rata. Carmeliet y col. [3], re-
saltan la importancia de la angiogénesis en la supervivencia
ernbrionaria, mediante la identificacién de un determinante le-
tal, el cual es la ausencia de un alelo individual para la expre-
sion de VEGF en el embrion. Es claro entonces, que se nece-
sita un desarrollo vascular adecuado en los dos componentes
placentarios para garantizar la supervivenciadel embrién.

Otra molécula que puede jugar un papel importante en la
remodelaciény angiogénesis endometrial en ovinos, es el fac-
tor transformante de crecimiento [9]. Asi mismo, Watanabe y
col. 23], estudiaron la expresion de VEGF durante el CE y la
prefiez en la rata, encontrando que en los compartimientos fe-
tales (verbigracia amnios, células del saco vitelino) habia ma-
yor cantidad de VEGF en comparacion con otras areas, hecho
que estaria explicando el hallazgo del presente trabajo relacio-
nado con una mayor vascularizacion del endometrio en las re-
giones aledafias al embrion, a través de un efecto paracrino.

Es interesante anotar que Athanassiades y col. {1}, en-
contraron que el VEGF es importante para la proliferacion celu-
lar en el trofoblasto humano; de ocurrir asi en la oveja, daria un
soporte a hallazgos previos [10] y los del presente estudio, por
cuanto para que haya un mayor desarrollo trofoblastico, es ne-
cesario que ocurra hiperplasia, verbigracia entre los 14y 20 d
de la gestacion. Como el desarrollo trofoblastico es mayor cerca
al embrién, ello implicaria una produccién comparativamente
aumentada de factores angiogénicos y mitéticos en el wrion,
los cuales, entonces, estarian cumpliendo un doble propésito:



estimular el desarrollo del trofoblasto e incrementar la angiogé-
nesis en el Utero. Actualmente se llevan a cabo estudios en
areas més representativas del Gtero (cortes longitudinales), en
aras de corroborar los hallazgos del presente trabajo.

CONCLUSIONES

El trofoblasto, en las regiones cercanas al embrién pare-
ce inducir la angiogénesis en la propia-submucosa subepitelial
del endometro, haciéndose evidente a los 20 y 24 d de la ges-
tacién, pero no alos 14 d de ésta.

En la fase progestacional del CE, bajo las condiciones
del presente estudio, hay un mayor valor de ACS en el endo-
metrio, en comparacién con lo que sucede durante la fase as-
trogénica, sin que haya una clara explicacién del por qué de
estos resultados.
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