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RESUMEN

Con la finalidad de determinar el area vascular alantoidea
(AV), expresada como porcentaje del area total del conceptus
ovino de gestaciones normales (GN) y miltiples inducidas
(GMI) en los dias 20, 28 y 35 de la gestacion, se utilizaron 24
ovejas divididas en 2 grupos con igual nimero de ovejas cada
uno (GN y GMI). El grupo GMI fue sincronizado con esponjas
colocadas en la vagina e impregnadas con 60 mg de acetato
de medroxyprogesterona (AMP) por 13 dias. Cuarenta y ocho
h. antes de retirar la esponja, cada oveja recibié 1500 Ul de
PMSG via i.m. Las ovejas de GN una vez que presentaron el
tercer celo fueron servidas por un carnero entero (monta natu-
ral). Los animales se sacrificaron en las edades de gestacion
establecidas, obteniendo los tractos reproductivos, se removie-
ron los conceptus, para luego tomarles fotografias y determi-
nar el AV mediante el uso de un analizador de imagenes com-
putarizado. Se aplicaron pruebas de correlacion, t-Student y
estadistica descriptiva. En ningin caso el AV super6 el 8% del
total de area del conceptus. Sin embargo, aumenté drastica-
mente en un porcentaje cercano al 100% cada 8 dias en am-
bos grupos. No se encontraron diferencias estadisticas
(P>0,05) a ninguna edad entre embriones viables de las dos
condiciones de prefiez. Se encontraron diferencias altamente
significativas (P<0,01) entre embriones viables y no viables en
GMI, y hubo una asociacion positiva altamente significativa en-
tre el porcentaje AV y la viabilidad embrionaria los dias 20,
(r=0,78; P<0,01); 28 (r=0,90; P<0,01) y 35 (r=0,91; P<0,01). El
embrién puede sobrevivir con un AV escasa antes del dia 35
de gestacion (los promedios fluctuaron entre 1,67 y 7,03%). In-
dependientemente de cuando comienza el flujo sanguineo fun-
cional en la alantoides, esta claro que la mortalidad embriona-
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ria en ovinos, asi como en otras especies, parece asociada
con fallas en la vascularizacion alantoidea. Siendo asi, el AV
podria ser usado como una medida valida para determinar la
viabilidad embrionaria post-mortem.

Palabras clave: Ovejas, area vascular, alantocorion, mortali-
dad embrionaria.

ABSTRACT

The objective of this research was to determine allantoid vascular
area (VA), expressed as the percentage of the total area of ovine
conceptus in normal (NP) and induced multiple (IMP)
pregnancies on days 20, 28 and 35 of gestation.A total of 24
ewes divided into 2 groups (NP and IMP) with the same number
of animals in each were used. The IMP group was synchronized
by using 60 mg of medroxyprogesterone acetate (MPA) soaked
in sponges placed in the vagina for 13 days. At 48 hours before
withdrawal of the sponges, each ewe was given 1500 IU of
PMSG, i.m. Ewes were bred in their third heat period with a ram
(natural  breeding). Animals were euthanized at the
above-mentioned gestational ages; afterwards their reproductive
tracts were removed as well as the conceptus, which were
photographed and their VA determined through a digital image
analyzer. Data was analyzed using descriptive statistics,
t-Student tests and correlation coefficient determination. VA was
not greater than 8% of the total area of conceptus. However, AV
increased drastically to a range of near 100% every 8 days in
both groups. No statistically significant differences (P<0.05) were
found at any age between viable embryos from both groups.
Highly statistical significant differences (P<0.01) were found
between viable and non viable embryos from the IMP group, and
there was a highly significant positive association between AV
and embryonic viability on days 20, (r=0.78; P<0.01); 28 (r=0.90;
P<0.01) and 35 (r=0.91; P<0.01). Embryos can survive despite a
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scarce AV before day 35 of pregnancy (means range from 1.67
to 7.03%). Independent of when functional blood flow starts in
the allantois, it is clear that embryonic mortality in sheep, as
well as in other species, seems to be associated with a failure
in allantoid vascularization. Thus, AV could be used as an
accurate measurement to determine embryonic viability in post
mortem evaluations.

Key words: Sheep, vascular area, allantochorionic, embryonic
survival.

INTRODUCCION

El establecimiento de la vascularizacién a nivel de la
placenta es un requisito indispensable para la sobrevivencia
del embrién, mas aun si tomamos en cuenta que la placenta
es un organo esencial para el establecimiento y mantenimiento
de la prefiez, dado que desempefia las funciones propias de
los sistemas vitales del organismo. Antes de la implantacion, la
cual se inicia el dia 15 postservicio en la oveja [8, 11], el con-
ceptus es avascular [12]. La alantoides aparece hacia el dia 15
de la gestacion [10], y en su mesodermo esplacnico se co-
mienzan a formar los vasos sanguineos. Sin embargo, la velo-
cidad de la formacion de vasos sanguineos es menor que la
de expansion del corion avascular, dejando asi grandes areas
desprovistas de vasos sanguineos lo cual es evidente hasta
aproximadamente el dia 32 de la gestacion, cuando el porcen-
taje del area vascular del conceptus evidentemente ocupa en
la mayoria de los casos un porcentaje considerable del mismo.
Sin embargo, hay variaciones individuales en este aspecto,
pues a la misma edad, el area vascular del corioalantoides es
diferente cuando se comparan diferentes conceptus [12].

Este proceso de vascularizacion de la placenta es regu-
lado por un sistema complejo de actividad e interaccion entre
moduladores positivos y negativos [14, 17] (factores angiogé-
nicos y antiangiogénicos) producidos bien por la madre o por
el conceptus.

La hipoxia predominante durante la pre-implantacion y en
el periodo inicial de la implantacién a nivel de la interfase mater-
no-embrionaria, induce la vasculogénesis y angiogénesis de
una manera indirecta, ya que es la condicion hipoxica la promo-
tora de la secrecion de factores responsables (Factor de creci-
miento del endotelio vascular) de estimular y/o gobernar los pro-
cesos de formacion de vasos sanguineos [23]. Existen factores
gue se consideran responsables de desencadenar y mantener
el desarrollo vascular placentario, entre los que se encuentran
algunas enzimas como metaloproteinasas de la matriz, pertene-
cientes a la familia de endopeptidasas que pueden degradar los
componentes de la matriz extracelular. Estas enzimas son
esenciales para diversos procesos invasivos como la angiogé-
nesis [24]. Otra enzima involucrada posiblemente en la neovas-
cularizacion es la triptasa que actla como un potente factor an-
giogénico [2]. También se han involucrado ciertas citoquinas en
el desarrollo del lecho vascular de la alantoides, mediante la ac-

cion paracrina de una variedad de factores de crecimiento poli-
peptidicos. Entre ellos se encuentran los factores de crecimien-
to fibroblasticos [25], factor de crecimiento insulinico |, factores
de crecimiento transformantes [21], factor de necrosis tumoral
mediado por accién de la interleuquina 8 y el factor de creci-
miento fibroblastico basico [26], factor de crecimiento derivado
de plagquetas, factores de crecimiento placentario [9], factor inhi-
bidor de la leucemia, factor de crecimiento estimulante de colo-
nias 1, revisado por Polan y col. [18], un factor conocido como
factor H3 [19], el factor de crecimiento del hepatocito [16], y el
de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) considerado
como uno de los factores mas involucrado en el proceso de
neovascularizacion placentaria [22]. El VEGF se ha detectado
en los cotiledones, el corion y el amnios, lo cual puede significar
que el VEGF juega un papel en la induccion de la angiogénesis
y promocion de la permeabilidad en los microvasos de las
membranas de la placenta en la oveja [5, 22]. Es un mitégeno
especifico de las células endoteliales, estimula la angiogénesis
in vivo, particularmente en regiones isquémicas [4, 6], y estimu-
la la vasculogénesis. Para que éste factor ejerza su efecto se
deben expresar los dos alelos (fik-1 y flt-1); la expresion de uno
solo es letal [22].

Antes y después de la llegada del embrion al sitio de ubi-
cacion definitiva, se presentan una serie de cambios vascula-
res, considerados como los méas importantes para el desarrollo
de una competente interfase materno-fetal [22], de manera
gue se pueda asegurar la sobrevivencia embrionaria.

En el humano, la mortalidad embrionaria temprana es a
menudo asociada con fallas en la vascularizacion coridnica
[13]. En la oveja, es claro que los embriones no viables, care-
cen de vasos alantoideos.

En trabajos anteriores, se utilizé un método de supero-
vulacién para crear condiciones de sobrepoblacion que pudie-
ran resultar para obtener embriones viables y no viables, lo
cual permite la realizacion de estudios comparativos de con-
ceptus en condiciones similares [20]. La condicién de gesta-
cion multiple permite la obtencion y discriminacién entre em-
briones viables y no viables permitiendo comparar el porcenta-
je de area vascular del alantocorion de embriones sometidos a
condiciones intrauterinas similares.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el area
vascular alantoidea en conceptus ovinos, y compararla entre
conceptus viables y no viables en los dias 20, 28 y 35 de la
gestacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 24 ovejas criollas, sexualmente maduras y
ciclicamente sanas, las cuales se dividieron en dos grupos
(G1: GN= Gestacion normal y G2: GMI= Gestacion mdltiple in-
ducida: TABLA I). Los animales fueron sometidos a un manejo
alimenticio y sanitario adecuado.
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TABLA |
ANIMALES UTILIZADOS EN EL ESTUDIO
Grupo NUmero Condicion Dias del Ciclo
de animales estral 6 Edad de
gestacion (dias)
1 4 Gestacién Normal 20
1 4 Gestacién Normal 28
1 4 Gestacién Normal 35
2 4 Gestacion Mdltiple 20
2 4 Gestacion Mdltiple 28
2 4 Gestacion Multiple 35
Total = 24.

Se les hizo seguimiento de dos ciclos estrales (CE) con-
secutivos con observaciones dos veces al dia. El estro se de-
tect6 con la ayuda de un carnero caudoepidectomizado. Du-
rante estos ciclos se determinaron los niveles séricos de P,
diariamente por Radioinmunoanalisis (RIA), usando un kit co-
mercial (Diagnostic Products, USA). El coeficiente promedio
de variacion intraensayo fue del 8,001% vy, el de variacion in-
traensayo de 8,31%.

Los animales del G2 fueron sincronizados con la coloca-
cion de una esponja intravaginal impregnada con 60 mg de ace-
tato de medroxyprogesterona (AMP) (Depo-Provera, Upjohn,
USA) por 13 dias. Cuarenta y ocho h. antes de retirar la esponja
los animales recibieron una aplicacion de 1500 Ul de PMSG
(Folligon, Interver, Holanda) (eCG) via i.m. Con la finalidad de
neutralizar el efecto secundario de la PMSG residual, se adminis-
traron 2,5 cc. de anticuerpos. contra PMSG (Neutra PMSG,
Intervet, Holanda), via i.v, el dia del inicio del estro. Se programd
una monta con carnero de la misma raza de las ovejas. El diag-
naéstico de gestacion se realizd a través de la concentracion de
P, donde las ovejas con niveles mayores de 1,5 ng/ml posterior
al dia 16, se diagnosticaron como prefiadas y se confirmé por ul-
trasonido, (Aloka, modelo: SSD-210DXII, con un transductor Alo-
ka que emite una frecuencia de ondas de 5 MHz y una impresora
SONY modelo: UP-87 OMD).

Los animales fueron sacrificados al cumplir las edades
gestacionales establecidas. El sacrificio se llevé a cabo por san-
gria previa desensibilizacion eléctrica. Se obtuvieron los tractos
reproductivos dentro de los dos minutos siguientes al sacrificio y
se procedié a medir e incidir cada cuerno uterino longitudinal-
mente por la parte dorsal del mismo. Dicha incision se realizé
cuidadosamente para evitar la ruptura de las membranas extra-
embrionarias, inmediatamente los conceptus fueron removidos
del Utero a los que se les tomaron fotografias individuales por
los lados dorsal y ventral. El area vascular de cada conceptus
se determind a través de fotografias tomadas a cada uno de los
conceptus tanto por el lado dorsal como por el ventral, esta area
se determind mediante el uso de un analizador de Imagenes
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(Leco 2001. USA) utilizando la orden de medicion binaria de
imagenes, tomando como area vascular los vasos sanguineos
sumando el area cotiledonaria. El area vascular se expreso
como el porcentaje del area total del conceptus.

Se realizaron analisis de correlacion para determinar el
grado de relacion entre variables, Pruebas de t-Student para
comparar grupos de medias independientes, y se uso estadis-
tica descriptiva. Todos los datos fueron procesados mediante
el uso de un paquete estadistico computarizado [15].

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, el AV no supero el 8% del area
total del conceptus en ninguna edad ni condicién de estudio.
Igualmente los conceptus se caracterizaron por presentar ex-
tremos necréticos en todas las edades y condiciones de gesta-
cién estudiadas, lo cual coincide con lo reportado en estudios
anteriores [12]. Por otro lado, no se encontro fusiéon de vasos
sanguineos alantoideos entre embriones bajo la condicion de
competencia intrauterina en los dias 20 y 28 de gestacion
(FIGS. 1y 2). El porcentaje de AV del conceptus ovino aumen-
t6 drasticamente en un porcentaje cercano al 100% cada 8
dias, desde el dia 20 hasta el dia 35 en las dos condiciones de
gestacion (TABLA II; FIG. 3). Millawey y col. [14] reportan que
la vascularizacion es mayor durante la gestacion temprana en
la oveja. Este crecimiento rapido de los vasos sanguineos se
daria con la finalidad de establecer una competente interfase
materno-fetal provista de un gran lecho vascular [22] asegu-
rando de esta manera la sobrevivencia embrionaria.

Al comparar el porcentaje de AV en embriones viables
entre las dos condiciones de prefiez, no se encontraron dife-
rencias estadisticas significativas (P>0,05) a ninguna edad es-
tudiada (TABLA l1I; FIG. 3). Asi, que aun cuando en las GN la
disponibilidad de espacio para un solo embrion o saco corioa-
lantoideo es mayor en comparacion con la disponible en los
Uteros que alojan un gran nimero de embriones, igualmente
hay mayor proporcién de AV. En tal sentido, el desarrollo vas-
cular aparentemente depende de la influencia de factores an-
giogénicos, y no del espacio uterino disponible, mas ain cuan-
do se sabe que en rumiantes la produccién de factores angio-
génicos iniciales esta a cargo de la parte materna de la pla-
centa, siendo este tejido el que podria dirigir la vasculariza-
cion, y los factores antiangiogénicos serian producidos por el
tejido placentario fetal [14], considerandose como blanco de
los factores antiangiogénicos la vasculatura placentaria mater-
na [19], inhibiendo la presentacion de condiciones patologicas
producto de un crecimiento capilar exagerado [7].

En este contexto, es interesante anotar que en cerdas
de la raza Meishan, conocida por tener camadas muy numero-
sas, se acomoda un mayor namero de embriones en Uteros
que tienen la misma longitud que los de razas europeas. Ade-
mas, los conceptus poseen una vascularizacion mas abundan-
te en la raza Meishan [1].
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FIGURA 1. FOTOGRAFIA DE CUATRO conceptus OVINO
UNICORIONICOS DE 28 DIAS DE GESTACION MULTIPLE
OBTENIDOS POR SUPEROVULACION. NOTESE LA INDE-
PENDENCIA DE VASOS SANGUINEOS ALANTOIDEOS.

FIGURA 2. FOTOGRAFIA DE VARIOS conceptus OVINOS
UNICORIONICOS DE 35 DIAS DE GESTACION MULTIPLE
OBTENIDOS POR SUPEROVULACION. NOTESE QUE AUN
SE MANTIENE LA INDEPENDENCIA DE VASOS SANGUI-
NEOS ALANTOIDEOS.

TABLA Il
PORCENTAJE DE AREA VASCULAR EN conceptus
VIABLES DE GESTACION NORMAL Y MULTIPLE
INDUCIDA (X + EE)

Gestacion
Variables Normal Multiple Inducida
Dia 20 1,97% + 0,51 1,67% + 0,20
Dia 28 3,38% + 0,76 3,59% + 0,35
Dia 35 7,03% + 0,47 6,53% + 0,51

No se encontraron diferencias significativas (P>0,05).

Al comparar embriones viables y no viables se encon-
traron diferencias estadisticas altamente significativas
(P<0,01) en cuanto al porcentaje de AV a los 20, 28 y 35 dias
de GMI (TABLA llI; FIG. 4). Resultados estos corroborados
por la asociacién positiva altamente significativa (P<0,05) en-
tre el porcentaje de AV y la viabilidad embrionaria en las tres
edades de gestacion estudiadas (dia 20: r = 0,779; dia 28: r =
0,901; y dia 35: r = 0,913), coincidiendo con lo reportado en
humanos [13]. De modo que la mortalidad embrionaria en la
oveja también esta relacionada con fallas en la vasculariza-
cion alantoidea (FIGS. 5y 6). Por otro lado, la vascularizacion
alantoidea se ha establecido como indicativa de viabilidad
embrionaria [3, 12]. Hasta ahora no aparecen reportes en los
cuales se establezcan caracteristicas morfométricas que per-
mitan evaluar la viabilidad embrionaria en estudios post-mor-
tem. En las condiciones del presente estudio, aquellos em-
briones con porcentaje de area vascular a los 20, 28 y 35
dias de gestacion, menores o iguales a 0,348; 0,469 y 0,860
respectivamente, pueden ser considerados no viables, lo que
permite postular que tal medida junto a las caracteristicas de
las membranas y desarrollo embrionario (peso y longitud),
puede ser una medida confiable para determinar viabilidad
embrionaria post-mortem.

PORCENTAJE DE AREA VASCULAR (AV) EN conceptus
VIABLES DE GESTACION NORMAL (GN)
Y MULTIPLE INDUCIDA (GMI)

OGN
H GMI

% de AV

o =2 N W H» OO O N @
. h \ . it L . .

Dia 20 Dia 28 Dia 35
Dias de Gestacion

FIGURA 3. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE AV DEL
conceptus OVINO A LOS 20, 28 Y 35 DIAS DE GESTACION
NORMAL Y MULTIPLE INDUCIDA.

TABLA Il
PORCENTAJE DE AV EN EMBRIONES VIABLES Y NO
VIABLES EN GESTACION MULTIPLE INDUCIDA (X + EE)

Embriones
Variables Viables No Viables
Dia 20 1,67% + 0,202 0,092% + 0,06"
Dia 28 3,59% + 0,352 0,087% + 0,052°
Dia 35 6,53% + 0,512 0,194% + 0,12°
a - b: P<0,01.
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PORCENTAJE DE AV EN EMBRIONES VIABLES (V) Y NO VIABLES
(NV) EN GESTACION MULTIPLE INDUCIDA

3 mv
ENV

% de AV

Dia 20 Dia 28 Dia 35
Dias de gestacion

FIGURA 4. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE AV DE
EMBRIONES VIABLES Y NO VIABLES A LOS 20, 28 Y 35
DIAS DE GESTACION MULTIPLE INDUCIDA.

FIGURA 5. FOTOGRAFIAS DE EMBRION OVINO VIABLE
(@), Y NO VIABLE (b) DE 28 DIAS DE GESTACION MULTI-
PLE INDUCIDA OBTENIDOS POR SUPEROVULACION. NO-
TESE LA GRAN VASCULARIZACION ALANTOIDEA QUE
PRESENTA EL EMBRION (a), RESPECTO AL (b).

CONCLUSIONES

* El porcentaje de AV del conceptus ovino no supera el
8% al dia 35 de gestacion, pero este es suficiente para
mantener el embrién viable y por ende la gestacion.
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FIGURA 6. FOTOGRAFIAS DE EMBRION OVINO VIABLE
(@), Y EMBRION NO VIABLE (b) DE 35 DIAS DE GESTA-
CION MULTIPLE OBTENIDO POR SUPEROVULACION. NO-
TESE LA GRAN VASCULARIZACION ALANTOIDEA QUE
PRESENTA EL EMBRION (a), RESPECTO AL (b).

* La mortalidad embrionaria temprana en la oveja, esta
asociada, como en otras especies, con fallas en la vas-
cularizacion alantoidea, por lo que el porcentaje de AV
puede ser usado como una medida valida para evaluar
viabilidad embrionaria post-mortem.

e EIl area vascular en conceptus ovinos de 20, 28 y 35
dias de gestacion no varié significativamente, al compa-
rar conceptus de gestaciones normales con los someti-
dos a competencia intrauterina en gestaciones mdltiples
inducidas.

¢ Aparentemente, el embridon puede sobrevivir con un AV
escasa antes del dia 35 de gestacion (los promedios
fluctuaron entre 1,67 y 7,03%). Sin embargo, ain no se
sabe cuando comienza el flujo sanguineo funcional en la
alantoides.

e El AV podria ser usado como una medida valida para
determinar la viabilidad embrionaria post-mortem.
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