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RESUMEN

La placenta forma la interfase entre el feto y la madre, siendo un factor determinante y una fuente de
moléculas de sefializacion para mantener un ambiente propicio y lograr una prefiez exitosa. Estas
funciones son posibles gracias a la formacion de una extensa red vascular desde el endometrio hacia
la placenta, denominado angiogénesis. La placenta equina se clasifica histologicamente como
epiteliocorial microcotiledonaria difusa y adecidua. El objetivo de este estudio fue describir la
morfologia placentaria, desarrollo tisular y expresion de factores angiogénicos en yeguas. Para ello
se utilizaron 15 yeguas mestizas sanas de la region central Argentina y se obtuvieron los uteros
gestantes. Los tercios de prefiez se determinaron como primer tercio (0 al 120 dia de gestacion),
segundo tercio (120 a los 240 dias) y tercer tercio (240 dias al parto). Las muestras de interfase
materno fetal y copas endometriales fueron destinadas al andlisis estructural y ultraestructural,
estudio inmunohistoquimico de los principales factores angiogénicos y hormona gonadotrofina
corionica equina, evaluacion de la remodelacion celular placentaria y estudio histomorfométrico de
los vasos sanguineos. En la gestacion temprana el epitelio luminal del endometrio se encontro
formado por células cubicas con formacion de pliegues endometriales poco profundos y glandulas
en la superficie apical del endometrio materno. A medida que avanza la gestacion, se van formando
surcos endometriales mas profundos que se corresponden fisicamente con las proyecciones
corionicas desarrolladas del lado fetal. A partir del dia 60 contintia el proceso de plegamiento en
vellosidades secundarias y terciarias hasta la formacion de microcotiledones organizados (unidad
primaria de intercambio hemotréfico) desde el dia 100 hasta el dia 240 de gestacion. A partir del
segundo tercio de prefiez la capa de células coridnicas de las vellosidades se halld mas delgada,
permitiendo el reconocimiento de abundantes capilares inmersos en el escaso tejido conectivo que
los sostiene, inmediatamente debajo de los epitelios corionico y endometrial, confirmado por MOAR
y por TEM. Los resultados de apoptosis celular junto con una importante actividad mitética durante
el periodo temprano de la prefiez, evidencian una activa remodelacion tisular, proceso indispensable
en la gestacion equina, ya que antes de la implantacion y previo a la formacion de los
microcotiledones la nutricion del embrion es histotrofica. La presencia en este érgano de los factores
angiogénicos como VEGF, Ang-2 y sus receptores Flk-1 y Tie-2 indican que actuarian
complementariamente en el desarrollo vascular, ejercerian su accion en sinergismo y serian una parte
esencial de las vias de sefializacion celular paracrina y autocrina sobre las células endoteliales de los
capilares, favoreciendo su crecimiento y estrecha ubicacion hacia la superficie epitelial,
disminuyendo la distancia interhemal. El estudio histomorfométrico nos permiti6 identificar que el
aumento del area y perimetro vascular de la placenta sumado a la ausencia de inmunomarcacion del
sistema VEGF/Ang y sus receptores en los endotelios al final de la gestacion evidencia que no hay
nueva formacion de vasos durante este periodo y sumado a un mantenimiento de la inmunomarcacion
moderada de los factores angiogénicos en las glandulas endometriales, afirma el protagonismo de las
mismas en asumir el dominio en la conduccion del desarrollo y crecimiento capilar tanto fetal como
materno, que se daria en las etapas finales de la gestacion. Se determind que existe muerte por
apoptosis en las células trofoblasticas especializadas de las copas endometriales durante todo su
desarrollo y cabe resaltar que es el primer estudio en describir y profundizar la angiogénesis en
placentas equinas.



ABSTRACT

The placenta forms the interface between the embryo/fetus and the mother, being a determining
factor and a source of signaling molecules to maintain a favorable environment and achieve a
successful pregnancy. These functions are possible through the formation of an extensive vascular
network from endometrium to placenta, term angiogenesis. The equine placenta is classified
histologically as diffuse and adeciduate microcotyledonary epitheliochorial. The aim of this study
was to describe the placental morphology, tissue development and expression of angiogenic factors
in mares. 15 healthy crossbreed mares from the central Argentina region were used and the pregnant
uterus were obtained. Pregnancy thirds were determined as first third (0 to 120 days of gestation),
second third (120 to 240 days) and third third (240 days to delivery). The samples from the maternal-
fetal interface and endometrial cups were used for structural and ultrastructural analysis,
immunohistochemical study of the main angiogenic factors and equine chorionic gonadotrophin
hormone (eCG), evaluation of placental cell remodeling, and histomorphometric study of blood
vessels. In early gestation, the luminal epithelium of the endometrium was found to be formed by
cuboidal cells with the formation of shallow endometrial folds and glands on the apical surface of
the maternal endometrium. As the pregnacy progresses, deeper endometrial sulci form that physically
correspond to the developed chorionic projections on the fetal side. From day 60, the folding process
in secondary and tertiary villi continues until the formation of organized microcotyledons (primary
unit of hemotrophic exchange) from day 100 to day 240 of gestation. From the second third of
pregnancy, the chorionic cell layer of the villi was found to be thinner, allowing the recognition of
abundant capillaries immersed in the scarce connective tissue that supports them, immediately below
the chorionic and endometrial epithelia, confirmed by MOAR and by TEM. The results of cell
apoptosis together with an important mitotic activity during the early period of pregnancy, show an
active tissue remodeling, an essential process in equine gestation, since before implantation and prior
to the formation of microcotyledons, the nutrition of the embryo it is histotrophic. The presence in
this organ of angiogenic factors such as VEGF, Ang-2 and their Flk-1 and Tie-2 receptors indicate
that they would act complementary in vascular development, would exert their action in synergy and
they would be an essential part of the paracrine and autocrine cell signaling pathways on the
endothelial cells of the capillaries, favoring their growth and close location towards the epithelial
surface, reducing the interhemal distance. The histomorphometric study allowed us to identify that
the increase in the vascular area and perimeter of the placenta, added to the absence of
immunostaining of the VEGF/Ang system and its receptors in the endothelium at the end of gestation,
shows that there is no new formation of vessels during this period and added to a maintenance of the
moderate immunostaining of the angiogenic factors in the endometrial glands, affirms the
protagonism of the same in assuming dominance in the conduction of both fetal and maternal
capillary development and growth, which would occur in the final stages of gestation. It was
determined that there is death by apoptosis in the specialized trophoblastic cells of the endometrial
cups throughout their development and it should be noted that this is the first study to describe and
deepen angiogenesis in equine placentas.
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La industria equina en nuestro pais es muy importante ya que genera aproximadamente
400.000 puestos de trabajo en forma directa e indirecta, siendo la actividad hipica el principal
sector en generar ganancias y la industria frigorifica en segundo lugar. La Republica
Argentina tiene un stock ganadero equino de 2.603.894 caballos, donde la regién pampeana
cumple un importante rol participativo con aproximadamente un 51.6% del total de cabezas
(MAGyP, 2022). Argentina es el cuarto productor de caballos de carrera y el primer
productor de caballos de polo del mundo. Nuestro pais se encuentra posicionado en el tercer
lugar en producciéon de embriones después de Brasil y Estados Unidos, con
aproximadamente 10.000 prefieces derivadas de esta técnica por afio, de los cuales el 90%
pertenecen a caballos de polo (MAGyP, 2017). Debido a esto en la produccion equina, es
fundamental el manejo sanitario, nutricional y reproductivo para alcanzar indices 6ptimos

que representen una mayor rentabilidad y eficiencia de inversion.

La fisiologia reproductiva del equino es diferente a la de otros animales domésticos ya que
presenta un ritmo anual de capacidad e incapacidad reproductiva. La yegua es poliéstrica
estacional y presenta sucesivos ciclos estrales que responden a un fotoperiodo positivo en
primavera y otono. El ciclo estral normal de la yegua, definido como el periodo entre dos
ovulaciones consecutivas, comienza en la pubertad alrededor de los 10-24 meses de edad y
su longitud aproximada varia entre 18 y 22 dias, considerando en promedio un periodo de
21 dias (Ginther et.al, 2008; Bergfelt, 2000). Uno de los 6rganos principalmente estudiados
para mejorar la eficiencia productiva es la placenta. Esta es un o6rgano transitorio que se
desarrolla durante la gestacion y como lo defini6 Mossman en 1937 (Wooding y Burton,
2008), consiste en la aposicion de tejidos maternos y fetales con la funcion de realizar el

intercambio fisioldgico.

Con una gestacion de aproximadamente 11 meses de duracion, una implantacion tardia, la
existencia de 2 tipos diferentes de placentacion y una maduracion fetal muy retardada, el
desarrollo del conceptus equino en un recién nacido sano es un desafio tanto para el criador

como para el veterinario (Chavatte-Palmer et.al., 2022).

La implantacion se caracteriza por la coexistencia de copas endometriales, un trofoblasto
invasivo proveniente de la cintura corionica del embridon, que permanecerd activo hasta el
cuarto mes de prefiez, y el alantocorion no invasivo que permitird los intercambios

fetomaternos hasta el parto.



Entre el dia 25 y 35 post-ovulacion, una pequefia y espesa capa anular de trofoblasto
especializado se desarrolla en la superficie externa del corion, en la region de contacto entre
el alantoides y el saco vitelino, formando la llamada cintura corionica. Entre el dia 36 y 38,
toda la cintura se desprende de las membranas fetales, se adhiere al endometrio subyacente
y sus células invaden el estroma endometrial (Allen et al., 1972). Aproximadamente al dia
40, todas las células que ya se encuentran binucleadas (Wooding et al., 2001) aumentan
significativamente su tamafo y dejan de migrar, formando un conjunto de células compactas
dentro del estroma endometrial conocido como copas endometriales (Clegg, 1954; Cole y
Goss, 1943; Schauder, 1912) cuyas implicancias en el mantenimiento de la gestacion son

principalmente inmunoloégicas y endocrinoldgicas (Hamilton ez al., 1973; Allen et al., 1973).

Las células especializadas de las copas endometriales se encargan de secretar en forma activa
la hormona gonadotrofina coridnica equina (eCG) (Gospodorowicz 1972), que presenta una
actividad bioldgica similar a la hormona foliculo estimulante (FSH) y a la hormona
luteinizante (LH) (Stewart ef al., 1976), estimulando el crecimiento en tamafio del cuerpo
luteo primario y la formacion de cuerpos luteos secundarios por los ovarios, con el
consecuente incremento de la produccion de progesterona para el mantenimiento de la

prefiez hasta que la placenta se haga cargo de la misma.

El alantocorion es la forma definitiva de la placenta equina, resultante de la fusion del corion
y la vascularizacion alantoica. Presente a partir de los 40 dias posteriores a la ovulacion, se
clasifica histologicamente como una placenta epiteliocorial difusa microcotiledonaria. Su
desarrollo es contemporaneo de la regresion del saco vitelino y la transicion de una placenta
coriovitelina a una corioalantoidea. El microcotiledon es la unidad primaria de intercambio
hemotrofico de la placenta no invasiva y se forma alrededor del dia 120 de gestacion en toda

su superficie (Chavatte-Palmer et.al., 2022).

La placenta es el 6rgano que crea la interfaz para el intercambio de nutrientes y desechos
entre la madre y el feto, ademas de minimizar el rechazo del sistema inmunolégico materno.
A su vez, es una fuente de moléculas de sefalizacion capaces de manipular la fisiologia
materna para mantener un ambiente propicio y lograr una prefez exitosa (Wooding y Burton,
2008). Estas importantes funciones son posibles gracias a la formacion de una extensa red
vascular desde el endometrio hacia la placenta (Bairagi et. al, 2016). El normal desarrollo
placentario comprende un importante crecimiento vascular, denominado angiogénesis, con

el fin de soportar las demandas crecientes de gases y metabolitos del feto. La angiogénesis



es un proceso altamente organizado de crecimiento (proliferacion celular) y desarrollo
(diferenciacion celular) de nuevos capilares, arterias y venas a partir de vasos preexistentes.
En este proceso intervienen diferentes moléculas, como hormonas, factores de crecimiento,
receptores, citocinas y células inmunes, como asi también células madres y progenitoras

(Rizov et al., 2017).

En la yegua el extenso desarrollo de nuevas redes capilares fetales y maternas es paralelo al
desarrollo celular de la interfase materno-fetal, maximizando asi el grado y la eficiencia del
intercambio hemotréfico. Sin embargo, no hay estudios especificos que evaluen
efectivamente la remodelacion vascular a lo largo de toda la gestacion en yeguas sanas, solo
se han descriptos estudios con especial referencia a la microvasculatura de los
microcotiledones fetales, a través de la creacion de moldes de corrosion vascular en yeguas
primiparas jovenes frente a yeguas multiparas viejas con endometrosis (Abd-Elnaeim et al.,
2006) y en equinos pura sangre de carrera con laminitis cronica y evaluacion placentaria solo

al momento del parto (Pazinato et al., 2017).

El mantenimiento de la integridad estructural y funcional del tejido placentario involucra un
recambio celular altamente regulado, que depende de un delicado balance entre
proliferacion, diferenciacion y pérdida celular (Benirschke y Kaufmann, 2000; Alsat et al,
1995). Durante la formacion de la placenta existe una gran proliferacion celular, que a su
vez se acompafia también de la generacion de una gran cantidad de desechos celulares que
deben ser eliminados de manera muy eficiente por el proceso conocido como apoptosis
(Rodriguez et al., 2011). La variacion en estos procesos puede generar el desarrollo de
alteraciones a nivel placentario, lo que a su vez puede generar patologias de la prefiez como
insuficiencia placentaria y placentitis que llevan a muerte embrionaria temprana, abortos,
retrasos en el crecimiento fetal o nacimiento de potros inmaduros (dismaduros y/o

prematuros).

Debido a la falta de informacion respecto a la morfologia basica, remodelacion vascular y
desarrollo tisular de la placenta de yeguas mestizas en Argentina, resulta imperioso estudiar
la histologia placentaria, ultraestructura, factores tisulares y vasculares placentarios con la
finalidad de contribuir al estudio de las diferentes problematicas que afectan a la
reproduccidn equina en nuestro pais, ya que en la industria de la trasferencia embrionaria

(sobre todo del equino de polo) se utilizan, mayormente, yeguas mestizas como receptoras



de embriones (facilitado por el gran stock ganadero equino) y el bajo coste del animal

comparado con un caballo pura raza.

Por tal motivo se plantea como objetivo de esta tesis estudiar la estructura y ultraestructura,
la angiogénesis y la remodelacion tisular en placentas de yeguas mestizas de la region central

Argentina con diferentes estadios de gestacion.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS



2.1 HIPOTESIS

La angiogénesis se incrementa durante el desarrollo de la placenta satisfaciendo las

demandas metabolicas del feto mientras que la proliferacion celular y la apoptosis deben

correlacionarse para permitir una correcta remodelacion del tejido placentario durante la

prefiez equina.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo General

Estudiar la estructura y ultraestructura, la angiogénesis y la remodelacion tisular en placentas

de yeguas mestizas de la region central Argentina con diferentes estadios de gestacion.

2.2.1 Objetivos Especificos

1.

Analizar la estructura y ultraestructura de placentas equinas del primer, segundo y
tercer tercio de la prefiez.

Caracterizar histologicamente la estructura de las copas endometriales y determinar
su funcionalidad mediante la inmunolocalizacion de la hormona gonadotrofina
coridnica equina en placentas equinas del primer tercio de prefiez.

Determinar la inmunoexpresion del factor de crecimiento endotelio vascular, la
angiopoyetina 2 y sus receptores en cortes histologicos de placentas en los diferentes
estadios de la prefiez.

Analizar la angiogénesis placentaria mediante el estudio de variables morfométricas
(area y perimetro) de los vasos sanguineos.

Evaluar la remodelacion tisular placentaria en los periodos gestacionales propuestos,

determinando la apoptosis y la proliferacion celular.
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3.1 Produccion equina

La Reputiblica Argentina tiene un stock ganadero equino de 2.603.894 caballos, donde la
region pampeana cumple un importante rol participativo con aproximadamente un 51.6%
del total de cabezas, segin el reporte de marzo del 2021 del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca Argentina (MAGyP). La industria equina en nuestro pais es muy
importante ya que genera aproximadamente 400.000 puestos de trabajo en forma directa e
indirecta, siendo la actividad hipica el principal sector en generar ganancias y la industria
frigorifica en segundo lugar. Argentina cuenta con 73 centros registrados de inseminacion
artificial y transferencia de embriones, principalmente para caballos de salto, polo y, en

menor medida, cuarto de milla, arabe y peruano de paso.

El Sistema Equino Argentino se puede diferenciar claramente en dos subsistemas: el del
caballo de andar deportivo y el destinado a carne (Regunaga et al., 2006). La industria hipica
asociada a la actividad deportiva le aport6 al caballo argentino un alto valor agregado, ya
que existen gran cantidad de equinos criados que se han posicionado en los mejores podios
del deporte ecuestre mundial. Argentina es el cuarto productor de caballos de carrera y el
primer productor de caballos de polo del mundo; reconocida mundialmente como la cuna
del polo, ha aumentado su crecimiento en los ultimos afos, impactando mucho en la
provincia de Cordoba. Seglin la coordinacion de equinos del MAGyP en base a datos del
INDEC y Trade Map del International Trade Center (ITC), en el 2019 Argentina exporto
2.970 équidos por 28,2 millones de dolares FOB (Free on Board = Libre a Bordo del barco
en el pais de origen) absorbiendo el 0,9% del mercado (MAGyP, 2022). Ademas, nuestro
pais se encuentra posicionado en el tercer lugar en produccién de embriones después de
Brasil y Estados Unidos, con aproximadamente 10.000 prefieces derivadas de esta técnica
por afio, de los cuales el 90% pertenecen a caballos de polo (MAGyP, 2017). En relacion a
los caballos destinados para la produccion de carne, si bien Argentina no presenta consumo
de dicha carne, se encuentra entre los principales paises exportadores mundiales en la
materia, siendo la Union Europea el mercado por excelencia. Este subsistema adquiere
importancia en lo que se refiere a la industrializacion y exportacion, representando una
importante fuente de ingreso al erario publico por exportaciones. A pesar de ello, no existe
produccion de caballos para tal fin; es decir, que no hay produccion y engorde de caballos
para faena, sino que se destinan a tal fin a aquellos equinos que no pueden -o dejan de- ser
utilizados en sus actividades originales (deportivas, de trabajo, etc.); este esquema se ve

facilitado por el gran stock de équidos existente (Barbero, 2016). En el afio 2021, Argentina



vendi6 10.024,26 toneladas de carne equina por un valor aproximado de 31.987,21 millones
de dolares FOB. Dentro de las cabezas faenadas, la regiéon pampeana aporta el 90% de las
mismas (MAGyP, 2022). La Fig. 1 muestra la presencia de equinos en las distintas

provincias de Argentina.

Fig.1: Distribucion de los equinos a nivel
nacional. Extraido de Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (marzo 2020).

En la produccion equina, es fundamental el manejo sanitario, nutricional y reproductivo para

alcanzar indices Optimos que representen una mayor rentabilidad y eficiencia de inversion.

3.2 Fisiologia reproductiva equina

La fisiologia reproductiva del equino es diferente a la de otros animales domésticos ya que
presenta un ritmo anual de capacidad e incapacidad en la reproduccion. El ciclo reproductivo
anual de la yegua refleja una estrategia evolutiva para maximizar la supervivencia de los
potrillos acorde a la duracion de la prefiez. Las yeguas con gestaciones de aproximadamente

11 meses, comienzan a aparearse a mediados de la primavera de forma tal que el momento
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del parto sea al afno siguiente en la misma época, donde se encuentra la mayor oferta de

alimento (Grant, 2005).

La yegua es poliéstrica estacional y presenta sucesivos ciclos estrales que responden a un
fotoperiodo (aumento o disminucion de la luz del dia) en primavera y otofio. Este fotoperiodo
activa la glandula pineal liberando hormonas que estimulan la actividad ovarica. En zonas
de clima templado, la mayoria de las yeguas presentan actividad sexual durante la primavera-
verano (estacion reproductiva) y muy pocas al final del otofo-invierno (estacion
anovulatoria). El aumento en la actividad ovarica producido por el incremento de las horas

luz, lleva a que la especie equina sea considerada fotoperiddica positiva.

El ciclo estral normal de la yegua, definido como el periodo entre dos ovulaciones
consecutivas, comienza en la pubertad alrededor de los 10-24 meses de edad y su longitud
aproximada varia entre 18 y 22 dias, considerando en promedio un periodo de 21 dias
(Ginther et. al, 2008; Bergfelt, 2000). Este ciclo consiste en dos etapas claramente
diferenciadas: el estro o fase folicular y el diestro o fase lutea. Ambas fases se caracterizan
por modificaciones internas de los organos sexuales y del sistema glandular, asi como
también por cambios en el comportamiento de la yegua en funcion de los niveles dominantes
de estrogenos (E2) y progesterona (P4) en cada uno de ellos, respectivamente (Aurich, 2011;
Crowell-Davis, 2007). El estro se caracteriza por la presencia de foliculos en diferentes
etapas de desarrollo y el aumento simultaneo en la secrecion de E2. Tiene una duracion de
5-7 dias, presentando una variabilidad de 3-9 dias que esté relacionada con la temporada
estacional. Durante este periodo, la yegua es sexualmente receptiva al tracto genital del
semental, pudiendo recibir y transportar el esperma para culminar finalmente con la
ovulacion. La fase diestra o lutea comienza en el momento de la ovulacion con la formacion
del cuerpo luteo (CL), que es responsable de la sintesis de P4. A diferencia de la fase
folicular, la insensibilidad del CL al fotoperiodo hace que la duracion de este periodo sea
mas constante. De hecho, la mayoria de las investigaciones estiman una duracién promedio
de 14-15 dias (Ginther et. al, 2008; Crowell-Davis, 2007; Squires, 1993). El final de la fase
lutea esta marcado por la liberacion de la prostaglandina (en el caso de no haber concepcion)
alrededor del dia 14-15 del ciclo, la regresion del CL, la caida en los niveles de P4 y el
comienzo de un nuevo estro 1-2 dias después (Daels y Hughes, 1993). En la Fig. 2 se observa
la interrelacion entre los eventos fisioldgicos y los perfiles hormonales del ciclo estral de la

yegua.
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Fig.2: Perfiles hormonales y relaciones temporales con el desarrollo folicular y
luteo durante el ciclo estral en la yegua. Adaptado de Ginther, 1992.

3.3 Gestacion equina

El dialogo feto-materno continuo es un pre-requisito de la prefiez en todos los mamiferos.
Sin embargo, en la prefiez equina se presentan una serie de caracteristicas que son Unicas
para esta especie y difieren de los eventos equivalentes en otras grandes especies de animales
domésticos y silvestres. Es dificil dar una razon evolutiva sobre estas caracteristicas
particulares; no obstante, debe presumirse que son componentes importantes en el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez (Allen, 2011). Algunos de los eventos
significativos involucrados en el establecimiento de la prefiez en la yegua son: su amplio
rango gestacional, la movilidad embrionaria y fetal, el reconocimiento materno de la prefiez,

la formacion de las copas endometriales y el desarrollo de microcotiledones, entre otros.

La gestacion de la yegua se extiende desde la fecundacion hasta el parto y se ha dividido en
tres periodos: El periodo ovulatorio abarca desde la fecundacion hasta el dia 15 y es durante
el cual se desarrolla el estadio de blastocisto y llega al tutero. El periodo embrionario
comprende desde el dia 15 al dia 60 y es durante el cual se lleva a cabo el desarrollo y
crecimiento de los distintos drganos u organogénesis. El periodo fetal se extiende desde el
dia 60 al parto, y es durante el cual se presentan ligeras diferencias de tejidos, 6rganos o
sistemas a lo largo del desarrollo y maduracion del feto. La duracion de la gestacion en

equinos varia de 320 a 405 dias, con un promedio de 340 dias (Cortés-Vidauri et. al, 2018).
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3.3.1 Movilidad embrionaria y reconocimiento materno

El embrién equino demora un tiempo excesivamente largo para recorrer el oviducto y
comienza a secretar cantidades apreciables de prostaglandinas E2 (PgE2) cuando alcanza el
estadio de moérula compacta al dia 5 post-ovulacion. Esta PgE2 actiia localmente para relajar
la musculatura lisa circular y contraer la musculatura lisa longitudinal de la pared del
oviducto, permitiendo un avance rapido y la entrada al ttero alrededor de las 24 horas
(Weber et al., 1995, 1992,1991ayb). El embrion entra al ttero a través de la papila utero-
tubarica entre los dias 6 y 7 post-ovulacion (Battut et al., 1997; Weber et al., 1977). Por lo
tanto, es la capacidad del propio embridon de secretar hormonas la que provoca su pasaje
hacia el ttero y no los cambios en el tamafio o cambios conformacionales en su capa mas
externa como ocurre en las otras especies domesticas (Allen, 2011). Una vez en el ttero, el
embrion se rodea de una estructura caracteristica de la especie equina, desde el dia 6-7 hasta
el dia 23 post-ovulacion. Dicha estructura es conocida como capsula del blastocisto equino
y es un glicocalix acelular, resistente y eldstico, producido por el trofoectodermo después de
que el concepto llega al utero y pierde la zona peltcida (Oriol ef al., 1993; Betterigde et al.,
1992, 1989). La céapsula evita que el trofoblasto se elongue entre el dia 10 y 16 post-
ovulacion, a diferencia de los embriones de cerdos y rumiantes que llevan a cabo este
mecanismo para poner en contacto el trofoblasto con el endometrio y maximizar asi la
recepcion del reconocimiento materno del factor de la prefiez (Wooding, 1982; Perry ef al.,
1973). Es por ello, que el embridén equino permanece esférico y completamente suelto dentro
de la cavidad uterina, donde se mueve constantemente impulsado por las fuertes
contracciones peristalticas del miometrio que son, a su vez, estimuladas por PgE2 y
prostaglandina F2 alfa (PgF2a) producidas por el embrion (Allen, 2001). Cuando el embrion
estd presente, la lutedlisis debe ser bloqueada (primera respuesta luteal a la prefiez) a través
de la hormona progesterona. La presion evolutiva ha llevado a que se desarrollen distintas
estrategias para permitir el desarrollo embrionario. El fendémeno de movilidad en la yegua
permite que el embridn contacte con todo el endometrio uterino y de esta manera, una
pequefia vesicula esférica es capaz de bloquear la luteolisis a pesar de la gran extension del
utero (Ginther, 1998). Este proceso de movilidad embrionaria en las yeguas persiste hasta el
dia 16-17, cuando el aumento de la tonicidad del miometrio inmoviliza la vesicula todavia
esférica y la fija en la base de uno de los cuernos uterinos. Dicho aumento esta
probablemente inducido por la acciéon combinada de los estrégenos producidos por el

embrion desde tan temprano como el dia 10 post-ovulacion (Heap et al., 1982) y las
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prostaglandinas embrionarias sobre la musculatura del utero. La vesicula fijada permanece
sujeta a la accion de las contracciones uterinas continuas que se cree contribuyen a la
rotacion u orientacion vesicular (Ginther, 1998; van Niekerk, 1965). Luego de que el
concepto deja de moverse, realizard durante los proximos 60-70 dias a los procesos de
embriogénesis, organogénesis, y aumentard la interdigitacion entre las capas epiteliales

fetales y maternas para crear la placenta equina (Allen y Wilsher, 2009).

3.3.2 Desarrollo de microcotiledones

La membrana corioalantoidea de la placenta, estd conectada a la pared uterina por millones
de vellosidades microscopicas (1-2 mm aproximadamente) llamadas microcotiledones
(debido a que se asemejan, en una menor escala, a la disposicion cotiledonaria de los
rumiantes). Las proyecciones vellosas se interdigitan con los pliegues del endometrio y las
glandulas maternas de manera compleja. El microcotiledon es la unidad primaria de
intercambio hemotréfico de la placenta no invasiva y se forma alrededor del dia 120 de
gestacion en toda su superficie, exceptuando en la zona que contacta con el cérvix llamada
estrella cervical. En consecuencia, mientras que la mayoria de la superficie corionica exterior
tiene un aspecto aterciopelado de color rojo ladrillo debido a la presencia de los
microcotiledones, la region de la placenta que se apoya sobre el cuello uterino carece de este
aspecto y tiene una apariencia blanco suave. La union de la placenta al atero a través de los
microcotiledones es critica para la transferencia de nutrientes y oxigeno de la yegua al feto
(Wilsher y Allen 2012, Abd-Elnaeim et al., 2006). La Fig.3 muestra la formacion de los

microcotiledones de la placenta equina, con sus componentes maternos y fetales.

Fig.3: Representacion esquematica de los microcotiledones de la
placenta equina. Notese el contacto estrecho de los vasos sanguineos
fetales y uterinos. Tomado y modificado de Steven y Samuel, 1975.
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3.3.3 Formacion de copas endometriales

Entre el dia 25 y 35 post-ovulacion, una pequefia y espesa capa anular de trofoblasto
especializado se desarrolla en la superficie externa del corion, en la region de contacto entre
el alantoides y el saco vitelino, formando la llamada cintura corionica. Entre el dia 36 y 38,
toda la cintura se desprende de las membranas fetales, se adhiere al endometrio subyacente
y sus células invaden el estroma endometrial (Allen et al., 1972). Aproximadamente al dia
40, todas las células que ya se encuentran binucleadas (Wooding et al., 2001) aumentan
significativamente su tamafo y dejan de migrar, formando un conjunto de células compactas
dentro del estroma endometrial conocido como copas endometriales (Clegg, 1954; Cole y
Goss, 1943; Schauder, 1912) cuyas implicancias en el mantenimiento de la gestacion son
principalmente inmunologicas y endocrinologicas (Hamilton et al., 1973; Allen et al., 1973).
La formacién detallada de las copas se muestra en la Fig.4. Las células especializadas de las
copas endometriales se encargan de secretar en forma activa la hormona gonadotrofina
corionica equina (eCG) (Gospodorowicz 1972), que presenta una actividad bioldgica similar
a la hormona foliculo estimulante (FSH) y a la hormona luteinizante (LH) (Stewart et al
1976). La eCG estimula el crecimiento en tamafio del cuerpo luteo primario y la formacion
de cuerpos luteos secundarios por los ovarios, tanto por la ovulacion de foliculos dominantes
accesorios producidos en cada onda folicular, como por la luteinizacion de las células de la
teca y de la granulosa, con el consecuente incremento de la produccién de E2 y P4. Los
estrogenos actlian sinérgicamente con el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
para estimular la vascularizacion placentaria (Allen ef al., 2007) y la progesterona ayuda a
mantener la prefiez hasta que se produce un gran crecimiento y desarrollo de las gonadas
fetales (ovarios y testiculos) a partir del dia 80 de gestacion (Holtan et al., 1979). La eCG
puede ser detectada tempranamente a los 37-41 dias de gestacion, presenta un pico entre los
60-75 dias y desaparece alrededor de los 120-150 dias (Evans et al., 1933). Los cuerpos
luteos secundarios se observan entre los dias 40 y 150 de la gestacion, ya que a partir de ese
momento la placenta corioalantoidea difusa esta lo suficientemente establecida como para
suministrar la progesterona que mantiene la prefiez hasta término (Amoroso ef al., 1948;
Cole et al., 1931). Las células invasoras de la cintura corionica expresan en su superficie
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad clase I heredados de la linea paterna,
previamente y durante unos dias después de que invaden el endometrio materno para la
formacion de las copas endometriales (Donaldson et al., 1990; Crump et al., 1987). Estos

antigenos inducen respuestas inmunes humorales y mediadas por células por parte de la

15



yegua, las cuales parecen proteger al concepto alogénico en lugar de dafiarlo y podrian ser
esenciales en la iniciacion y desarrollo del proceso de placentacion (Allen et al., 1987; Allen,
1982). Al mismo tiempo, limitan la sintesis exocrina de las copas endometriales a solo 60-

80 dias (Allen, 1975).

Fig.4: Diagrama y fotografias que representan la formacion de las
copas endometriales, de las células de la cintura coridnica y la
eventual degeneracion y desprendimiento de las copas con la
formacion de las bolsas alantocorionicas. Los eventos secuenciales
se numeran cronoloégicamente como se muestra con los puntos
verdes. Extraido de Ginther, 1998.

3.3.4 Placentacion equina

En todos los mamiferos la placentacion inicia con la implantacion, la cual incluye la adhesion
y la migracion celular y conduce a la fijacion del trofoblasto al epitelio uterino. Una
definicion de placenta fue propuesta por Steven y Morris en 1975 como "un o6rgano de
transporte que consta de uno o mas epitelios situados entre la sangre fetal y materna". Su
principal funcidn consiste en regular el intercambio fisiologico entre el feto y la madre,
aunque también actla como un importante 6rgano endocrino e inmunoldgico durante la

gestacion (Watson y Cross, 2005; Noden, 1990).

16



La placenta estd formada por la zona més superficial del endometrio materno y por el corion
fetal, asociados con el saco vitelino o el alantoides dependiendo de la especie. Existen tres
criterios para la clasificacion placentaria: el primero es segin el origen vascular y la
naturaleza de los tejidos extraembrionarios que la componen. En equinos, la placenta se
desarrolla inicialmente como una placenta coriovitelina, donde la pared del saco vitelino se
une con el corion. Este tipo de placenta proporciona la base del intercambio materno-fetal
hasta el dia 42 de prefiez donde experimenta un proceso de regresion (totalmente
involucionado entre 56 y 75 dias). La placenta corioalantoidea se desarrolla tardiamente
cuando se fusionan el alantoides con el corion y se considera la placenta funcional en todas
las especies domésticas, incluyendo el equino (Roa ef al., 2012). Durante esta etapa
temprana, los estudios protedmicos indican que probablemente existe una diafonia entre el
saco vitelino y la placenta corioalantoidea para el transporte de moléculas al feto (Franciolli
et.al., 2020; Loux et.al., 2018). Una vez que el saco vitelino ha retrocedido, la placenta
corioalantoidea es la uinica proveedora de intercambio de nutrientes entre la yegua y el feto,
tanto hemotrofico como histotrofico, intercambios que representan aproximadamente el 90%

y el 10% respectivamente (Chavatte-Palmer et.al., 2022).

Otro criterio de clasificacion se basa en la estructura de la superficie corioalantoidea y su
interaccion con el endometrio. Aquellas areas donde las membranas corioalantoideas
interactian con el endometrio para formar la placenta, se conocen como corion frondoso. En
equinos, el corion frondoso se distribuye de manera difusa sobre toda la superficie
corioalantoidea y, por lo tanto, la placenta se clasifica morfologicamente como difusa
completa. El tltimo criterio de clasificacion es el histoldgico y se basa en el niimero de capas
de tejidos que separan la circulacion materna de la fetal, formando de este modo la barrera
placentaria (Roa et al., 2012). La placenta equina se clasifica histologicamente como
epiteliocorial y posee seis capas de tejidos, tres de origen materno (epitelio, tejido conectivo
y endotelio de los vasos sanguineos maternos) y tres de origen fetal (epitelio, tejido conectivo
y endotelio de los vasos sanguineos fetales). Ademas, esta placenta se considera adecidua ya
que no hay pérdida de tejido materno en el momento del parto (Roa ef al., 2012; Wooding,

2008).

Para la formacion de la placenta, el alantocorion se elonga continuamente durante los
primeros 40 dias hasta que ocupa completamente el interior del ttero en el dia 80-85. En esta
interfase materno-fetal, las vellosidades con forma de dedos del alantocorion comienzan a

interdigitarse con unas proyecciones mas delgadas de la superficie del endometrio (Samuel
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et al., 1974). Alrededor del dia 60, estas vellosidades corioalantoideas y sus surcos
endometriales comienzan a elongarse extensivamente, mientras que al mismo tiempo se
hacen mas largas y profundas (Allen y Wilsher, 2009). El trofoblasto consiste en ese
momento en una capa simple de células columnares estrechamente adosadas a las
microvellosidades del epitelio uterino. Alrededor del dia 100, las células trofoblasticas se
vuelven cubicas y las uniones se tornan mas complejas, desarrollandose pliegues
secundarios. Un plegado mas complejo tiene lugar durante los dias 130-140, hasta que los
microcotiledones maduros multi-ramificados se rodean, del lado materno, de una capsula de

tejido conectivo (Samuel et al., 1974).

El desarrollo placentario persiste durante toda la gestacion para maximizar el area de
contacto entre las capas epiteliales fetales y las maternas, asegurando el intercambio
hemotréfico de gases, nutrientes y productos de desecho (Macdonald et al., 2000; Samuel et
al., 1976). Cada microcotiledén es irrigado por una arteria del lado materno, asi como de
lado fetal para maximizar el proceso de intercambio hemotréfico (Abd-Elnaeim et al., 2006;
Steven y Samuel 1975;). Asimismo, las glandulas endometriales largas y ramificadas
permanecen funcionales durante la gestacion, liberando secreciones exocrinas ricas en
proteinas en los espacios intervellosos o areolas. Las células trofoblasticas que recubren la
apertura de las glandulas se convierten en pseudoestratificadas y estan adaptadas para tomar
esta leche uterina y permitir asi la nutricion histotrofica (Allen y Wilsher 2009; Samuel et

al., 1977; Amoroso 1952).

El siguiente diagrama resume el desarrollo de la placenta y el feto a lo largo de la gestacion

equina desde los 28 dias de prefiez al parto (Chavatte-Palmer et.al., 2022; Fig.5)

Fig.5: Diagrama que representa el desarrollo comparativo de la placenta y feto en el equino a partir de los
28 dias de gestacion. Extraido de Chavatte-Palmer et.al., 2022.
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3.4 Ultraestructura placentaria

La microscopia electronica de transmision (TEM) se aplico por primera vez para estudiar la
ultraestructura placentaria en la década de los cincuenta. Dada la influencia de la
clasificacion histoldgica de Grosser, no es sorprendente ver a los veterinarios a la vanguardia

de los estudios ultraestructurales.

Amoroso particip6 en los primeros estudios de placentacion epiteliocorial, en la cerda y en
la yegua (Amoroso et al., 1958; Dempsey et al., 1955), mientras tanto, Nils Bjorkman
escribid sobre la placentacion en la vaca (Bjorkman et al., 1957). Estos estudios, fueron los

primeros analisis ultraestructurales de placentas en animales domésticos (Carter et al., 2016).

Steven y Samuel fueron los primeros en describir y profundizar la ultraestructura de la
placenta equina realizando estudios a través de microscopia electronica en yeguas Welsh
Mountain Pony en diferentes periodos gestacionales (Steven y Samuel, 1976, 1974).
Después de un intervalo de mas de dos décadas y gracias a los avances en los instrumentos
utilizados por estas técnicas, se han realizado publicaciones sobre la ultraestructura
placentaria a través de la observacidon por microscopia electronica de barrido (SEM), dando
nuevas miradas al cuestionamiento de la morfologia microcotiledonaria y vascular de la
placenta equina (Abd-Elnaeim et al., 2003, 2006; Macdonald ef al., 2000; Macdonald et al.,
1999; Bracher et al., 1996). Estos trabajos permitieron observar y caracterizar la
ultraestructura superficial de la placenta equina en diferentes razas como ponis y pura sangre,
la técnica de SEM demostro ser particularmente util para visualizar la estructura mas fina en
los moldes de corrosion de los vasos sanguineos en la placenta equina. Estudios recientes,
han evaluado los cambios superficiales del endometrio equino durante la primera mitad de

la gestacion en yeguas mestizas y criollas (Camozzato et al., 2019; Souza et al., 2014).

A pesar de esto, el desarrollo de instrumentos y las implementaciones informaticas
mejoradas siguen manteniendo a TEM a la vanguardia del analisis ultraestructural, por lo
tanto, contintia siendo una herramienta 0til en la era de la biologia molecular (Carter, et al.,
2016). Actualmente, en yeguas mestizas, no hay evidencias de analisis ultraestructural

placentario a través de la técnica de microscopia electronica de transmision.
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3.5 Angiogénesis placentaria

La placenta juega un rol fundamental en la provision de nutrientes al feto. Este intercambio
transplacental depende del flujo sanguineo umbilical y uterino, los cuales son dependientes
de una adecuada vascularizacion de la interfase materno-fetal. Para satisfacer las demandas
metabolicas de los embriones, el flujo sanguineo hacia el utero aumenta notoriamente
(Reynolds et al., 2005). Este aumento ocurre a través de dos procesos consecutivos: la
vasculogénesis y la angiogénesis, mientras que la vasculogénesis es la formacion de vasos
sanguineos que se originan por la diferenciacion de células mesenquimales pluripotenciales,
provenientes de células progenitoras hemangiogénicas, la angiogénesis es un proceso
altamente organizado de crecimiento (proliferacion celular) y desarrollo (diferenciacion
celular) de nuevos capilares, arterias y venas a partir de vasos preexistentes (Rizov ef al.,

2017).

Existen dos mecanismos diferentes para lograr este proceso, el brote de nuevos vasos a través
de tubos vasculares preexistentes o la division de vasos preexistentes a través de la
angiogénesis por invaginacion (Djonov et al., 2000). El més antiguo en su descubrimiento
es el desarrollo angiogénico por brotacion y compone un patron de investigacion que ha sido
ampliamente estudiado. Actualmente, sobre la base de una gran cantidad de estudios, la
angiogénesis brotante o mas conocida por “sprouting”, coordina una serie de eventos
centrados en donde las células endoteliales responden a los estimulos angiogénicos,
proporcionados principalmente por los factores de crecimiento vasculares, ya sea secretados
por las propias células endoteliales o por las células del estroma (Saharinen et al., 2010,

2011).

La angiogénesis es un proceso meticulosamente regulado, que acontece tanto en tejidos
normales y fisioldgicos como en los anormales y patoldgicos, tales como la inflamacion,
aterosclerosis, reestenosis, diversos tipos de vasculopatias y cancer, entre otros (Fagiani et
al., 2013). Normalmente, los vasos maduros estan en estado de reposo y muestran una
proliferacion minima (Drevs, 2005), a excepcidon de los cambios que incluyen un patron
vascular asociado como el ciclo y la prefiez en el sistema genital femenino (Stouffer ef al.,

2001; Plendl, 2000).

El proceso comienza en los tejidos pobremente perfundidos cuando los mecanismos de
deteccion de oxigeno captan un nivel de hipoxia que demanda la formacion de nuevos vasos

sanguineos para compensar las necesidades metabdlicas. La angiogénesis fisiologica se
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caracteriza basicamente por un proceso que progresa gradualmente, tal es el caso de la
gestacion, donde se produce el aumento de las demandas metabodlicas debido al desarrollo
de los tejidos placentarios y el crecimiento fetal, generando zonas con hipoxia, este proceso
activa ciertos genes que participan en la formacion, produccion y liberacion de los factores
angiogénicos por parte de los tejidos. Como respuesta a estos estimulos, el proceso de
angiogénesis comienza con la dilatacién de vasos sanguineos preexistentes, aumento de la
permeabilidad vascular y degradacion de la matriz extracelular y lamina basal de los mismos,
continuando con la proliferacion y migracién de células endoteliales (brotes), luego la
organizacion de estas células endoteliales en lineas y formacion de tubos endoteliales,
recubrimiento de los nuevos vasos por células periendoteliales, reconstruccion de la matriz
extracelular y lamina basal y finalmente, estabilizacion de vasos mediante la transicion a una

fase de inactividad (Bairagi et. al, 2016; Miiller ef al., 2012).

Se han desarrollado numerosos métodos morfométricos para investigar el patron de
desarrollo vascular a lo largo de la gestacion en placentas de animales domésticos, tales
como ovejas (Borowicz et al., 2007), cabras (Diaz et al., 2015), vacas (Vonnahme et. al.,

2008) y cerdas (Cristofolini et al., 2018; Merkis et al., 20006) .

Al igual que en todas las placentas de mamiferos, en la yegua el extenso desarrollo de nuevas
redes capilares fetales y maternas es paralelo al desarrollo celular de la interfase materno-
fetal, maximizando asi el grado y la eficiencia del intercambio hemotrofico (Abd-Elnaeim
et al., 2006). Sin embargo, no hay estudios especificos que evaluen efectivamente la
remodelacion vascular a lo largo de toda la gestacion en yeguas sanas, solo se han descriptos
estudios con especial referencia a la microvasculatura de los microcotiledones fetales, a
través de la creacion de moldes de corrosion vascular en yeguas primiparas jovenes frente a
yeguas multiparas viejas con endometrosis (Abd-Elnaeim et al., 2006) y en equinos pura
sangre de carrera con laminitis cronica y evaluacion placentaria solo al momento del parto

(Pazinato et al., 2017).

3.5.1 Factores de crecimiento angiogénicos

Aunque hay numerosos factores implicados en la angiogénesis, dos de los principales
reguladores son el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) con sus receptores
VEGF-R1 (Flt-1) y VEGF-R2 (Flk-1) y la familia de proteinas angiopoyetinas (ANG) con
sus receptores Tie-1y Tie-2 (Espinosa, 2011).
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3.5.2 Factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) y sus receptores

El VEGF es una glicoproteina homodimérica de 34,000-45,000 Da que es expresado por
numerosos tejidos y células diferentes y es altamente especifico para los receptores de
VEGF-RI1 (también llamado Flt-1) y VEGF-R2 (también llamado KDR o Flk-1) (Moliva et
al., 2011, Kacsmarek et al., 2009).

Se ha demostrado que este factor de crecimiento junto a sus receptores se expresa en el
endometrio, el tejido decidual y el trofoblasto del humano (Rizov et al., 2017; Shore et al.
1997), en primates no humanos (Wulff et al. 2002), en la placenta sindesmocorial de ovejas
y cabras (Diaz et al. 2015; Cheung et al. 1995), en oviducto y placenta epiteliocorial del
cerdo (Guimaraes ef al. 2017; Lopez Albors et al. 2017; Sanchis et al. 2015) y en cuerpos
lateos y foliculos anovulatorios de ovarios equinos (Ellenberger et al., 2009; Al-zi’abi et al.,

2003).

Se sabe que este factor es un potente mitdgeno, morféogeno y quimio-atrayente para las
células endoteliales y es ampliamente reconocido como el mas potente estimulador de

vasculogénesis y angiogénesis (Rizov et al., 2017; Charnock-Jones et al., 2004).

VEGF-R1 conocido también como Flt-1, es una glicoproteina de transmembrana de 180
KDa que pertenece a la familia de los receptores de tirosin-quinasa. Tiene una afinidad muy
alta por VEGF y una actividad de proteina quinasa relativamente baja; puede funcionar como
un regulador negativo de la sefializacion de VEGF al limitar la cantidad de VEGF libre y
evitar su uniéon a VEGFR-2 (Ahmed et al., 1997), no obstante, otros estudios realizados en
cerdos reportaron que la union de VEGF a VEGF-R1 puede producir una sefial mitogénica
leve, reclutamiento de células endoteliales progenitoras y liberacion de factores de

crecimiento especificos de tejido (Kaczmarek et al., 2009).

VEGF-R2 conocido también como Flk-1, es una proteina de 230 KDa con dos variantes
funcionales conocidas tras el procesamiento del mARN, que se expresa principalmente en

las células endoteliales, ademas de células madre hematopoyéticas y megacariocitos.

La expresion de Flk-1 en las células endoteliales adultas parece tener un papel importante
en los efectos mitogénicos y quimiotacticos de VEGF, participando de manera crucial en la
angiogénesis y la hematopoyesis. Es uno de los mediadores de la actividad proliferativa y
del aumento de la permeabilidad del VEGF, cuando este factor se une a Flk-1 conduce a una

cascada de diferentes vias de sefializacion (Pinzon ef al., 2009). Se sabe que es esencial para
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la angiogénesis endometrial, importante para la implantaciéon de embriones y modula la
fosforilacion de sus efectores posteriores, incluidas las vias de sefializacion PI3K/AKT y
ERK1/2, que desempefian papeles vitales en la proliferacion, supervivencia, migracion y
permeabilidad de las células endoteliales (Wei Chen et al., 2019). Por estas razones, el
receptor Flk-1 se considera el receptor principal en el sistema VEGF, aunque esto podria

estar sujeto a especificidad de tejido y especie (Lopez Albors et al., 2017).

Estudios previos han demostrado que VEGF es el regulador primario de la angiogénesis en
procesos normales y patologicos, incluyendo el crecimiento vascular placentario (Rutland et
al., 2007). Se ha reportado también, que hay un alto grado de homologia entre las formas
humanas y equinas de este factor (Allen ef al., 2007), en este mismo estudio se demostr6 que
VEGF y sus respectivos receptores se localizan durante la mayor parte de la gestacion en los
dos tipos de células secretoras principales de la placenta equina: el epitelio glandular y
luminal del endometrio materno y el trofoblasto del alantocorion fetal. Por lo tanto, se podria
postular que, en la yegua, VEGF y sus receptores facilitan el desarrollo de las redes
vasculares maternas y fetales para el intercambio de gases, nutrientes y productos de desecho
a lo largo de la gestacion. Se sabe también que este factor tiene un efecto sinérgico con los
estrogenos secretados a lo largo de la prefiez, en primera instancia por el embridn previo a
la fijacion, luego por los cuerpos liteos primarios y secundarios y finalmente por la placenta
equina (Allen, 2011). Los estrogenos promueven la angiogénesis en el Utero indirectamente
mediante la estimulacion de la secrecion de factores angiogénicos por las células
endometriales y directamente al aumentar la proliferacion y migracion de células

endoteliales (Losordo DW, 2001).

3.5.3 Angiopoyetinas (ANG) y sus receptores

A pesar del papel indispensable que juegan los miembros de la familia VEGF en la
formacion de la red vascular, deben trabajar junto con otros factores. Las angiopoyetinas
parecen ser uno de los asociados mas importantes de VEGF. Fueron descubiertas como
aglutinantes de receptores Tie, un grupo de receptores tirosin quinasa expresados
selectivamente dentro del endotelio vascular de la misma manera que los receptores VEGF

(Gowdak y Krieger, 2018).

Las angiopoyetinas son una familia de factores de crecimiento proangiogénicos que regulan

el crecimiento y el desarrollo vascular (Hayes et al., 1999) y desempefian un papel critico en
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la supervivencia celular endotelial. Las Ang no son factores mitogénicos como lo es el

VEGF, pero son fundamentales en el proceso de construccion de los vasos.

La familia de las angiopoyetinas incluye una molécula agonista (Ang-1) y una antagonista
(Ang-2), ambas proteinas de ~75 KDa, se unen a los receptores de membrana Tie-1 y Tie-2.
Estos receptores se encuentran expresados casi exclusivamente en células endoteliales, Tie-
2 tiene afinidad similar para ambos ligandos (Wang y Lash, 2017; Linares et al., 2014; Gale
et al., 2002).

Tie-2 es una proteina tirosin quinasa de 140 kDa que actiia como receptor de la superficie
celular para las angiopoyetinas regulando la angiogénesis, activandola o inhibiéndola, segin
el contexto. Si Ang-1 se une a Tie-2 promueve el mantenimiento y la estabilizacion de vasos
sanguineos maduros, mediante la interaccion entre células endoteliales, los pericitos y la
membrana basal. Por otra parte, si se une Ang-2 a Tie-2, promueve la desestabilizacion de

los vasos sanguineos e inicia la neovascularizacion (Fig.6).

Ang-1 se expresa predominantemente en células perivasculares, como pericitos, células
vasculares del musculo liso, fibroblastos y células tumorales. La hipoxia, VEGF-A y otros
factores aumentan la expresion de Ang-1 en pericitos y células musculares lisas. Después de
que Ang-1 se une al receptor Tie-2, se activan varias vias de sefializacion intracelular, lo que
conduce a la sintesis de 6xido nitrico y una mayor supervivencia de las células endoteliales

debido a la disminucion de su apoptosis (Gowdak y Krieger, 2018).

Por otro lado, Ang-2 se expresa en células endoteliales, y su produccion esta regulada por
varios factores de crecimiento (incluido VEGF) y condiciones fisiopatoldgicas (hipoxia
tisular). La expresion de Ang-2 aumenta rapidamente después de la activacion angiogénica
del endotelio, a través de un mecanismo autocrino, las células endoteliales producen la

liberacion de Ang-2 produciendo asi su propia desestabilizacion sanguinea.

Los efectos angioliticos (degenerativos) de Ang-2 pueden ser pronunciados en ausencia
relativa de VEGF, pero cuando esta citosina angiogénica estd presente, los vasos
desestabilizados sufren cambios angiogénicos permitiendo un acceso mas facil del VEGF al
endotelio vascular y, por lo tanto, a su receptor Flk-1 permitiendo que las células endoteliales
se activen para migrar y proliferar, formando asi nuevos vasos sanguineos y por consiguiente
promoviendo la remodelacion vascular (Fig.6) (Rizov et al., 2017). Como consecuencia,

Ang-2 tiene un efecto pro-angiogénico indirecto (Hanahan, 1997).

24



Se ha demostrado, en diversos estudios, el sitio de unién de las Ang-1 y Ang-2 con el
receptor Tie-2 en el humano (Eklund y Saharinen, 2013; y et al., 2009; Seval et al., 2008)
en la placenta de babuinos (Babischkin et al., 2007), en ovario, ttero y placenta de ratones
(Maisonpierre et al., 1997) y en placentas de cerdos (Fiorimanti et al., 2018). En yeguas, no
hay reportes sobre la expresion de angiopoyetinas y Tie-2 en la interfase materno fetal, solo
se han descrito estudios para la remodelacion vascular ovarica (Miiller et al., 2009, 2012) y

endometrial en condiciones fisioldgicas (ciclo estral) y patologicas (Otzen et al., 2016).

Fig.6: Se muestra los efectos diferenciales de la Ang-1 y Ang-2
sobre las células endoteliales. Reproduccion con permiso de
Wang y Lash, 2017.
En sintesis, los factores de crecimiento VEGF, sus receptores y la familia de las

angiopoyetinas estan involucrados en la iniciacion de la angiogénesis en la placenta de los

mamiferos durante la gestacion.
3.6 Apoptosis y Proliferacion celular

3.6.1 Apoptosis

La muerte celular programada, llamada apoptosis, es un fendémeno biologico fundamental
que ocurre bajo una gran variedad de situaciones fisioldgicas y patologicas. Este proceso
junto con la mitosis (proliferacion), controla el nimero de células de un tejido dado y estan

reguladas genéticamente (Espinosa, 2014; Heazell y Crocker, 2008).

La apoptosis puede desencadenarse por una via originada en el interior de la célula (via
intrinseca) o por una via iniciada por una sefial externa (via extrinseca). La via extrinseca,

esta mediada por interacciones entre los receptores de membrana y sus ligandos, tales como
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Fas o TNF-a. Por el contrario, la via intrinseca produce la sefial de muerte a través de la
mitocondria y puede ser programada para ocurrir en un punto especifico del desarrollo
celular o como respuesta a un dafio celular (Fig.7). Estas injurias pueden ser dafios en el
ADN, grandes aumentos en la concentracion de calcio citosolico, estrés celular, asi como
aumentos en la generacion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria (Merkis et al.,

2010; Gonzalez et al., 2010).

Fig.7: Vias extrinseca e intrinseca de sefializacion intracelular de apoptosis. La uniéon de Fas con su
ligando FasL inician la via extrinseca mientras que la activacion de proteinas mitocondriales como Bax
produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la liberacion del citocromo-
¢ dando lugar al inicio de la via intrinseca de sefializacion de apoptosis. La via extrinseca y la via
intrinseca pueden converger en la activacion la caspasa-3 por medio de la hidrdlisis y translocacion de
Bid. Extraido de Meresman, 2011.

El proceso de apoptosis es un mecanismo complejo y regulado que se divide en dos etapas,
la etapa de activacion en la cual las vias de sefalizacion activan la maquinaria de muerte
celular y la etapa de destruccion, en la cual la maquinaria activada actiia sobre multiples
objetivos celulares. La destruccion celular ocurre mediante la activacion de proteasas
especificas denominadas caspasas que digieren proteinas intracelulares desencadenandose

la muerte celular programada (Rodriguez et al., 2011).

Las caspasas corresponden a una familia de 14 enzimas proteoliticas de las cuales la 2-3-6-
7-8-9 y 10 estan involucradas en la apoptosis (Fraser y Eva, 1996). A su vez, se subdividen
en caspasas iniciadoras del proceso de muerte celular (caspasas 2-8-9-10) y otras efectoras
o ejecutoras (caspasas 3-6-7). Una vez estimuladas las enzimas iniciadoras, éstas activan a
las caspasas efectoras, que a su vez gatillan la acciéon de enzimas relacionadas con la

degradacion del ADN y de proteinas estructurales (Rodriguez et al., 2011).
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Caspasa-3 es un ejecutor, una caspasa que se ha implicado como una proteasa clave que
escinde multiples sustratos celulares, incluidos los componentes relacionados con la
reparacion y regulacion del ADN, para llevar la célula a su desaparicion. La activacion de
caspasa-3 también conduce a la escision proteolitica de otras caspasas y sustratos de
proteinas endogenas, y la medicion de esta proteasa permite un mayor estudio de los

mecanismos apoptéticos (Zhang et al., 2005).

Las caracteristicas morfologicas de la apoptosis son encogimiento celular, reorganizacion
del nucleo celular, modificacion del citoesqueleto y degradacion del ADN en fragmentos
nucleosomales, razén por lo cual se forman los llamados cuerpos apoptoticos. Estas
estructuras son posteriormente fagocitadas por células vecinas o por macrofagos sin inducir
una respuesta inflamatoria (en contraste con la necrosis) evitando asi la permanencia de
restos celulares en el espacio extracelular y la respuesta inmune que estos gatillarian. Existen
signos ultraestructurales que diferencian la necrosis de la apoptosis, en esta tiltima se observa
condensacion anular de la cromatina, deshidratacion citoplasmatica y plegamiento de la
membrana, pero con conservacion de organelas (Rodriguez et al., 2011; Jerzak y Bischo,

2002).

3.6.2 Apoptosis placentaria

La placenta como otros 6rganos, normalmente presenta apoptosis, proceso fundamental para
el mantenimiento y renovacion de las estructuras. Para que este complejo proceso se realice
con €xito, es necesario la estricta sincronizacion y modulacion de las diferentes etapas de la

apoptosis.

Se ha demostrado que la apoptosis juega un papel importante en la diferenciacion de
vellosidades trofoblasticas humanas y la formacion de sincitios (Huppertz et al., 2006). En
porcinos, al comienzo de la gestacion, la apoptosis se ha relacionado con la homeostasis de
las vellosidades placentarias mediante la remodelacion celular y hay un estudio que resalta
las asociaciones dindmicas entre el tamafio fetal y el sexo con la apoptosis y la proliferacion
de la interfase materno fetal en cerdas (Stenhouse et al, 2018; Sanchis et al, 2015;

Cristofolini et al., 2013; Merkis et al., 2010; Okano et al., 2007).

Ademas, hay evidencias de la remodelacion de las células placentarias por apoptosis en la
placenta caprina a término y en animales con restriccion alimentaria (Turiello et al., 2019;
Cristofolini et al., 2012), como asi también en placentas caninas y bovinas (Castro ef al.,

2019; Kamemori et al., 2011; Boos et al., 2003). En equinos solo se conoce un estudio donde
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se ha indicado que un aumento de la apoptosis en la interfase materno-fetal favoreceria a la

retencion placentaria en yeguas de tiro pesado (Pazdzior et al., 2012).

3.6.3 Proliferacion celular placentaria

El mantenimiento de la integridad estructural y funcional del tejido placentario involucra un
recambio celular altamente regulado, que depende de un delicado balance entre

proliferacion, diferenciacion y pérdida celular (Benirschke y Kaufmann, 2000; Alsat et al,

1995).

Durante la formacion de la placenta existe una gran proliferacion celular, que a su vez se
acompafia también de la generacion de una gran cantidad de desechos celulares que deben
ser eliminados de manera muy eficiente por el proceso descripto anteriormente conocido

como apoptosis (Rodriguez et al., 2011).

La evidencia circunstancial en equinos, destaca la importancia del desarrollo tisular e
histologico normal de la placenta para el crecimiento prenatal del feto y el resultado exitoso
de la prefiez. Se ha demostrado que el crecimiento tisular anormal puede conducir a la
desnutricion placentaria. Bracher ef al. (1996) demostraron que en yeguas subfértiles de edad
avanzada que sufren cambios patoldgicos cronicos del endometrio, las vellosidades
coridnicas y los microcotiledones estan poco desarrollados, lo que resulta en inanicion fetal.
Allen et al. (2017) observaron que el desarrollo placentario anormal y retrasado es una de
las causas de la alta tasa de aborto en yeguas que llevan embarazos extraespecificos de burro
en caballo, creados por transferencia de embriones. Las copas endometriales generalmente
se forman de manera inadecuada y >70% de ellas fallan entre el dia 80 y 100 de gestacion,
junto con una infiltracion leucocitaria pronunciada en el estroma endometrial de la yegua

receptora y evidencia de una placentacion insuficiente (Allen, 1987 citado en Allen, 2017).

Muchas investigaciones se han llevado a cabo sobre los patrones de crecimiento placentario
durante la prefiez en especies con placenta invasiva, especialmente roedores (Hakan et al.,
2015; Weitlauf, 1994) y humanos (Goz de Unek et al., 2014a y 2014b; Korgun ef al., 2006;
Kaufmann y Burton, 1994). En animales domésticos se ha sefialado que los procesos de
remodelacion celular son muy importantes para el desarrollo embrionario y placentario a lo
largo de la gestacion (Castro et al., 2019; Turiello et al, 2019; Stenhouse et al., 2018;
Sanchis et al., 2017; Sanchis et al., 2015; Cristofolini et al., 2013; Cristofolini ef al., 2012;
Pazdzior et al., 2012).
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El control del ciclo celular y la proliferacion pueden ser estudiados en diferentes fases, que
pueden estar relacionados con eventos o cambios moleculares. PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen) es una proteina accesoria de la polimerasa de ADN que se sintetiza durante
el ciclo celular, y se correlaciona con el estado de proliferacion de la célula (Marcello y

Ward, 2013).

Se ha demostrado que PCNA posee un rango amplio de accion, ya que se une a una variedad
de factores requeridos para la progresion del ciclo celular, replicacion y reparacion del ADN.
PCNA esté4 organizado como un anillo que envuelve al ADN y actia como un cepo corredizo
para la enzima ADN polimerasa que impide la separacion entre dicha enzima y la molécula
de ADN (Unek et al.,2017; Naryzhny, 2008). Su méaxima expresion se encuentra en las fases
Gl1 tardia y S del ciclo celular (Takahashi y Caviness, 1993). Dado que la remodelacion
tisular depende del correcto funcionamiento del ciclo celular, PCNA es un buen marcador
de proliferacion celular placentaria ya que participa en los mecanismos de replicacion y
reparacion del ADN y se ha descripto su utilizacién en numerosos estudios realizados en
placentas de mamiferos y humanos (Castro et al., 2019; Lopez Merlo et al., 2017; Unek et
al., 2017, 2014a, 2014b; Sanchis et al., 2015).

La apoptosis constituye un proceso esencial en el desarrollo placentario, y junto con la
proliferacion celular juegan un papel indispensable, siendo ambos procesos inversamente
proporcionales: a medida que aumenta la proliferacion, disminuye la apoptosis (Turiello et

al., 2019; Boss et al., 2003).

La variacion en estos procesos puede generar el desarrollo de alteraciones a nivel
placentario, lo que a su vez puede generar patologias de la prefiez como insuficiencia
placentaria y placentitis que llevan a muerte embrionaria temprana, abortos, retrasos en el
crecimiento fetal o nacimiento de potros inmaduros (dismaduros y/o prematuros). Se sabe
también que un desequilibrio entre la apoptosis y la proliferacion celular favorecerian la
retencion placentaria, pudiendo afectar a la fertilidad posterior en las yeguas que sufren esta
condicion, causando pérdidas econdmicas importantes en la produccion equina (Pazdzior et
al., 2012). En equinos no hay estudios que demuestren el comportamiento del proceso de
remodelacion celular placentaria a lo largo de la gestacion. La caracterizacion del
crecimiento placentario normal en los caballos es un requisito previo necesario para

colaborar con los estudios sobre patologias placentarias en esta especie.
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MATERIALES Y METODOS
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4.1 Animales

Los uteros gravidos se obtuvieron de yeguas mestizas destinadas a faena, provenientes de
distintos frigorificos de la region de Rio Cuarto. Estas yeguas fueron consideradas libres de
enfermedad de acuerdo a la examinacion clinica y postmortem realizada. Previamente a la
faena, en su correspondiente corral de espera se procedi6 a caravanear las yeguas de acuerdo
a su biotipo racial, marcando solo yeguas mestizas; luego dichas caravanas fueron adheridas
a cada tutero a disecar. Los tercios de prefiez se determinaron como: primer tercio (0 al 120
dia de gestacion), segundo tercio (120 al 240 dia de gestacion) y tercer tercio (240 dias de

gestacion al parto).
4.2 Procesamiento de los tractos reproductivos y obtencion de las placentas

Los tteros del primer, segundo y tercer tercio de la prefiez (n=5 de cada edad gestacional)
se perfundieron 20 minutos post faena para realizar la técnica de microscopia Optica e
inmuhistoquimicas. Por otra parte, se obtuvieron 3 uteros (uno de cada tercio de prefiez) para
realizar las técnicas de microscopia Optica de alta resolucion y microscopia electronica de

trasmision.

La técnica de perfusion se realiz6 cateterizando las dos arterias uterinas y ovaricas con agujas
descartables calibre 21G x 11/2” y 25G x 5/8” respectivamente, de punta roma (para no
lesionar la pared de los vasos sanguineos) y se efectud la fijacion de las mismas (para
conservarlas inmdviles dentro del lumen de las arterias) con la ayuda de pinzas hemostaticas.
Posteriormente, una solucion de formol salino bufferado (SFB - pH 7,5) fue perfundida bajo
presion manual hacia el Utero a través de las tubuladuras acopladas a una jeringa de 60 mL
en una punta y a los vasos sanguineos en la otra. Este procedimiento se realiz6 hasta observar
que por las venas homonimas brotara la solucion fijadora totalmente clarificada. A
continuacion, se ligaron los extremos arteriales y venosos para evitar la salida del formol
hacia el exterior. En la Fig.8 se observan imagenes fotograficas de la técnica de perfusion
llevada a cabo en las arterias uterinas. Los tractos se mantuvieron en reposo durante 1 h para
que se llevara a cabo la accion fijadora del formaldehido. Luego de ese tiempo, dichos tractos
se abrieron cuidadosamente, en forma longitudinal, con una incision por el borde
antimesometrial. Se extrajeron la placenta y el feto del cuerno gestante y se procedio al
pesaje de la placenta y a la medicion, sexado y pesaje del feto. Se determind la edad
gestacional aproximada a partir de tablas que utilizan pardmetros biométricos fetales,

placentarios y endometriales.
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Fig.8: Fotografias que representan la técnica de perfusion realizada sobre las arterias uterinas. A: via
utilizada para realizar la perfusion; B: localizacion de las arterias; C: canalizacion de la arteria uterina con
aguja descartable; D: fijacion de la arteria uterina mediante pinza hemostatica; E: replecion de las arterias
con SFB; F: ligadura de los vasos sanguineos.




4.3 Analisis de la estructura placentaria

4.3.1 Técnica histolégica convencional para microscopia optica

Se obtuvieron de manera aleatoria, seis porciones de tejido de interfase materno fetal (1cm
x lcm de diametro) y cuatro segmentos de utero conteniendo una copa endometrial en cada
uno (1cm x lem de didmetro). Estas muestras se fijaron en SFB (pH 7,5) y se deshidrataron
en baterias de alcoholes de graduacion creciente para su inclusion en parafina. Se realizaron
cortes histologicos seriados de = 4 um con un microtomo de deslizamiento
(Reichert Jung.Mod.Hn 40, Alemania) y se montaron 3-4 cortes sobre cada portaobjeto.
Previo al montaje, los cortes fueron pasados por un recipiente con agua destilada a 45 °C
durante 10 minutos, para evitar plegamientos. Los portaobjetos con los cortes se colocaron
8 h en estufa a 37 °C por un lapso de 15 dias consecutivos para lograr el secado completo de
los mismos. Posteriormente, los tejidos se desparafinaron y se rehidrataron mediante una

bateria de alcoholes de graduacidn decreciente con el siguiente protocolo:

e | pasaje en xilol 100° de 10 min.

e 1 pasaje en xilol (50 %) y alcohol 100° (50 %) de 10 min.

e 2 pasajes en alcohol 100° de 10 min c/u.

e 1 pasaje en alcohol 96° de 10 min.

e 1 pasaje en alcohol 70° de 5 min.

e 2 pasajes en agua destilada de 10 min c/u.

e 2 pasajes en solucion salina tamponada (PBS, ver anexo 1) de 10 min c/u.

Una parte de los cortes fueron coloreados con Hematoxilina-Eosina (H/E) y Tricromica de
Masson (TM) (ver anexo 1) para el reconocimiento de estructuras tisulares. Los cortes
restantes fueron reservados para realizar la deteccion de VEGF, Ang-2, sus receptores y la

eCG mediante técnicas de inmunohistoquimica.

4.3.2 Técnica de microscopia optica de alta resolucion (MOAR)

Para el estudio de la estructura placentaria por microscopia Optica de alta resolucion, las
muestras de tejido placentario se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % en PBS (0,1 M, pH 7,4)
(ver anexo 1) durante 3 h a 4 °C. Luego se lavaron dos veces con PBS y se re-fijaron con

tetroxido de osmio al 1 % durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, se lavaron
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dos veces en PBS y se deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona. Se procedio
luego a la pre-inclusion en resina epoxi EMbed 812 1:1 en acetona 100 % (ver anexo 1)
durante toda la noche a temperatura ambiente y posteriormente a una inclusion en EMbed
812 a 60 °C, durante 24 h. A través de un ultramicrétomo manual (Sorvall MT-1A, DuPont,
USA), utilizando cuchillas de vidrio, se obtuvieron cortes semifinos (+ 0,25 pum) los cuales
fueron colocados sobre portaobjetos de vidrio y tefiidos con azul de toluidina sobre una

platina termostatizada, para permitir la entrada del colorante al tejido incluido en la resina.

Previo a la técnica de tincion realizada, la deshidratacion y el montaje de los portaobjetos se

llevé a cabo de la siguiente manera:
e [ pasaje en alcohol 70 %, 5 min.
e [ pasaje en alcohol de 96 %, 5 min.
e 2 pasajes en alcohol de 100 %, 5 min c/u.
e 1 pasaje en xilol-alcohol 100 % (ana/ana) de 5 min
e 1 pasaje de xilol 100 %, 5 min c/u.

e Montaje con medio Entellan® MERCK (Alemania) y colocaciéon de

cubreobjetos.

En todos los casos, se adquirieron las imagenes con una camara Canon Powershot G6 7.1

megapixels (Canon, Japon) adosado a un microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Alemania).

4.4 Analisis de Ultraestructura placentaria

4.4.1 Técnica convencional para Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Las muestras de tejido placentario se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % en solucion tampon
S-collidine (0,2M, pH 7,4) durante 3 h a 4 °C. Luego se lavaron dos veces con solucion
tampon S-collidine. Se refijaron en tetroxido de osmio al 1 % durante 1 h a temperatura
ambiente, se lavaron dos veces en solucion tampon S-collidine y se deshidrataron en
concentraciones crecientes de acetona (1 pasaje en acetona 30 %, 50 %, 70 % y 90 % durante
15 min cada uno, y 3 pasajes en acetona 100 % durante 15 min cada uno). La preinclusion
se realizd en resina epoxi EMbed 812 1:1 en acetona 100 %, durante toda la noche a

temperatura ambiente. La inclusion se realizo con EMbed 812 a 56 °C, durante 48 h. A través

34



de un ultramicrotomo manual (Sorvall MT-1A, DuPont), utilizando cuchillas de vidrio, se
obtuvieron cortes semifinos (£ 0.25 um) los que fueron tefiidos con azul de toluidina y
observados al microscopio Optico para la eleccion de la zona placentaria de interés.
Posteriormente se realizaron cortes ultrafinos (20-60 nm) con cuchilla de diamante (Pelco®),
los que se colocaron sobre grillas de cobre de 250 mesh y se contrastaron con acetato de
uranilo durante 30 min y con citrato de plomo durante 8§ min. La observacion de la
ultraestructura del tejido placentario se realizo a través de un microscopio electronico de
transmision Elmiskop 101 (Siemens) y la adquisicion de imagenes mediante un microscopio
electrénico de transmision Jem 1200 Ex II (Jeol, Japon). Todos los reactivos utilizados

fueron de Electron Microscopy Science.

4.5 Técnicas inmunohistoquimicas

Para la realizacion de estas técnicas se utilizaron 15 cortes histologicos del primer, segundo
y tercer tercio de prefiez, 5 muestras de interfase materno-fetal de cada tercio gestacional,
adquiridos por medio de la técnica de histologia convencional para microscopia Optica

descripta anteriormente.

Los tejidos fueron primeramente desparafinados mediante colocacion en estufa a 56 °C
durante 55 min y luego se procedi6 al diafanizado mediante 2 pasajes por xilol de 15 min
cada uno. Posteriormente, se rehidrataron en bafios sucesivos de alcoholes de graduacion
decreciente por 5 min cada uno de la siguiente manera: se comenz6 con dos pasajes por
alcohol 100 vol, luego los portaobjetos conteniendo los cortes de tejido placentario fueron
tratados con 3 % (v/v) de perdxido de hidrégeno inmerso en metanol por 30 min, se prosiguio
con la rehidratacion a partir de dos pasajes por alcohol 96 vol y luego un tltimo pasaje en
alcohol 70 vol , finalizado este proceso se lavaron en agua destilada por 2 min y luego en
solucién tampon fosfato salino (PBS pH 7,2) por 15 min. Posteriormente se aplico el

protocolo que se detalla a continuacion para cada molécula en particular.

4.5.1 Determinacion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF):

Para la determinacion de VEGF se realizé una técnica inmunohistoquimica utilizando el
anticuerpo especifico VEGF (A-20: sc-152) de Santa Cruz Biotechnology Inc., USA. La
técnica se realizo a temperatura ambiente, luego de la desparafinacion y rehidratacion, los
cortes histologicos fueron incubados con suero de cabra (1/100: 50 puL de suero puro + 5 mL

de PBS) durante 30 min. Luego fueron incubados con el primer anticuerpo anti-VEGF
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dilucion 1:200 durante toda la noche refrigerado entre 4-8 °C en cdmara humeda.
Posteriormente fueron lavados con PBS (3 lavados de 5 min cada uno) e incubados durante
1 h en camara humeda, a temperatura ambiente, con el segundo anticuerpo biotilinado (Dako
EnVision® Anti-raton USA). Seguidamente, cada portaobjetos fue lavado con PBS (3
lavados de 5 min cada uno) y tratado con el complejo streptavidina-peroxidasa por 20 min
(Dako EnVision ® System- HRP Labelled Polymer Anti-ratén USA). Luego del periodo de
incubacion, fueron lavados con PBS (3 lavados de 5 min cada uno) y se adiciono la solucion
cromogena 3,3’-diaminobencidina (DAB, Vector® USA) durante 15 min o hasta la
aparicion de color marrén. Posteriormente, las muestras fueron contrastadas con
hematoxilina activada de Biopur por 8 seg, lavadas con agua corriente por 5 min,
deshidratadas en bateria de alcoholes de graduacion creciente y montadas con Entellan
(Merck, Alemania), para ser observados en un microscopio optico Axiophot (Carl Zeiss,

Alemania).

4.5.2 Determinacion de la angiopoyetina 2 (Ang-2):

Para la determinacion de la Ang-2 se realiz6 la técnica inmunohistoquimica utilizando el
anticuerpo especifico Ang-2 (H-70: sc-20718) de Santa Cruz Biotechnology Inc., USA. La
técnica se realizd a temperatura ambiente, luego de desparafinar y rehidratar los cortes
histologicos se realizd la recuperacion antigénica colocando los portaobjetos en coplin de
plastico conteniendo buffer citrato 10 mM (pH 6). Los coplin fueron llevados al microondas,
a maxima potencia (1000 watts), 2 veces de 3 min cada una, se repuso el buffer citrato en
los casos donde se evapord el mismo y se dejaron enfriar por 20 min. Se enjuagaron con
PBS (pH 7,2) por 10 min. Los anticuerpos inespecificos fueron bloqueados con suero de
cabra (1/100: 50 pL de suero puro + 5 mL de PBS) durante 1 h. Luego se realizd la
incubacion con el primer anticuerpo anti-ANG2 dilucion: 1/10 durante toda la noche
refrigerado entre 4-8 °C en camara himeda. Posteriormente los portaobjetos fueron lavados
con PBS (3 lavados de 5 min cada uno) ¢ incubados durante 1 h en camara himeda, a
temperatura ambiente, con el segundo anticuerpo biotilinado (Dako EnVision® Anti-raton
USA). Seguidamente, cada portaobjetos fue lavado con PBS (3 lavados de 5 min cada uno)
y tratado con el complejo streptavidina-peroxidasa por 20 min (Dako EnVision® System-
HRP Labelled Polymer Anti-raton USA). Luego del periodo de incubacion, fueron lavados
con PBS (3 lavados de 5 min cada uno) y se adiciond la solucién cromoégena 3,3’-
diaminobencidina (DAB, Vector® USA) durante 15 min o hasta la aparicion de color

marrén. Posteriormente, las muestras fueron contrastadas con hematoxilina activada de
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Biopur por 8 seg, lavadas con agua corriente por Smin, deshidratadas en bateria de alcoholes
de graduacion creciente y montadas con Entellan (Merck, Alemania), para ser observados

en un microscopio optico Axiophot Carl Zeiss, Alemania.

La adquisicion de las iméagenes se efectud mediante una cdmara digital AxioCam ERc5s
(Carl Zeiss, Alemania) adosada al microscopio Optico. A fines de obtener los controles
negativos se reemplazo el anticuerpo primario correspondiente por una solucion de PBS y
los controles positivos consistieron en tejido adquirido de un carcinoma de células

escamosas de parpado equino.

4.5.3 Determinacion de los receptores Flt-1, Flk-1y Tie-2

Para la determinacion de Flt-1, Flk-1 y Tie-2 se realizaron técnicas inmunohistoquimicas
utilizando los anticuerpos monoclonales de raton: Flt-1 (D-2 Cat #sc-271789), Flk-1 (D-8
Cat # sc-393163) y Tie-2 (3AS5 Cat # sc-293414), todos de Santa Cruz Biotechnology Inc.,
USA. La técnica se realizO a temperatura ambiente, luego de la desparafinacion y
rehidratacion se realizo la recuperacion antigénica colocando los portaobjetos en coplin de
vidrio conteniendo buffer citrato 10 mM (pH 6). Los coplin fueron llevados al microondas,
a maxima potencia (2540 watts) hasta observar la aparicion de burbujas, luego se los dejo
por 30 min a minima potencia (590 watts), se repuso la solucion tamponada de citrato en los
casos donde se evapord el mismo y se dejaron enfriar lentamente durante 20 min. Se
enjuagaron con PBS refrigerado (pH 7,2) por 10 min. Los anticuerpos inespecificos fueron
bloqueados con albumina sérica bovina (BSA) al 3 % durante 30 min. Luego se realizé la
incubacion durante toda la noche en cdmara humeda, entre 4-8 °C, con los anticuerpos
primarios: anti-Flk-1 dilucion de trabajo 1/100, anti-Flt-1 dilucion de trabajo 1/10 y anti-
Tie-2 dilucidn de trabajo 1/10. Posteriormente los portaobjetos fueron lavados con PBS (3
lavados de 5 min cada uno) e incubados durante 2 h en camara humeda, a temperatura
ambiente, con el segundo anticuerpo (Mouse-on-Canine HRP-Polymer, Biocare Medical®
USA) marcado con HRP. Luego del periodo de incubacion, fueron lavados con PBS (3
lavados de 5 min cada uno) y se adicion6 la solucién cromogena 3,3’-diaminobencidina
(DAB, Vector® USA) durante 15 min o hasta la aparicion de color marron. Posteriormente,
las muestras fueron contrastadas con hematoxilina de Mayer por 5 min, deshidratadas en
bateria de alcoholes de graduacion creciente y montadas con Entellan (Merck, Alemania),

para ser observados en un microscopio 6ptico Axiophot Carl Zeiss, Alemania.
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En todas las inmunohistoquimicas realizadas la adquisicion de las imagenes se efectud
mediante una camara digital Olympus DP72 (Olympus Microscopy®, Europa) adosada al
microscopio optico. A los fines de obtener los controles negativos se reemplaz6 el anticuerpo
primario correspondiente por una solucién de PBS y los controles positivos consistieron en

tejido adquirido de un carcinoma de células escamosas de parpado equino.

4.5.4 Determinacion de la hormona gonadotrofina corionica equina (eCG)

Para la determinacion de la eCG se realizo la técnica inmunohistoquimica utilizando el
anticuerpo especifico Anti-Luteinizing Hormone (abcam® 01A01- United Kingdom) cedido
cordialmente por la PhD. Sandra Wilsher y el PhD. W.R (Twink) Allen (Paul Mellon
Laboratory, Newmarket, United Kingdom). La técnica se realizd a temperatura ambiente,
luego de desparafinar y rehidratar los cortes histologicos. Se realizé la recuperacion
antigénica colocando los portaobjetos en coplin de plastico conteniendo buffer citrato 10
mM (pH 6). Los coplin fueron llevados al microondas, a maxima potencia (1000 watts), 2
veces de 3 min cada una, se repuso el buffer citrato en los casos donde se evapord el mismo
y se dejaron enfriar por 20 min. Se enjuagaron con PBS (pH 7,2) por 10 min. Posteriormente,
los portaobjetos conteniendo los cortes de tejido placentario fueron tratados con 0,3% (v/v)
de peroxido de hidrégeno (100 volimenes) por 5 min y lavados con PBS. Los anticuerpos
inespecificos fueron bloqueados con suero de cabra (1/100: 50 pL de suero puro + SmL de
PBS) durante 1 h. Luego se realiz6 la incubacion con el primer anticuerpo anti-LH dilucion
de trabajo 1/200 durante toda la noche refrigerado entre 4-8 °C en cdmara humeda.
Posteriormente los portaobjetos fueron lavados con PBS (3 lavados de 5 min cada uno) e
incubados durante 1 h en cdmara hiimeda, a temperatura ambiente, con el segundo anticuerpo
biotilinado (Dako EnVision® Anti-raton USA). Seguidamente, cada portaobjetos fue lavado
con PBS (3 lavados de 5 min cada uno) y tratado con el complejo streptavidina-peroxidasa
por 20 min (Dako EnVision ® System- HRP Labelled Polymer Anti-raton USA). Luego del
periodo de incubacion, fueron lavados con PBS (3 lavados de 5 min cada uno) y se adiciond
la solucion cromogena 3,3’-diaminobencidina (DAB, Vector® USA) durante 15 min o hasta
la aparicion de color marrén. Posteriormente, las muestras fueron contrastadas con
hematoxilina de Mayer por 50 seg, lavadas con solucion de hidroxido de amonio al 0,08 %
por 30 seg, deshidratadas en bateria de alcoholes de graduacion creciente y montadas con
Entellan (Merck, Alemania), para ser observados en un microscopio Optico Axiophot (Carl
Zeiss, Alemania). La adquisicion de las imagenes se realizé mediante una camara digital

Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japon) adosada al microscopio optico.
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4.5.5 Determinacion de Caspasa-3

Para la deteccion de apoptosis placentaria, se utilizo el anticuerpo policlonal de conejo anti-
caspasa-3 (Cas-3, Sigma-Aldrich®, Cat #AB3623). Se montaron varias secciones
histoldgicas en portaobjetos con carga positiva, luego de la desparafinacion y rehidratacion,
se realiz6 la recuperacion antigénica colocando los portaobjetos en coplin de vidrio
conteniendo buffer citrato 10 mM (pH 6). Los coplin fueron llevados al microondas, a
maxima potencia (2540 watts) hasta observar la aparicion de burbujas, luego se los dejo por
30min a baja potencia (590 watts), se repuso el buffer citrato en los casos donde se evapord
el mismo y se dejaron enfriar lentamente durante 20 min. Se enjuagaron con PBS refrigerado
(pH 7,2) por 10 min. Para el bloqueo de las uniones no especificas se utilizo BSA al 1 %
durante 30 min. Mds tarde, se lavaron nuevamente con PBS. Luego, las secciones se
incubaron con el anticuerpo primario anti-Cas-3 (dilucion 1:800), en una camara hiimeda
durante toda la noche a 4 °C. Después de lavarlos con PBS, se realizé la incubacion con un
grupo de anticuerpos secundarios biotinilados (LSBA2 System-HRP, DakoCytomation®,
Cat #K0675) en una cdmara humeda durante 20min, a temperatura ambiente. Posteriormente
se lavaron con PBS, las muestras se trataron con el complejo de streptavidina-peroxidasa
durante 30 min (LSBA, BioGenex®, San Ramon, Cat #94683, EE. UU.). Luego, se lavaron
con PBS y se trataron con DAB (DakoCytomation®, Carpinteria, EE. UU.). Posteriormente,
las muestras fueron contrastadas con hematoxilina de Mayer por 5 min, deshidratadas en
bateria de alcoholes de graduacion creciente y montadas con Entellan (Merck, Alemania),
para ser observados en un microscopio optico Axiophot Carl Zeiss, Alemania. Como
controles negativos, se utilizaron secciones de interfase materno-fetal equina reemplazando
el anticuerpo primario con PBS. Como controles positivos para los anticuerpos primarios, se
utilizaron secciones de carcinoma de células escamosas de parpado equino, incubadas con

Cas-3.

En todas las inmunohistoquimicas se efectu6 la adquisicion de las imdgenes mediante una
camara digital AxioCam ERc5s (Carl Zeiss®, Alemania) adosada al microscopio optico.
Debido a que la marcacion de Cas-3 es citoplasmatica y zonal, el andlisis de la

inmunoreactividad fue semicuantitativo.

Para cada tejido se calcul6 un valor de High Score (HSCORE) a través de la sumatoria de
los porcentajes de tejido placentario marcados a cada nivel de intensidad y multiplicado por
el ponderado para esa intensidad de marcacion (Sanchis et al., 2015; Cristofolini et al., 2010)

de la siguiente manera: HSCORE = X Pi (i+1), donde i representa el valor de intensidad y Pi
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el porcentaje de células correspondientes. Se realiz6 un andlisis de ANOVA comparando las
medias de los diferentes periodos gestacionales usando el software InfoStat version 2020 (D1

Rienzo et al., 2020).

4.5.6 Semicuantificacion de la inmunomarcacion

La inmunoreactividad se evalué examinando 10 campos representativos al azar del tejido
placentario por animal en 400x y se determino cualitativamente como: débil (+), moderado

(++) e intenso (+++), segun Ozgen et al. (2002) en Ozgen et al. (2016).

4.5.7 Determinacion del Antigeno Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA)

Para la deteccion de proliferacion celular se utilizo el anticuerpo policlonal de conejo anti-
antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA, Sigma-Aldrich®, Cat #SAB2701819). Se
montaron varias secciones histoldgicas en portaobjetos con carga positiva, luego de la
desparafinacion y rehidratacion, se realiz6 la recuperacion del antigeno con solucion
tamponada de citrato 10 mM (pH 6) en microondas durante 3 min. Una vez enfriadas, las
secciones se lavaron con PBS a lo largo de 10min. Para el bloqueo de las uniones no
especificas se utilizo BSA al 1 % durante 30 min. Mas tarde, se lavaron nuevamente con
PBS. Luego, las secciones se incubaron el anticuerpo anti-PCNA (dilucion 1:1000) en una
camara himeda durante toda la noche a 4 °C. Después de lavarlos con PBS, se realizo6 la
incubacion con un grupo de anticuerpos secundarios biotinilados (LSBA2 System-HRP,
DakoCytomation®, Cat #K0675) en una camara himeda durante 20 min, a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron con PBS, las muestras se trataron con el complejo de
streptavidina-peroxidasa durante 30 min (LSBA, BioGenex®, San Ramon, Cat #94683, EE.
UU.). Luego, se lavaron con PBS y se trataron con diaminobencidina (DakoCytomation®,
Carpinteria, EE. UU.). Después de un lavado final con PBS, los portaobjetos se contra
tifieron, deshidrataron y sellaron de la misma manera que en el estudio histoquimico de los
receptores angiogénicos, descriptos anteriormente. Como controles negativos, se utilizaron
secciones de interfase materno-fetal equina reemplazando el anticuerpo primario con PBS.
Como controles positivos se utilizaron secciones de carcinoma de células escamosas de

parpado equino, incubadas con PCNA.

En todas las inmunohistoquimicas se efectu6 la adquisicion de las imégenes mediante una
camara digital AxioCam ERc5s (Carl Zeiss®, Alemania) adosada al microscopio optico. Se

analizaron diez (10) campos al azar por periodo gestacional (2 secciones por portaobjetos y
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5 campos por seccion) del epitelio trofoblastico, células de la cintura coridnica y de las copas
endometriales en el area fetal y el epitelio luminal y las glandulas endometriales en la
superficie materna, determinandose en cada campo el porcentaje de células marcadas para

PCNA sobre el total de células evaluadas (IPr %).

Las células positivas para PCNA muestran una marcacion nuclear marrdn. Para calcular el

IPr %, se utilizo la siguiente férmula:

% IPr = células positivas a PCNA %100

células totales

Por cada tipo celular y por cada tercio gestacional, se contaron y analizaron un minimo de
1500 células directo del microscopio Optico con un aumento de 400x, las células
especializadas de las copas endometriales fueron contadas en 20 campos al azar y con un
aumento de 1000x (minimo 250 células). Este protocolo se adaptd del descripto por

Woudwyk et al. (2015).

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente a través del software InfoStat
version 2020 (Di Rienzo et al., 2020). Para comparar y determinar si existen diferencias
significativas de los %IPr entre los trimestres, se realizo un ANOVA. En caso de observarse
diferencias significativas, las medias se compararon usando un test a posteriori DGC para
todas las evaluaciones de tejidos. Para todos los andlisis realizados, se evalud el
cumplimiento de los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianzas. Se considero
una diferencia significativa cuando p< 0.05. Los datos se expresaron como media +

desviacion estandar (DE).

4.6 Determinacion de las variables morfométricas (area, perimetro y numero) de los
vasos sanguineos

Para la determinacion de las mediciones morfométricas en las muestras placentarias de
yeguas mestizas, se utilizaron cortes histologicos de los diferentes tercios gestacionales
inmunomarcados con la lectina Pisum sativum (PSA) L-1050 a través de la técnica

lectinhistoquimica.

Se adquirieron imagenes a un aumento de 1000x con la cdmara Canon Powershot G6 7.1
megapixels (Canon, Japon) adosada al microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). Las

imagenes se procesaron con el software AxioVision (AxioVs40 V 4.8.2.0., Carl Zeiss,
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Gottingen, Alemania) con el fin de obtener el numero, area y perimetro individual de los

capilares sanguineos de la interfase materno-fetal.

El analisis morfométrico fue realizado por un solo operador, se analizaron dos secciones de
tejido por portaobjetos de cada animal/placenta, seleccionando 5 microcotiledones y 7
campos de cada microcotiledon al azar (aproximadamente 500 campos en total). El area y
perimetro vascular de cada vaso sanguineo fueron medidos minuciosamente utilizando una

tableta grafica Wacom Intous S (Wacom Technology, USA).

Los datos de las muestras que se incluyeron para los analisis estadisticos posteriores fueron
obtenidos mediante un andlisis previo aportados por el diagrama de caja o “box plot”
mediante el software estadistico InfoStat version 2020 (Di Rienzo et al., 2020). Este andlisis
se realizd para marcar el desvio de los datos con respecto a toda la muestra. Los datos
expresados por el andlisis que tenian un desvio mayor fueron los que no se tuvieron en cuenta

para los analisis estadisticos posteriores.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante el test paramétrico
ANOVA para evaluar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las medias
de los grupos, utilizando el software estadistico InfoStat. En caso de observarse diferencias
significativas, las medias se compararon usando un test a posteriori DGC. Para todos los
analisis realizados, se evalud el cumplimiento de los supuestos de normalidad y de
homogeneidad de varianzas. Se considerd una diferencia significativa cuando p< 0.05. Los

datos se expresaron como media =+ error estandar (EE).
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RESULTADOS
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5.1 Procesamiento de los tractos reproductivos

Los tractos reproductivos de yeguas mestizas se perfundieron 20 min post-faena como fue
descripto en la seccion materiales y métodos. Se calculd el peso de la placenta y se
determinaron la longitud céfalo-caudal (LCC), el sexo y el peso del feto. La edad gestacional
aproximada (Tabla I) fue determinada a partir de tablas que utilizan parametros biométricos

fetales y maternos (Ginther, 1992).

Tabla I: Edad gestacional de cada placenta determinada a partir de parametros

biométricos fetales, placentarios y endometriales

Parametros Edad

gestacio Peso (Kg)

de los Peso Caracteristica

nal s placentarias  Caracteristic

Placenta SO tractos (kg) de = as fetales
reproducti los fetos .0 etriales

+ 25-30 ND ND Vesicula de ND 0,95
9cm
Vesicula de
Peso 9cm, copas
vesicula sin endometriales
+ 39-42 liquido ND blancas muy ND 2
alantoideo: palidas
0,00938 rodeando al
feto.
Feto: Copas Feto alojado
0,02058 endometriales en su saco
(con amarillento amniético con
Placenta no cordon fuerte liquido
+ 55-65 fijada: umbilical rodeando al amniético, macho 6,9
0,150 y saco feto, longitud rodeado por
amniético del cuerno la membrana
sin gestante: 25 alanto-
liquido) cm coriénica
Feto: Copas Feto alojado
0,01858 | endometriales €en su saco
(con amarillento amnidtico con
Placenta no cordon fuerte liquido
+ 55-65 fijada: umbilical rodeando al amnidtico, hembra 7
0,165 y saco feto, longitud rodeado por
amniotico del cuerno la membrana
sin gestante: 26 alanto-
liquido) cm corionica.
Copas
endometriales .
Sin pelo,
Placenta no sobreelevadas ,
+ 100- " Feto: ) glandulas
fijada: amarillentas . hembra 24
120 0,540 L0 mamarias
0,240 palidas
como botones
rodeando al
feto
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Orejas
triangulares

Copas para adelante,
endometriales sin pelo,
sobreelevadas botones
+ 100- UP: 1,900 Feto: ama,r|.llentas alrededor_ del macho 24
120 0,650 palidas pene, 0jos
rodeando al saltones,
feto craneo
prominente,
longitud del
fémur: 5cm
. pelos finos en
+ 120- Placenta: Feto: Ausceonpc:S\ de orbita y morro macho 34
150 1,340 2,340 . no tiene pelos
endometriales
en cola
pelos en
orbita,
pestafias,
* 1501 yp. 4,250 Feto: Aus:on:;, e mi:t?nno:'rzo ’ macho | 42
180 ' 3,850 : o
endometriales testiculo
descendido
del fémur:
1icm
Placenta: Ausencia de Pelo fino .en
+180- 1.460 Feto: Fopas morro crin hembra 46
210 ’ 4,060 . presencia de
endometriales 5
pestarias
pelo en dorso
Ausencia de cola, )
+ 210- UP: 6,300 Feto: 13 copas almohadllla macho 55
240 . fina algo
endometriales
separada y
blanda
Ausencia de ojos saltones,
copas orejas
endometriales triangulares
, membranas hacia
alantoamnioti adelante,
+ 240 UP: 9 Feto:11 cas I|sa§ y crgneo hembra 64
blanquecinas prominente,
membranas pelos finos en
alantocorionic cola, crin,
as menton,
aterciopeladas orejas y en
y rojas morro
Ausencia de ojos saltones,
copas craneo
endometriales prominente,
+ 240 Placenta: Feto:12,4 , membrar'\as. . orejas hembra 64
4,550 50 alantoamnioti triangulares
cas lisas y hacia
blanquecinas adelante,
membranas pelos finos en
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alantocoridnic cola, crin,
as menton,
aterciopeladas orejas y
y rojas morro,
longitud del
fémur: 17 cm
Ausencia de
copas
endometriales
, membranas
alantoamnioti | Pelaje fino en
+ 240- cas lisas dorso y cola,
UP:8 Feto: 19 . y y . hembra 70
270 blanquecinas almohadilla
membranas plantar blanda
alantocoriénic
as
aterciopeladas
y rojas
Ausencia de
copas
endometriales
, membranas
alantoamnioti ..
cas lisas Pelaje fino en
+ 270 UP:9 Feto: 27 . v cabezay hembra 90
blanquecinas
cuello
membranas
alantocoridnic
as
aterciopeladas
y rojas
Ausencia de
copas
endometriales ..
Pelaje fino en
, membranas
.. | todo el cuerpo
alantoamnioti
cas lisas y punta de
+ 300 UP: 9 Feto: 27 Y cola, hembra | 105
blanquecinas .
presencia de
membranas .
. dientes de
alantocoridnic
leche
as
aterciopeladas
y rojas

Referencias: UP=Utero y placenta. ND=No definido. CC=céfalo-caudal.

5.2 Estudio macroscopico de los tractos reproductivos y las placentas

En los tractos reproductivos de yeguas gestantes se reconocieron los ovarios, los cuernos, el
cuerpo y el cérvix uterino (Fig.9 y 10). Al realizarse el abordaje por el borde antimesometrial
del utero se notaron diferentes caracteristicas acordes a la edad gestacional. En el periodo
embrionario (dia 39-42) se observaron vesiculas embrionarias de pequefio tamafio,
membranas alantocorionicas notablemente vascularizadas y sacos vitelinos con el seno

terminal circular en el extremo anembrionico (Fig.11), también hubo presencia de copas
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endometriales en desarrollo temprano que protruian en la superficie del endometrio y eran
de color blanquecinas con diferentes tamainos y formas irregulares. Al inicio del periodo fetal
(hasta el dia 120) se observaron fetos alojados en su saco amni6tico con el aspecto fenotipico
caracteristico de la especie, las membranas alantocorionicas evidenciaron amplia
vascularizacion y las copas endometriales estaban totalmente desarrolladas sobre la
superficie del utero, estas tenian aspecto de ulcera y una coloracién amarillenta (Fig.12 y
13). En el periodo fetal tardio (hasta el momento del parto) se visualizaron fetos de gran
tamafio, membranas alantoamnidticas de aspecto liso y color blanquecino con vasos
sanguineos prominentes y membranas alantocoridnicas de aspecto aterciopelado y color

rojizo debido a su notable vascularizacion (Fig.14).

Fig.10: Utero gestante de yegua de = 100-120
dias de prefiez. Se observa el concepto ya
ubicado dentro del cuerpo uterino. OD:
Ovario derecho OI: Ovario izquierdo; CUI:
Cuerno uterino izquierdo CUD: Cuerno
uterino derecho; CU: cuerpo uterino.

Fig.9: Tracto reproductivo de una yegua
de £ 55-60 dias de prefiez. Se observa el
concepto en el cuerno gestante. OD:
Ovario derecho OI: Ovario izquierdo;
CUI: Cuerno uterino izquierdo CUD:
Cuerno uterino derecho; CX: cérvix; CU:
cuerpo uterino.

47



Fig.11: Vesicula embrionaria de + 39-42
dias de gestacion. Se observa la membrana
alantocoridnica ampliamente
vascularizada (punta de flecha). Notese el
anillo del seno terminal circular en el SV
(asterisco). F: feto, MCA: membrana
alantocorionica; SV: saco vitelino.

Fig.12: Conceptus de = 55-65 dias de
gestacion con una longitud céfalo-caudal
de 7cm, el mismo se encuentra alojado
en su saco amnidtico, en contacto directo
con el liquido amnidtico, rodeado por la
membrana alantocoriénica ampliamente
vascularizada, se observaron las copas
endometriales rodeando al feto. MCA:
membrana alantocoridonica; SA: saco
amnidtico; LA: liquido amniético; CE:
copas endometriales; ED: endometrio.

Fig.13: Conceptus de + 100-120 dias de gestacion
con una longitud céfalo-caudal de 25cm. MCA:
membrana alantocoridnica; SA: saco amnidtico;
LA: liquido amniodtico; CE: copas endometriales;
ED: endometrio.

Fig.14: Conceptus de + 270 dias de gestacion
con una longitud céfalo-caudal de 90cm. MCA:
membrana alantocoridonica; MAA: membrana
alantoamniotica; CU: cordon umbilical; UT:
utero.
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5.3 Estudio microscopico de las placentas

Se analizaron las estructuras histoldgicas de la interfase materno-fetal de placenta equina en
los distintos periodos gestacionales, utilizando microscopia Optica y microscopia optica de

alta resolucion (MOAR).

Las Fig.15 (A y B) corresponden a un corte histologico de placenta de +25-30 dias de
gestacion, teflida con H/E. Se puede visualizar el epitelio luminal materno como una capa
simple de células cubicas o cilindricas bajas con el nicleo en posicion central y una
membrana basal fina. En algunas zonas presentan la formacion de varios pliegues de poca
profundidad y células ciliadas en el epitelio luminal. Subsiguiente al epitelio materno, se
observan abundantes glandulas endometriales penetrando el estroma endometrial, en las
regiones apicales del mismo, las glandulas contienen gran cantidad de secrecion exocrina en
su lumen correspondiendo al histotrofo (“leche uterina™). Estas glandulas tortuosas estan
revestidas de epitelio cubico simple con nucleos en posicion basal y fuertemente tefiidos,
algunas contienen células epiteliales ciliadas en su lumen. Las glandulas mas alejadas del
epitelio luminal, aparentemente estaban en menor actividad secretora y presentaron epitelio
cilindrico. La membrana coriovitelina se encuentra formada por aposicion de dos epitelios
simples, el epitelio de la membrana vitelina estd formado por células cubicas bajas con un
nucleo central bien definido y el corion fetal es un epitelio cilindrico con un ntcleo ovalado
ubicado en la base de la célula. Entre los dos epitelios se observan numerosos capilares
fetales con eritrocitos fetales (Fig.15 B). Las dos capas epiteliales de la interfase endometrio-

coriovitelina estan estrechamente relacionadas por una aposicion de los epitelios.

Fig.15: Interfase materno-fetal de una placenta de = 25-30 dias de gestacion tefiida con H/E (A: 100x B: 200x).
Se observa la membrana coriovitelina con aposicion del corion y el saco vitelino. El epitelio corionico esta
compuesto de células cilindricas y la membrana vitelina de epitelio cubico bajo. Se observa también un surco
endometrial (asterisco) en el epitelio materno, el histotrofo (flecha) dentro de una glandula y vasos sanguineos
embrionarios (punta de flecha) C: Corion; Mv: membrana vitelina; EU: epitelio uterino; EC: epitelio
corionico; GE: glandulas endometriales.
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A los £+ 55-65 dias de gestacion la superficie placentaria presentd proyecciones coridnicas
rudimentarias y con forma ondulada. Estas estan formadas, en la region apical, por epitelio
cubico simple con grandes nucleos en posicidon central y en la region basal se observan
algunas areas de epitelio cubico bajo y otras de epitelio cubico alto con nucleos basales.
Algunas proyecciones presentan pseudoestratificacion del epitelio y pleomorfismo celular.
En el lado materno algunos pliegues endometriales formaron surcos mas profundos donde
se interdigitardn las vellosidades coridnicas. Al mismo tiempo, las proyecciones de las
células del epitelio corionico forman las primeras vellosidades, mostrando una aposicion

entre los epitelios de los surcos endometriales y de las vellosidades coridnicas (Fig.16 A).

En este momento de la gestacion, las glandulas endometriales contintlan secretando su
histotrofo, evidenciandose en ciertas zonas una acumulacion de esta secrecion sobre la
superficie endometrial. Las células del trofoblasto que recubren la abertura de las glandulas
se presentan elongandas y de una apariencia pseudoestratificada ya que son las encargadas

de obtener la “leche uterina” secretada por dichas glandulas (Fig.16 B).

Fig.16: Interfase materno-fetal de una placenta de + 55-65 dias de gestacion tefiida
con H/E (A: 100x B: 400x). Se visualizan las vellosidades coridnicas primarias en
el epitelio fetal y en la esquina superior izquierda de la fotografia se observa el
trofoblasto pseudoestratificado (estrella). Glandula endometrial con contenido
histotrofico (flecha). Surco endometrial en el epitelio materno (asterisco). EU:
epitelio uterino; EC: epitelio coridnico; TCM: tejido conectivo materno; TCF.:
tejido conectivo fetal; GE: glandulas endometriales.
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En la Fig.17 (A y B) se observan las vellosidades alantocoriénicas que se interdigitan con
los pliegues uterinos, conformando las vellosidades placentarias de la interfase materno fetal
(£100-120 dias de prenez). Se distingue el trofoblasto como una capa simple de células
cubicas estrechamente adosadas a las criptas del epitelio uterino, desarrollando pliegues o
ramificaciones secundarias. A los + 180-210 dias se puede visualizar el microcotiledon

multiramificado en el tejido placentario (Fig.18)

Fig.17: Corte histologico de una placenta equina de +100-120 dias de gestacion tefiida con H/E (A: 25x; B:
100x). VP: vellosidades placentarias; EU: epitelio uterino; Cr: Cripta; VAC: vellosidad alantocorionica;
VM: vasos maternos; GE: glandulas endometriales; TCM: tejido conectivo materno; M: miometrio; E:
endometrio; CE: copa endometrial.

Fig.18: Corte histologico de una
placenta equina de + 180-210 dias de
gestacion tefiida con H/E (50x). MC:
microcotiledon; EU: epitelio uterino;
VCA: vellosidad corioalantoidea;
Cr: cripta; A: areolas; M:
miometrio; GE: glandulas
endometriales; TCF: tejido
conectivo fetal.
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En la Fig. 19 (A y B) se presenta el tejido placentario correspondiente a + 300 dias de
gestacion, tefiido con Tricrémica de Masson. Se observa un microcotiledon totalmente
formado envuelto por una capsula de tejido conectivo materno y rodeado por glandulas
endometriales tortuosas (epitelio ciibico simple), la membrana corioalantoidea con areas de
epitelio cilindrico y regiones de epitelio pseudoestratificado simple, abundante tejido
conectivo denso y la membrana alantoamniotica (epitelio plano simple). Con la tinciéon
diferencial es posible apreciar abundantes fibras coldgenas tefiidas de verde del lado fetal,
correspondiéndose a un tejido conectivo denso y organizado de forma regular, en cambio,
del lado materno las fibras colagenas se encuentran dispuestas de forma desorganizada e
irregular. Este tejido conjuntivo se muestra ricamente irrigado con arteriolas y vénulas de
muy diferentes tamafios y se puede apreciar cuantiosos capilares entre el epitelio coridonico
y endometrial del microcotiledon ya formado. La membrana corioalantoidea esta compuesta
por células trofoblésticas pseudoestratificadas en la region intercotiledonaria. Estas areas
que absorben el histotrofo, denominadas areolas se desarrollan progresivamente entre los
dias 40-80 y es el lugar donde las glandulas endometriales desembocan todo su contenido

(Fig.20 A y B).

Fig.19: Corte histologico de una placenta equina de + 300 dias de gestacion tefiida con Tricromica de Masson
(A: 25x; B: 100x). MC: microcotiledon; EC: epitelio corionico; EU: epitelio uterino; VM: vasos maternos;
VA: vasos alantoicos; A: areolas; GE: glandulas endometriales; TCF: tejido conectivo fetal; TCM: tejido
conectivo materno; Cr: cripta; VCA: vellosidad corioalantoidea; MAA: membrana alantoamniética.
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Fig.20: Corte histologico de la base de un microcotiledon de placenta equina de + 300 dias de gestacion
tefiida con Tricromica de Masson (A: 200x; B: 400x). Obsérvese la abundante cantidad de fibras colagenas
(verde) dispuestas de manera regular en la region del ileo del microcotiledon y la cuantiosa cantidad de
hematies fetales tefiidos de un color rojo intenso (estrellas). VC: vellosidad coridnica; EC: epitelio
coridnico; VA: vasos alantoicos; A: areolas; TCF: tejido conectivo fetal.

5.4 Morfologia de las copas endometriales

En la Fig.21 se muestra una copa endometrial correspondiente a los + 55-65 dias de
gestacion. En ella se observa una masa densa de células fetales y maternas inmersas en el
estroma endometrial. Se visualizan células trofoblasticas gigantes, constituidas por grandes
nucleos y nucléolos prominentes. Entre ellas, se observan células binucleadas grandes y
redondeadas, algunas de apariencia poliédrica que poseen dos nucleos grandes y claros, con

predominio de eucromatina.

Estas células fetales se encuentran intercaladas entre los vasos sanguineos, vacuolas lipidicas
y numerosas glandulas endometriales que contienen en su lumen una secrecion proteica

acidofila (Fig.22).

En la region apical de la copa endometrial, el epitelio materno se encuentra ausente, debido
a la erosion provocada por la migracion de las células trofoblésticas de la cintura coridnica.
En las regiones laterales de la misma, observamos surcos endometriales de epitelio cubico
simple con abundantes glandulas uterinas activas en el estroma materno. En la base y
periferia de la copa, adyacente al miometrio, se observan acimulos de leucocitos maternos
entremezclados con glandulas endometriales, las cuales se encuentran en mayor proporcion
que en la regidn apical. Las mismas son de diferentes tamafios, flexuosas y compuestas por

un epitelio cubico a cilindrico simple (Fig.23).
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Fig.21: Microfotografia de una copa endometrial entera perteneciente a un ttero fijado por perfusion de +
55-65 dias de gestacion, tefiida con H/E (25x). Se observan la masa densa de células grandes
entremezcladas con abundantes glandulas endometriales distendidas y un acimulo de leucocitos maternos
en la base de la copa endometrial (estrellas). EU: epitelio uterino, GE: glandulas endometriales, M:
miometrio.

Fig.23: Seccion histologica de una copa
endometrial de + 55-65 dias de gestacion
tefiida con H/E (200x). Se observa con
mayor detalle el infiltrado de leucocitos
maternos en el estroma de la copa
endometrial (estrellas) y el epitelio cubico
simple de las glandulas endometriales
(flecha) con su secrecion proteica acidofila.
GE: glandula endometrial, VS: vasos
sanguineos

Fig.22: Seccion histologica de una
porcion de copa endometrial de £ 55-65
dias de gestacion tefiida con H/E (400x).
Se observan células mononucleadas en
el estroma de la copa, notese los ntcleos
y nucléolos prominentes. Se evidencia
una glandula endometrial con epitelio
cilindrico simple (flecha). GE: glandula
endometrial; CMN: célula
mononuclear; VS: vaso sanguineo.
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A los £ 100-120 dias de gestacion, se observa una porcion de una copa endometrial tefiida
con H/E. En la base y laterales de la copa endometrial se aprecian grandes cantidades de
linfocitos infiltrados comparados con el periodo anterior analizado. Se evidencian glandulas
endometriales distendidas y de gran tamafio, formadas por epitelio cubico bajo y con

contenido acidoéfilo (Fig.24)

Con la técnica de coloracion especial TM, podemos distinguir arteriolas de diversos calibres
presentando cuantiosos globulos rojos en su interior tefiidos de rojo a naranja intenso.
También se evidencia tejido conectivo denso tefiido de color verde entremezclado con las
glandulas endometriales y células gigantes trofoblésticas en degeneramiento celular (Fig.25

AyB)

Fig.24: Seccion histologica de una porcion de
copa endometrial de + 100-120 dias de
gestacion tefiida con H/E (25x). Infiltrado
linfocitico (estrellas). Células trofoblasticas
gigantes (punta de flecha) con su secrecion
proteica acidofila. GE: glandula endometrial,
M: Miometrio.

Fig.25: Seccion histologica de una copa endometrial de + 100-120 dias de gestacion tefiida con TM. (A y B:
100x). Los linfocitos han comenzado a moverse dentro del tejido de la copa (estrellas) y los vasos sanguineos se
encuentran distendidos (flecha). Notese el tejido conectivo materno tefiido en verde. CMN: célula trofoblastica
mononucleada; GE: glandula endometrial.
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El empleo de cortes semifinos para el estudio de la placenta por MOAR permitié la

visualizacién con mayor detalle de diversas estructuras celulares placentarias.

En la Fig. 26 (A y B), se observa un corte transversal de las vellosidades coridnicas del
microcotiledon, correspondiente a los + 240-270 dias de prefiez. Estas vellosidades estan
conformadas por células trofoblasticas con grandes nucleos apoyados sobre la membrana
basal, siendo algunos bien redondos y otros con forma irregular, ricos en eucromatina y
nucléolos bien diferenciables. Ademas, se evidencia la presencia de numerosos capilares
fetales conteniendo eritrocitos tipo rouleaux caracteristicos del equino y se visualizan células
endoteliales, algunas con predominio de heterocromatina sobre las paredes nucleares con

caracteristicas apoptoticas.

Fig.26: Imagenes de vellosidades corionicas de un microcotiledon a los = 240-270 dias de prefiez
procesadas por MOAR (A y B: 1000x). Se observan células trofoblasticas de epitelio cubico. Eritrocitos
fetales (asterisco). VC: vellosidad coridnica; Tr: trofoblasto; VSF: vasos sanguineos fetales.

5.5 Ultraestructura placentaria por microscopia electrénica de transmision (TEM)

En la Fig.27 se muestra una microfotografia procesada por la técnica TEM, correspondiente
a una placenta del primer tercio de prefiez (+ 55-65 dias). En ella se observa claramente una
célula del epitelio luminal materno, estas células cilindricas poseen el ntcleo grande y claro
en posicion central, en su citoplasma se evidencian numerosas interdigitaciones de
membranas que aumentan la superficie de contacto y establecen una intima relacion entre
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las células contiguas del epitelio materno. También se puede observar mitocondrias de gran
tamafio y vesiculas electrodensas de diversas dimensiones dentro de la misma célula. En la
region apical, se observan pocas microvellosidades cortas que evidencian la interconexion

con las células del epitelio fetal que no se visualizan por cuestiones referidas a la técnica.

La Fig.28 muestra un vaso sanguineo conteniendo eritrocitos, en €l se puede observar el
nucleo alargado y activo debido al alto contenido de cromatina laxa transcripcionalmente
activa llamada “eucromatina”, se observa también el endotelio rodeado de fibras coldgenas

correspondientes al tejido conectivo circundante.

Fig.27: Microfotografia obtenida por TEM de tejido placentario equino de + 55-65 dias donde se
visualizan células del epitelio materno (15000x). cEU: célula del epitelio uterino; N: ntcleo; Mv:
microvellosidades; MCI: membranas citoplasmaticas interdigitadas; Mit: mitocondrias; VE: vesiculas
electrodensas.

Fig.28: Microfotografia obtenida por TEM de un capilar fetal equino de + 55-65 dias (8000x).
Obsérvese las fibras coldgenas de la matriz extracelular que rodea al capilar. N: nicleo; Nu: nucléolo;
End: endotelio; FC: fibras colagenas; Er: eritrocitos.
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A los = 150-180 dias de gestacion se puede observar el epitelio trofoblastico constituido por
una capa simple de células cubicas. Estas células presentan numerosas microvellosidades en
su cara apical y se encuentran unidas a las células vecinas por medio de sus membranas
plasmaticas a través de uniones intercelulares, en la Fig.29 y 30 se pueden visualizar con
mucha nitidez las uniones estrechas encargadas de sellar los espacios entre las células
trofoblasticas. También se puede visualizar una célula cubica conteniendo en su cara apical,
en contacto con las microvellosidades, una sustancia compatible a gotas de histotréfo, lo que
revelaria la funcionalidad de la célula en absorber la leche uterina proveniente de las

glandulas endometriales.

El citoplasma del epitelio fetal presenta organoides celulares, entre los que se destacan
numerosas pero pequeilas mitocondrias, reticulo endopldsmico y aparato de Golgi. En la
Fig.31 se puede observar el reticulo endopldsmico principalmente de tipo rugoso (RER) en
estrecho contacto con el nucleo celular. En esta imagen también se puede apreciar la gran
cantidad de microvellosidades cortas en la region apical de las células trofoblasticas, cabe

resaltar las vesiculas electrolicidas en la region apical de la célula.

Las grandes células del epitelio trofoblastico presentan nucleos irregulares ubicados en la
cara basal de las mismas, algunos tienen la caracteristica de estar activos ya que son
redondos, grandes y poseen nucléolos bien definidos, estan constituidos predominantemente
por eucromatina, en cambio otros son mas pequefios, polimorfos y con predominio de
cromatica condensada conocida como “heterocromatina”. En la Fig.31 B se pueden observar
granulos electrodensos compactados correspondientes a los llamados cuerpos apoptoticos,

restos de cromatina nuclear altamente compactada y transcripcionalmente inactiva.

Se observaron gran cantidad de pequefios capilares contiguos a la membrana basal de las
células trofoblasticas. Cabe destacar la estrecha distancia que separa el epitelio trofoblastico

de los vasos sanguineos subepiteliales, responsables de un activo intercambio materno-fetal.

En la Fig.29 se observan vasos sanguineos con células endoteliales y nucleos irregulares
alargados adosados al trofoblasto. En los mismos es posible visualizar el contenido de

globulos rojos tipo rouleaux caracteristicos del equino.
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Fig.29: Microfotografia obtenida por TEM de tejido placentario equino de + 150-180 dias de gestacion
donde se visualiza el epitelio trofoblastico (8000x). Notese la estrecha relacion entre los capilares y la
membrana basal del epitelio corionico. ¢ET: célula del epitelio trofoblastico; N: ntcleo; Nu: nucléolo;
End: endotelio; TCF: tejido conectivo fetal; Er: eritrocitos; Mv: microvellosidades; UE: uniones
estrechas; Mit: mitocondrias; H: histotréfo.

Fig.30: Microfotografia de una célula trofoblastica obtenida por TEM (12000x). cET: célula del
epitelio trofoblastico; N: ntcleo; Nu: nucléolo; End: endotelio; Er: eritrocitos; Myv:
microvellosidades; UE: uniones estrechas; H: histotrofo.
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Fig.31: Microfotografias de tejido placentario equino de = 150-180 dias de gestacion donde se visualiza el
epitelio trofoblastico obtenidas por TEM (A y B: 8000x). Se observan nucleos irregulares en proceso de
apoptosis y restos de cuerpos apoptéticos. ¢ET: célula del epitelio trofoblastico; mb: membrana basal; N:
nucleo; Nu: nucléolo; End: endotelio; Er: eritrocitos; Mv: microvellosidades; UE: uniones estrechas; AG:
aparato de Golgi; RER: reticulo endoplasmico rugoso; CA: cuerpos apoptoticos.

5.6 Inmunolocalizacion de la hormona gonadotrofina coridnica equina (eCG)

La eCG se inmunolocaliz6 en las copas endometriales halladas en los periodos gestacionales
estudiados del primer tercio gestacional, evidenciando la funcionalidad de las células

trofoblasticas gigantes especializadas.

En el periodo medio del primer tercio de la gestacion, a los + 55-65 dias de prefiez, se observo
la inmunolocalizacion de la eCG sobre la region apical de la copa endometrial con zonas de
mayor inmunomarcacion que otras (Fig.32). El tejido conectivo materno y el epitelio de las
glandulas endometriales fue negativo (Fig.33). El citoplasma de las células trofoblasticas
especializadas se inmunomarco intensamente (+++) en algunas células y en otras su
marcacion fue moderada (++) a débil (+). Se visualizd un patrdn caracteristico de marcacion
granular en las células mononucleadas (CMN) y binucleadas (CBN). Los nucleos y
nucléolos de las CMN y CBN no evidenciaron inmunomarcacion (Fig.34). Se observo una
inmunoreaccion moderada (++) sobre el epitelio uterino, en ciertas zonas de los surcos
endometriales ubicados en las regiones laterales de la copa endometrial. Ademads, se

visualizd marcacion débil en la region apical de las células epiteliales maternas.
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Fig. 32: Inmunohistoquimica de eCG de una copa endometrial entera en un utero fijado por perfusion de + 55-
65 dias de gestacion (25x). Se observan la masa densa de células gigantes (punta de flecha). EU: epitelio
uterino, GE: glandulas endometriales, M: miometrio

Hacia el final del primer tercio, a los = 100-120 dias de gestacion, se observo una copa
endometrial con signos evidentes de dafio y degeneramiento celular. No obstante, se pudo
observar una inmunomarcacion moderada (++) en el citoplasma de las células trofoblasticas
gigantes de la copa. Se evidenciaron abundantes glandulas endometriales de diferentes
tamafios, distendidas y tortuosas, con notable degeneramiento celular del epitelio de las
mismas (presencia de nucleos de forma irregular y con citoplasma vacuolizado). El epitelio

glandular no presenté inmunomarcacion.

Fig.33: Seccion de copa endometrial entera de £ 55-65 dias de gestacion (100x). Inmunohistoquimica
negativa para eCG en el epitelio de las glandulas endometriales. GE: glandulas endometriales.
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Fig. 34: Inmunomarcacion de células trofoblasticas de la copa endometrial (400x). Noétese la fuerte
marcacion de algunas CMN vy el patrén granular de marcacion en la CBN. Vacuola lipidica (flecha). CMN:
células trofoblasticas mononucleadas; CBN: células trofoblasticas binucleadas; GE: glandulas
endometriales.
Debido al dafio notable que presenta la copa endometrial, no pueden establecerse diferencias
estructurales entre la parte apical y basal de la misma. En la microfotografia también se

observa la interrelacion de la copa endometrial con la interfase materno-fetal y el miometrio

materno (Fig.35).

Fig.35: Inmunomarcacion de eCG en una interfase materno-fetal con una copa endometrial adosada
al utero a los = 100-120 dias de gestacion (25x). CE: copa endometrial, IMF: interfase materno-

fetal; GE: glandulas endometriales; M: miometrio. 62



5.7 Inmunolocalizacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

La distribucion de VEGF en tejidos placentarios de yeguas mestizas detectada mediante

inmunohistoquimica se muestra en la Tabla II.

Tabla I1: Inmunoreactividad de VEGF en los diferentes estadios gestacionales analizados
(Cap: capilares; Art/Nena: Arterias, arteriolas, venas y vénulas;, GE: Glandulas

endometriales de las copas).

Parametr | Epitelio Epitelio Estroma Endotelio Trofoblas Estroma Endotelio Células Células de

< luminal glandul Endometri materno to alantoid fetal de la Ilas copas

endometr ar al eo cintura endometrial
Dias
de
gestacion

io Cap  Art/ven Cap Art/ven corioni

aprox.

25-30 55 ++ ++ +/-
39-42 EXE ++ = +/-| - = = +
55-65 a3 ++ - +/-| - +++ - +/- - +++/ | ++
++ /-
100- ++ ++ + +/-| - +++ +/- - +++/| -
120 ++
120- ++ + - + - ++ ++ - -
150
150- ++ ++ - - = +++ 4+ _ _
180
180- §& ++ - - - 45+ |+ - -
210 aF
240 - ++ - - - +++*/+ | + = =
+
270 ++ ++ - - = +++ ++ _ _
300 ++ ++ = - - ++4+*/+ | + + -
+

Referencias: *epitelio trofoblastico pseudoestratificado.
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Las poblaciones celulares inmunomarcadas se caracterizaron por una expresion
citoplasmatica de VEGF, mientras que la intensidad de la marcacion vario

considerablemente en los diferentes estadios gestacionales estudiados.

En el primer tercio de la gestacion, se observo una moderada a intensa inmunomarcacion en
la region apical de las células del epitelio luminal del endometrio a medida que avanzan los
dias de prefiez respectivamente, el epitelio de las glandulas endometriales evidenci6é una
marcacion moderada del factor de crecimiento, no asi el estroma endometrial que en este
periodo no revelo inmunoreaccion (Fig.36 A y B). El citoplasma de las células trofoblasticas
presentes en los estadios finales del tercio gestacional estudiado, evidenciaron un
inmunomarcaciéon moderada al igual que la membrana alantoamniotica, es de destacar que
en el estadio de + 55-65 dias las células trofoblasticas pseudoestratificadas de las areolas
presentaron una intensa marcacion para VEGF (Fig.38 A y B). Los endotelios de los

capilares sanguineos marcaron débilmente en algunas zonas y en otra fueron negativos.

Fig.36: Seccion de endometrio de una placenta equina de + 25-30 dias de gestacion inmunomarcada con
anti-VEGF en una dilucion 1:200 (A: 100x; B: 1000x). En la figura (a) se observa la inmunoreaccion
moderada del epitelio endometrial y la abertura de una glandula sobre el epitelio. Notese en la figura (b) la
marcacion del factor de crecimiento en el citoplasma de las células del epitelio glandular. EU: epitelio
uterino; GE: glandulas endometriales; TCM: tejido conectivo materno.
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En la Fig.37 (A-E) se presenta una placenta de + 39-42 dias, justo en el momento en que se
esta iniciando la placentacion, las células de la cintura coridnica que comienzan a invadir el
endometrio para formar las futuras copas endometriales se inmunomarcaron levemente, ya
a los £ 55-65 dias, en la region apical y al centro de la copa endometrial ya formada
completamente, el citoplasma de las células trofoblasticas especializadas (CMN y CBN) se

inmunomarc6 intensamente en algunas células y en otras su tincién fue moderada.

Fig.37: Inmunohistoquimica de VEGF de placenta equina de = 39-42 dias de gestacion (A: 25x; B: 100x; Cy
D:400x; E:1000x). Notese la marcacion moderada en las glandulas endometriales (e), el epitelio uterino (c) y
la marcacion débil de las células de la cintura coridnica (estrella) invadiendo el endometrio (b y d). En la figura
(e) se puede observar la inmunomarcacion positiva del endotelio vascular (flecha). EU: epitelio uterino; GE:
glandulas endometriales; M: miometrio; CC: células de la cintura coridnica.

Esta marcacion va disminuyendo a medida que nos acercamos a la base de la copa donde las
células presentan una inmunoreaccion débil a moderada, se visualiz6 un patron caracteristico

de inmunomarcacion granular en las CMN y CBN. En estos estadios, el epitelio de las
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glandulas endometriales presentes en la copa endometrial fue negativo en algunas zonas y

en otras débilmente inmunomarcado (Fig.39 y 40).

Fig.38: Inmunohistoquimica de VEGF en interface materno-fetal equina de + 55-65 dias de gestacion (A: 25x;
B: 200x; C:400x;). Notese la intensa inmunomarcacion de las células trofoblasticas pseudoestratificadas en la
region areolar, también se puede observar la abertura de una glandula endometrial (estrella) suministrando
contenido histotréfico a las células fetales (b y c), epitelio uterino (flecha), epitelio coridnico (punta de flecha)
ETP: epitelio trofoblastico pseudoestratificado; GE: glandulas endometriales; M: miometrio; VCA: vellosidad
corioalantoidea; MAA: membrana alantoamnidtica

Fig.39: Inmunohistoquimica de VEGF de una copa endometrial entera de + 55-65 dias de gestacion (25x%).
Se observan la masa densa de células gigantes (punta de flecha). EU: epitelio uterino, GE: glandulas
endometriales, M: miometrio



Fig.40: Seccion de copa
endometrial entera de + 55-65
dias de gestacion
inmunomarcada con anti-
VEGF (200x). Notese la
heterogeneidad en la
intensidad de marcacion y el
patron granular de las CBN.
GE: glandulas endometriales;
CMN: células trofoblasticas
mononucleadas; CBN: células
trofoblasticas binucleadas.

Durante el segundo tercio de prefiez, ya con los microcotiledones totalmente formados,
continuo la inmunomarcacion moderada de las células trofoblasticas del alantocorion y del
epitelio luminal y glandular materno, el estroma endometrial persistio sin marcacion, no asi

el estroma alantoideo que revelo una inmunoreaccion débil a moderada (Fig.41 A y B).

Fig.41: Inmunohistoquimica de VEGF en un microcotiledén equino de = 120-150 dias de gestacion (A:
100x; B: 400x), vaso sanguineo (flecha discontinua), VCA: vellosidad corioalantoidea; Cr: cripta; ETr:
epitelio trofoblastico (punta de flecha); EU: epitelio uterino (flecha); GE: glandulas endometriales; TCM:
tejido conectivo materno.

En el ultimo periodo de gestacion, se hallo el mismo patrén de localizacion para VEGF en

el epitelio luminal y glandular materno, asi como el estroma alantoideo y endometrial.

En la Fig.42 (A-C) se muestra una interfase materno-fetal de + 300 dias de gestacion en
donde cabe resaltar un notable incremento en la intensidad de marcacion de las células
trofoblasticas pseudoestratificadas que se encuentran en las regiones intercotiledonarias

llamadas areolas y estan especializadas en absorber el histotréfo, se observo un patron de
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inmunomarcacion intenso en la region apical de las mismas. Se pudo visualizar una
inmunoreacciéon nula en los endotelios de los capilares maternos y débil en los vasos
sanguineos fetales. Ademas, las fibras musculares lisas que conforman el miometrio,
expresaron este factor pro-angiogénico con una intensidad de marcacion moderada en la

mayoria de los periodos analizados.

Fig.42: Imagen de tejido placentario equino con ensayo inmunohistoquimico para VEGF en interface
materno-fetal de + 300 dias de gestacion (A: 50x; B y C: 400x; D:100x). Noétese la intensa marcacion en las
vellosidades corioalantoideas cortadas transversalmente (c) y en el epitelio trofoblastico pseudoestratificado
especializado en absorber la leche uterina (b), también se observa una gran cantidad de capilares sanguineos
(flecha discontinua) dentro de la vellosidad. En el control negativo no se observa marcacion. VCA:
vellosidad corioalantoidea; EU: epitelio uterino (flecha); Cr: cripta; ETr: epitelio trofoblastico (punta de
flecha); ETP: epitelio trofoblastico pseudoestratificado; (flecha); GE: glandulas endometriales; EE: estroma
endometrial; EA: estroma alantoideo; VS: vaso sanguineo.

5.8 Inmunolocalizacion de Angiopoyetina 2 (Ang-2)

A través de la técnica inmunohistoquimica se detectd la Angiopoyetina 2 en los tejidos

placentarios de yeguas mestizas en todos los periodos gestacionales estudiados. La

distribucion se muestra en la Tabla I11.
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Tabla IIL: Inmunoreactividad de Ang-2 en los diferentes estadios gestacionales analizados
(Cap: capilares; Art/Nena: Arterias, arteriolas, venas y vénulas;, GE: Glandulas

endometriales de las copas).

Parame  Epitelio Epiteli | Estroma | Endotelio Trofobl = Estrom | Endotelio Célula Células
tros

luminal o materno asto a sdela de las
) Endome fetal .
Dias endom gland cintur copas

. ob MHNOM
etrio ular a endometr

! Art/ven deo Cap Art/ven - .
gestaci corio iales
on nica
aprox.

25- +++ +++ | + ++ | ++
30
39- ++ +++ | ++ ++ | - + - - +++ | ++/
42
+++
55- +++ +++ | -/++° - + +++ + + + +++/++/
65 +/-
++
BN ++ ++ - +/-| - +++*/ +/- | - +++f -
120 4+
++
120- B +++ | - - - +++ +/- ++ | +
150
150- 3 +++ | - - - +++*/ | ++ + +
180 —
180- & +++ | - - - +++*/ | ++ - -
210 ++
240 23 +++ | - - - +++ ++ - -
270 ++ +++ + - = +++ ++ _ _
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++ +++ | - = = +++ ++ = -

Todas las poblaciones celulares inmunomarcadas se caracterizaron por una expresion
citoplasmadtica precisa de Ang-2, en tanto que la intensidad de marcacion varid en los

distintos tercios gestacionales.

En el primer tercio de prefiez, el componente materno se caracterizO por una
inmunomarcacion citoplasmatica moderada a intensa en el epitelio luminal del endometrio
y el estroma endometrial, asi como una marcacion muy intensa del epitelio de las glandulas
endometriales, especialmente en las que se encontraban cercanas al epitelio uterino, el
endotelio de los vasos sanguineos presento un patrén de marcacion moderado a débil a

medida que avanzaban los dias de prefiez (Fig.43 A y B).

En el componente fetal, encontramos una inmunolocalizacion citoplasmatica moderada a
intensa en el epitelio trofobléstico y una marcacion débil del estroma alantoideo, asi como

de los endotelios de los vasos sanguineos fetales.

Fig.43: Inmunomarcacion de Ang-2 en una seccion de endometrio de una placenta equina de + 25-30 dias
de gestacion (A: 100x; B: 400x). Notese la fuerte marcacion en el epitelio luminal del endometrio (b)
capilares (flecha discontinua). EU: epitelio uterino; GE: glandulas endometriales; EE: estroma
endometrial.

En el periodo de gestacion temprana (+ 39-42 dias) hallamos que el patron de marcacion de
las glandulas endometriales que se abren al epitelio endometrial para liberar su contenido
histotrofico, mostraban una marcacioén intensa en la region basal y media y zonas de
inmunomarcacion débil a moderada en la regidon apical en contacto con el epitelio uterino.
En este mismo estadio, se observo una gran zona con cé€lulas trofoblésticas grandes y

globosas correspondientes a las células fetales de la cintura coridnica penetrando el estroma
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endometrial, estas células presentaron una inmunoreaccion intensa para el factor de

crecimiento proangiogénico (Fig.44 A-C).

Fig.44: Inmunohistoquimica de ANG-2 en placenta equina de + 39-42 dias de gestacion (A: 100x; By C:
400x;). Notese la marcacion intensa en las glandulas endometriales (c y d) y de las células de la cintura
corionica invadiendo el endometrio (b). EU: epitelio uterino; GE: glandulas endometriales; EE: estroma
endometrial; VSM: vasos sanguineos maternos; CC: células de la cintura coridnica.

La Fig.45 (A-C) correspondiente a los + 55-65 dias de prefiez, se observo la
inmunolocalizacion de Ang-2 sobre las copas endometriales, en region apical de la copa
endometrial se encontraron zonas alternadas de marcacion moderada a intensa. Los epitelios
de las glandulas endometriales presentes en la region apical de la copa madura presentaron
una inmunoreaccion moderada, en cambio las ubicadas en la region basal, distendidas y

tortuosas no evidenciaron inmunomarcacion o fue muy débil.

Fig.45: Inmunohistoquimica de ANG-2 de una copa endometrial de + 55-65 dias de gestacion (A:
100x; B: 400x; C: 50x). Se observan la masa densa de células gigantes (punta de flecha) y la marcacion
negativa de las glandulas de la base de la copa (c). EU: epitelio uterino, GE: glandulas endometriales; e]ig
CMN: células trofoblasticas mononucleadas; CBN: células trofoblasticas binucleadas.

12 2
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luminal del endometrio, el estroma endometrial y el endotelio de los vasos sanguineos fueron

negativos (Fig.46 A-D).

Fig.46: Inmunohistoquimica de Ang-2 en una placenta equina de = 120-150 dias de gestacion (A: 50x; B,
C y D: 400x). Observe la marcada intensidad de marcacion en el epitelio trofoblastico y el epitelio uterino
negativo (b), capilares fetales (flechas), VCA: vellosidad corioalantoidea; Cr: cripta; ETr: epitelio
trofoblastico (punta de flecha); EU: epitelio uterino (flecha); GE: glandulas endometriales; EE: estroma
endometrial.

En el altimo periodo de gestacion estudiado, se observd una inmunoreactividad moderada a
intensa en las glandulas endometriales y débil a moderada en el epitelio uterino y el estroma
endometrial. El corion presento una marcacion intensa sobre todo en la region areolar, en las
células trofoblasticas pseudoestratificadas, el estroma alantoideo presento una marcacion
moderada de las fibras colagenas y los endotelios de los vasos sanguineos maternos y fetales
fue negativo. También se encontr6é un patréon de inmunomarcacion moderado en las fibras

musculares lisas del miometrio (Fig.47 A-D).
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Fig.47: Imagen de tejido placentario equino con ensayo inmunohistoquimico para Ang-2 en interface
materno-fetal de + 300 dias de gestacion (A: 50x; B: 100x; C y D: 400x;). Obsérvese la intensa
marcacion de las vellosidades corioalantoideas cortadas transversalmente (d) y del epitelio
trofoblastico pseudoestratificado especializado en absorber el histotréfo (¢), capilares (flecha). VCA:
vellosidad corioalantoidea; EU: epitelio uterino; Cr: cripta; ETr: epitelio trofoblastico (punta de
flecha); ETP: epitelio trofoblastico pseudoestratificado; (flecha); GE: glandulas endometriales; E:
estroma endometrial; EA: estroma alantoideo; VS: vaso sanguineo.
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5.9 Inmunolocalizacion del VEGF-R2 (Flk-1)

La distribucion de Flk-1 en tejidos placentarios de yeguas mestizas detectada mediante

inmunohistoquimica se muestra en la Tabla IV.

Tabla IV: Inmunoreactividad de Flk-1 en los diferentes estadios gestacionales analizados
(Cap: capilares; Art/Nena: Arterias, arteriolas, venas y vénulas;, GE: Glandulas

endometriales de las copas).

Parame  Epitelio Epiteli | Estroma | Endotelio Trofobl = Estrom | Endotelio Célula Células

o luminal o Endome | materno asto a fetal sdela de las

endom @ gland | trial alantoi cintur copas
Dias
de
gestaci

etrio ular Cap  Art/ven Cap Art/ven a endometr

corio
on

aprox.

25- -+ - +/- | - +++ -

30

39- +++ +/++ | - +/ - ++/

42 ++ +

55- ++ + - +/ - +++ - ++/| +/- - |++
65 ++ +

100- & + - - - - - +/- | - - -
120

120- & +/- - - - - - - - - -
150

150- & +/- - +/- | - it - - -

180

180- & +/- - - - - - +/-| -

210

240 E +/- - - - - - - -

270 & +/- - - - - - - -

300 & - - - - - - - -
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En la etapa temprana de la prefiez, se observd una moderada a intensa inmunomarcacion en
la region apical y los cilios de las células del epitelio luminal del endometrio, presentando
una marcacion intensa en el periodo de + 39-42 dias de prefiez. Las glandulas endometriales
presentaron una inmunoreaccion moderada a intensa en la region adyacente al epitelio
luminal, y una inmunomarcacién mas débil, e incluso negativa, en el estrato esponjoso basal
del endometrio. Fue interesante hallar que, en ciertas glandulas, hubo una marcacion
especifica del receptor VEGF-R2 en algunas células y las colindantes fueron totalmente
negativas (Fig.48 G). También se observo una marcacion moderada a intensa de la secrecion
contenida dentro de las glandulas, mas marcada en las glandulas adyacentes el epitelio
luminal. En el periodo de + 39-42 dias de gestacion, fue notable hallar una marcacién muy
intensa del receptor en los pliegues que forma el endometrio, tanto de las células del epitelio

luminal como de las glandulas endometriales adyacentes (Fig.48 A, B y C).

El estroma endometrial y alantoideo no revelo inmunomarcacion (Fig.48). El citoplasma de
las células trofoblasticas presentes en los estadios de + 55-65 dias, evidenciaron una
inmunomarcacion intensa (Fig.50). Es de destacar que las células trofoblasticas
pseudoestratificadas de las areolas, presentaron una marcacion menor (+) que el corion
adyacente. El receptor Flk-1 se inmunomarcé de manera variable en el endotelio de los vasos
sanguineos maternos y fetales, presentando una marcacion negativa en las arterias y venas,
a diferencia de los capilares que mostraron marcaciones moderada e intensa y algunos fueron

negativos (Fig.48 H).

En la Fig.48 (E-F) se presenta una placenta de + 39-42 dias, justo en el momento en que se
esta iniciando la placentacion, las células de la cintura coridnica que comienzan a invadir el
endometrio para formar las futuras copas endometriales presentaron una inmunomarcacion
débil y moderada, en cambio a los = 55-65 dias, el citoplasma de las células trofoblasticas
especializadas CMN y CBN no presentaron marcacion para Flk-1. En estos estadios, el
epitelio de las glandulas endometriales presentes en la copa endometrial joven evidencid una
inmunoreaccion moderada y algunos capilares presentes en el tejido fueron negativos y otros

positivos débilmente para el receptor angiogénico (Fig.49).
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Fig.48: Inmunohistoquimica anti-Flk-1 de interfase materno-fetal equina de + 39-42 dias de gestacion (A
y B: 100x; E: 200x; C, F y G: 400x; D y H: 1000x). En la figura (b) se observa un pliegue endometrial
donde se nota mayor intensidad de marcacion en las células del epitelio uterino. Notese en la figura (g) las
diferentes intensidades en las células colindantes de las glandulas endometriales y en la figura (h) la
marcacion del receptor en los capilares maternos (flecha discontinua). EU: epitelio uterino; GE: glandulas
endometriales; EE: estroma endometrial; CC: cintura coridonica; CMN: células trofoblasticas
mononucleadas; CBN: células trofoblasticas binucleadas.
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Fig.49: Inmunohistoquimica de Flk-1 en una copa endometrial equina de + 55-65 dias de gestacion (A:
100x; B: 200x; C:400x;). Se observa la intensa marcacion del epitelio de las glandulas endometriales.
Infiltrado linfocitico (estrella). EU: epitelio uterino; GE: glandulas endometriales; CMN: células
trofoblasticas mononucleadas; CBN: células trofoblasticas binucleadas.

En los tejidos correspondientes al final del primer tercio de gestacion (= 100-120 dias), solo
se observo inmunomarcacion del receptor en el epitelio glandular del endometrio y en ciertos

capilares fetales.

Durante el segundo y tercer tercio de prefiez, solo se detectdé marcacion débil del receptor
Flk-1 del VEGEF, en las glandulas endometriales y en ciertos capilares fetales. En el epitelio
glandular persistio el patron de inmunomarcacion de ciertas células de forma moderada
mientras que las células vecinas correspondientes a la misma glandula endometrial, no

revelaron inmunoreaccion del receptor (Fig.50 y 51).
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Fig.50: Inmunolocalizacion de Flk-1 en interfase materno-fetal equina de + 55-65 dias de gestacion (A: 100x;
B: 200x; C:400x; D:1000x). Notese la intensa marcacion del epitelio trofoblastico y la variabilidad de la
intensidad de marcacion en las células de las glandulas endometriales. En la figura (d) se observa un capilar
alantoideo intensamente marcado con el receptor de VEGF. Arteria alantoidea (flecha discontinua), capilares
maternos (punta de flecha) ETP: epitelio trofoblastico pseudoestratificado; A: areola; ETr: epitelio
trofobléstico; EU: epitelio uterino; GE: glandulas endometriales; M: miometrio, VCA: vellosidad
corioalantoidea; MAA: membrana alantoamnidtica; TCM: tejido conectivo materno; TCF: tejido conectivo

fetal; VSF: vaso sanguineo fetal.

Fig.51: Determinacion de Flk-1 en placenta equina de + 150-180 dias de gestacion por medio de
inmunohistoquimica (A: 50x; B: 100x). Notese la débil inmunomarcacion de las glandulas endometriales
y del epitelio luminal. MC: microcotiledones; VCA: vellosidad corioalantoidea; VSM: vaso sanguineo
materno; GE: glandulas endometriales; TCM: tejido conectivo materno.
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Enla Fig.52 se muestra una interfase materno-fetal de + 300 dias de gestacion en donde cabe

resaltar la marcacion negativa del VEGF-R2 en todo el tejido.

Fig.52: Imagen de tejido placentario equino con ensayo inmunohistoquimico para Flk-1 en interfase
materno-fetal de + 300 dias de gestacion (A: 100x; B: 400x). Cripta uterina (flecha) EU: epitelio uterino;
VCA: vellosidad corioalantoidea; GE: glandulas endometriales; ETP: epitelio trofoblastico
pseudoestratificado; A: arcola; EE: estroma endometrial; EA: estroma alantoideo; VSM: vaso sanguineo
materno; VSF: vaso sanguineo fetal.

5.10 Inmunolocalizacion de Tie-2

A través de la técnica inmunohistoquimica se detecto el receptor de Ang-2 en los tejidos
placentarios de yeguas mestizas en todos los periodos gestacionales estudiados. La

distribucion se muestra en la Tabla V.

Todas las poblaciones celulares investigadas inmunohistoquimicamente se caracterizaron
por una expresion citoplasmatica precisa de Tie-2, en tanto que la intensidad de marcacion

varid en los distintos tercios gestacionales.
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Tabla V: Inmunoreactividad de Tie-2 en los diferentes estadios gestacionales analizados
(Cap: capilares; Art/Nena: Arterias, arteriolas, venas y vénulas;, GE: Glandulas

endometriales de las copas).

Parame  Epitelio Epiteli | Estroma | Endotelio Trofobl = Estrom | Endotelio Célula Células

tros . .
luminal o materno asto a sdela de las

) Endome fetal .
Dias endom gland cintur copas
. trial alantoi
etrio ular E] endometr

de
Cap  Art/ven deo Cap Art/ven

gestaci

corio iales

on

aprox.

25- +/++ +++ | - -+ - ++ -
30
++
39- EYS +/- - ++/ | - +
42
+++
55- +/++ +++ - +/- | - ++/+ - ++/| - +++/|++
65 ++ ++/H / -
100- & + - +/- | +/- | ++ - + - +/- -
120
120- = ++ - +/- | - Srar - +/- - - -
150
150- = ++ = +/- | +/- | +++ = +/- -
180
180- =& +++ | - +/ | +/- | +++ + ++/ | -
210 +
++
240 &3 +++ | - +/ |- +++ - + -
++
270 55 ++ - +/ | +/- | ++ - + -
++/
300 @B ++/+ | - - - ++ + +/++ -
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En el primer tercio de prefiez, el componente materno se caracterizO por una
inmunomarcacion citoplasmatica leve a moderada en el epitelio luminal del endometrio, asi
como una marcacion variable del epitelio de las glandulas endometriales. En el periodo de
gestacion temprana (£ 25-30 y + 39-42 dias) las glandulas que se encontraban cercanas al
epitelio uterino, presentaron una marcacion mas débil que las glandulas presentes en la parte
basal del utero equino, en esta region se encontr6 mayor densidad glandular y la
inmunoreaccion del receptor Tie-2 fue de moderada a intensa (Fig.53 y 54). El endotelio de
los vasos sanguineos presento un patrén de marcacion variable siendo negativo en los
grandes vasos y moderado a intenso en los capilares sanguineos (Fig.54 C y D). El estroma
endometrial fue negativo para la inmunohistoquimica del receptor, en cambio las fibras del

musculo circular interno del miometrio fueron positivas intensamente (Fig.53 B).

Fig. 53: Inmunomarcacion de Tie-2 en interfase materno-fetal de + 25-30 dias de gestacion (A y B:
100x; C: 200x; D: 400x). Obsérvese la fuerte marcacion de la membrana coriovitelina y de las fibras
musculares lisas del miometrio. En la figura (d) se observa las células vasculares primitivas nucleados
(flecha), también se nota el tipico infiltrado linfocitico de este periodo gestacional (estrella). EU:
epitelio uterino; GE: glandulas endometriales; MCV: membrana coriovitelina; M: miometrio.

En el componente fetal, encontramos una inmunolocalizacion citoplasmatica moderada a
intensa en la membrana coriovitelina y una marcacion negativa de las fibras conectivas del

estroma alantoideo. Los vasos sanguineos fetales mostraron una inmunomarcacion variable
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del endotelio, siendo los capilares positivos y las arterias y venas negativas para el receptor

de las angiopoyetinas (Fig.53 y 54).

A los +39-42 dias de gestacion, se observo que las células de la cintura coridnica presentaron
una marcacion débil para Tie-2 y que las glandulas endometriales interdigitadas con las
células especializadas estaban inmunomarcadas levemente (Fig.54). En este periodo fue

notable observar la intensa afinidad del receptor por el endotelio de los capilares maternos.

Fig.54: Inmunohistoquimica de Tie-2 en placenta equina de + 39-42 dias de gestacion (A: 100x; B:
200x; C Y D:400x;). Notese la marcacion intensa del endotelio de los capilares maternos (flecha
discontinua) y la marcacion débil de las células especializadas de la cintura coridnica invadiendo el
endometrio (d). EU: epitelio uterino; GE: glandulas endometriales; EE: estroma endometrial; CC:
células de la cintura corionica.

La Fig.55 muestra microfotografias correspondientes a los + 55-65 dias de prefiez, en este
periodo se observo la inmunolocalizacion de Tie-2 sobre las células de las copas
endometriales jovenes. En la region apical de la copa endometrial se encontraron zonas
alternadas de inmunoreacciéon moderada a intensa y un patrén caracteristico de marcacion
granular en las células mononucleadas y binucleadas. El epitelio de las glandulas

endometriales presentes en la region apical de la copa madura presentd una marcacion

82



moderada a intensa, en cambio las ubicadas en la region basal, distendidas y tortuosas no
evidenciaron inmunoreacciéon o fue muy débil. Se encontré una marcaciéon moderada de los
capilares sanguineos presentes en las copas endometriales jovenes. En cambio, las copas
correspondientes a los estadios finales del primer tercio de la prefiez, no presentaron

inmunomarcacion de las CMN y CBN ni de las glandulas endometriales presentes.

Fig.55: Inmunolocalizacion de Tie-2 en interfase materno-fetal equina de = 55-65 dias de gestacion (A
y F: 100x; B, Cy G: 400x; D y E: 1000x). Notese la intensa marcacion del epitelio trofoblastico (d).
También se observa la variabilidad de marcacion en las células trofoblasticas especializadas de la
cintura corionica (g). En la figura (e) se observan gran cantidad de capilares maternos inmunomarcados
con el receptor de VEGF (flecha discontinua). Infiltrado leucocitico (estrella). ETP: epitelio
trofoblastico pseudoestratificado; A: areola; ETr: epitelio trofoblastico; Cr: cripta; EU: epitelio
uterino; GE: glandulas endometriales; VCA: vellosidad corioalantoidea; MAA: membrana
alantoamniotica; VSF: vaso sanguineo fetal; EE: estroma endometrial; EA: estroma alantoideo; CE:
copa endometrial; CMN: células trofoblasticas mononucleadas; CBN: células trofoblasticas
binucleadas.

En la mitad de la gestacion se encontrd el mismo patron de localizacion de Tie-2 para el

componente fetal, en cambio en la region materna cabe destacar que el epitelio luminal del
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endometrio no presento marcacion y solo al final del segundo tercio la inmunoreaccion fue

débil (Fig.56).

Fig.56: Determinacion de Tie-2 en placenta equina de + 180-210 dias de gestacion por medio de
inmunohistoquimica (A: 100x; B: 400x). En las imagenes se observa la intensa marcacion del epitelio
trofoblastico. EU: epitelio uterino; GE: glandulas endometriales; ETP: epitelio trofoblastico
pseudoestratificado; A: areola; ETr: epitelio trofoblastico; Cr: cripta; VCA: vellosidad corioalantoidea;
EE: estroma endometrial; EA: estroma alantoideo.

Fig.57: Imagen de tejido placentario equino con ensayo inmunohistoquimico para Tie-2 en interfase
materno-fetal de + 240 dias de gestacion (A: 200x; B: 400x; C y D: 1000x;). Capilares fetales (flecha
discontinua). MC: microcotiledon; VCA: vellosidad corioalantoidea; EU: epitelio uterino; ETP: epitelio
trofoblastico pseudoestratificado; GE: glandulas endometriales; EA: estroma alantoideo.
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En el Gltimo periodo de gestacion, se observo una inmunoreactividad moderada a intensa en
las glandulas endometriales y débil en el epitelio luminal del endometrio. Los vasos
sanguineos maternos presentaron una inmunomarcacion variable del receptor. El estroma

endometrial fue negativo para Tie-2.

En la region fetal, el corion presento una inmunomarcaciéon moderada a intensa,
evidenciandose la particularidad de que, en una misma vellosidad placentaria, se encontraron
células positivas y células negativas para el receptor. El estroma alantoideo presento una
marcacion débil de las fibras coldgenas en la etapa de 300 dias de prefiez, en cambio en los
otros periodos fue negativo. También se encontré un patréon de inmunomarcacion variable
en los capilares fetales, a diferencia de arterias y venas que fueron negativas para Tie-2

(Fig.57 A-D).

5.11 Determinacion de proliferacion placentaria

A través de la técnica inmunohistoquimica se detecté PCNA en el nucleo de las células
placentarias y endometriales en todos los periodos gestacionales estudiados (Fig.61). Se

analizaron 300 campos al azar y mas de 17.000 células a lo largo de la gestacion.

En yeguas prefiadas del primer tercio de la gestacion, encontramos que las células
especializadas del trofoblasto correspondientes a la cintura coridnica, presentaron casi la
totalidad de las células en estado proliferativo (97,44%). Con respecto a las células
mononucleadas y binucleadas de las copas endometriales ya maduras, hallamos una
manifiesta disminucion en el porcentaje de marcacion con PCNA (25,83%). Se observo
también inmunomarcacion nuclear de los linfocitos y del estroma presentes en la base de las

copas endometriales.

En relacion a las células del epitelio luminal del endometrio, las pruebas estadisticas
revelaron diferencias significativas entre los trimestres (p=0,0339). El test a posteriori
reveld una reduccion significativa del IPr (indice de proliferacion) en el segundo y tercer
trimestre, en comparacion al primero (Fig.58). A nivel descriptivo se observo que la base de
los surcos endometriales que se forman en la prefiez temprana (£ 39-42 dias) se encuentran
en avanzado estado proliferativo. En este estadio también se visualizaron nticleos positivos

a PCNA en las células del miometrio.
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El ANOVA realizado para las glandulas endometriales arrojo diferencias estadisticamente
significativas en el IPr entre los trimestres de la gestacion analizados (p=0,0272). El analisis
post hoc reveld una disminucion significativa del IPr en el tercer y segundo trimestre, en
relacion al primer tercio gestacional (Fig.59). Fue interesante observar que en el estadio +
39-42 dias de gestacion, las glandulas endometriales que se encontraban en el estrato
compacto del endometrio presentaron proliferacion celular, en cambio las células de las
porciones glandulares presentes en el estrato esponjoso presentaron muy pocos nucleos

positivos a PCNA.

En cuanto a la deteccion de células trofoblasticas con fragmentacion del ADN, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los trimestres estudiados
(p=0,0261). El test a posteriori reveld un incremento significativo del IPr en el primer
trimestre, en relacion al segundo y tercer tercio gestacional, mientras que estos ultimos no

mostraron diferencias entre ellos (Fig.60).

Fig.58: Variacion del IPr en las células del epitelio luminal del endometrio durante los tercios
gestacionales en la prefiez equina. Las barras representan las medias de los porcentajes de IPr + SD. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).
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Fig.59: Variacion del IPr en las células del epitelio glandular del endometrio a lo largo de la prefiez
equina. Las barras representan las medias de los porcentajes de IPr +£ SD. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

Fig.60: IPr en las células del epitelio trofoblastico en los distintos tercios gestacionales de yeguas
mestizas. Las barras representan las medias de los porcentajes de IPr + SD. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).
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Fig.61: Inmunolocalizacion del antigeno nuclear de proliferacion celular a lo largo de la placentacion
normal en yeguas mestizas (A: 100x; B, D y E: 400x; C, F, G y H: 1000x). Los nucleos positivos a
PCNA se encuentran inmunomarcados de color marrén (flecha). A y B: £+ 39-42 dias; C y D: £ 55-65
dias; E: = 180-210 dias; F: = 120-150 dias; G y H: + 240 dias de prefiez. VCA: vellosidad
corioalantoidea; EU: epitelio uterino; ETr: epitelio trofoblastico, ETP: epitelio trofoblastico
pseudoestratificado; GE: glandulas endometriales; EE: estroma alantoideo; CC: cintura corionica; CE:
copa endometrial; CMN: células trofoblasticas mononucleadas; CBN: células trofoblasticas
binucleadas; VSF: vaso sanguineo fetal.
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5.12 Determinacion de apoptosis placentaria

A través de la técnica inmunohistoquimica se detectd Caspasa-3 en el citoplasma de las
células de la interfase materno-fetal en todos los trimestres de la gestacion analizados y en
el citoplasma de las células trofoblasticas especializadas del alantocorion invasivo durante

el primer tercio de la gestacion (Fig.63).

El primer tercio de prefiez se caracterizo por una inmunomarcacion citoplasmatica moderada
a intensa en la region apical de las células fetales de la membrana coriovitelina y a medida

que avanzan los dias de prefiez, en las células trofoblésticas de la membrana corioalantoidea.

En el componente materno, encontramos una inmunolocalizacién leve a moderada del
epitelio luminal del endometrio, asi como una marcacién variable del epitelio de las

glandulas endometriales (Fig.64 A y B).

Con respecto a las células trofoblasticas especializadas del alantocorion invasivo se
analizaron mas de 1000 células a lo largo de este periodo encontrando que las células de la
cintura coridnica presentes en las muestras tuvieron un promedio de 30,87% de células

positivas a Cas-3 entre las células viables.

El nimero de las células inmunomarcadas positivamente a Cas-3 en las células de la cintura
coridnica fue menor que el hallado en las células de la copa endometrial joven, en estas
células se observo un patron variable de marcacion de moderada a intensa y se encontrd un
48,42% de células apoptoticas. Las glandulas endometriales findicas y tortuosas presentes
en las copas endometriales, presentaron un 64,22% de células en avanzado grado de muerte

celular programada.

A nivel descriptivo, en el segundo y tercer trimestre de gestacion continuo el patron de
intensidad de marcacion en el componente fetal, siendo en algunas zonas leve a moderado.
Sin embargo, se observo una disminucion en la intensidad de inmunoreaccion contra Cas-3
en el componente materno (Fig.64 C), evidenciandose en ciertas zonas nula y en otras areas
leve. El epitelio de las glandulas endometriales presentd una marcaciéon moderada a intensa

en ciertas células y otras correspondientes a la misma glandula fueron totalmente negativas.

El ANOVA vy el test DGC, realizado para comparar HSCORE de la inmunohistoquimica
para Cas-3 de cada periodo estudiado, mostr6 diferencias estadisticamente significativas (p<
0,0001) entre los diferentes tiempos gestacionales. Hubo un aumento en los valores de

HSCORE de Cas-3 en el primer tercio de gestacion en comparaciéon con el segundo y tercer
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trimestre de prefiez, en el cual no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(Fig.62).

Fig.62: HSCORE de la intensidad de marcacion de la inmunohistoquimica para Cas-3 en placentas de
yeguas mestizas. Las barras representan las medias del HSCORE de cada trimestre gestacional + EE.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) versus el primer trimestre.

Fig.63: Determinacion de apoptosis en las células especializadas trofoblasticas de yeguas mestizas
mediante un ensayo inmunohistoquimico de CASPASA-3 (B: 400x; AyC: 1000x). Se observa una
inmunomarcacion marron en el citoplasma de las células positivas a Cas-3. A: + 25-30 dias; B: = 39-
42 dias; C: + 55-65 dias. cAP: células apoptoticas; EU: epitelio uterino; ETr: epitelio trofoblastico;
CC: cintura coridnica; CMN: células trofoblasticas mononucleadas; CBN: células trofoblasticas
binucleadas.
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Fig.64: Determinacion de apoptosis en placentas de yeguas mestizas mediante un ensayo
inmunohistoquimico de CASPASA-3 (A, B y C:400x). Se observa una inmunomarcacion marrén en el
citoplasma de las células positivas a Cas-3. A: + 25-30 dias; B: + 55-65 dias; C: + 240-270 dias. cAP:
células apoptéticas; EU: epitelio uterino; ETr: epitelio trofobléstico; VCA: vellosidad corioalantoidea;
GE: glandulas endometriales.

5.13 Morfometria de los vasos sanguineos

La lectinhistoquimica y la metodologia de medicion empleada nos permitieron visualizar y

mensurar correctamente los vasos sanguineos del tejido placentario.

Se midio el area y perimetro de un total de 6431 capilares sanguineos de la interfase materno-
fetal, 2429 correspondientes al primer tercio de prefiez, 2149 del segundo tercio y 1853 del
tercer periodo gestacional, las estadisticas no arrojaron diferencias estadisticamente
significativas en relacion al nimero de capilares sanguineos en la interfase materno fetal en

los diferentes periodos gestacionales estudiados (Tabla VI).

Al cumplirse los supuestos de normalidad de los residuos y homogeneidad de la varianza, se
realiz6 un ANOVA para comparar el area y el perimetro como medida del tamaio capilar

relacionando los diferentes tiempos gestacionales.
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Tabla VI: Numero de vasos sanguineos de la interfase materno-fetal a lo largo de la
prefiez equina. Los datos estan expresados como medias + EE (P= 0,0930).

En relacion al area de los vasos sanguineos placentarios, las pruebas estadisticas revelaron
diferencias significativas entre los trimestres (p= 0,0212). El test a posteriori DGC revelo
un aumento significativo del area vascular en el segundo y tercer trimestre, en comparacion

al primero (Fig.65).

El ANOVA realizado para el perimetro vascular arrojo diferencias estadisticamente
significativas entre los trimestres de la gestacion analizados (p= 0,0336). Se encontrd un
aumento significativo del perimetro de los capilares en el segundo y tercer trimestre, en

comparacion al primer tercio gestacional (Fig.66).

Fig. 65: Area de los vasos sanguineos de la interfase materno-fetal a lo largo de la prefiez equina. Las
barras representan las medias del area vascular de cada trimestre gestacional + EE. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) versus el primer trimestre.
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Fig. 66: Variacion del perimetro de los vasos sanguineos a lo largo de la prefiez equina. Las barras
representan las medias del perimetro vascular de cada trimestre gestacional + EE. Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) versus el primer trimestre.

A continuacion, se muestran imagenes de microscopia optica de cada periodo gestacional
estudiado previo a la determinacion del area vascular placentaria y luego de la misma a través

del software AxioVision (Fig.67, 68 y 69).

Fig. 67: Lectinhistoquimica de placenta equina de + 25-30 dias de prefiez. Se observa la membrana
coriovitelina y vasos sanguineos fetales de diferentes calibres en el mesénquima fetal. La figura (b) muestra
las medidas del area vascular. (A, B: 1000x). MCV: membrana coriovitelina; VSF: vaso sanguineo fetal.
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Fig. 68: Lectinhistoquimica de tejido placentario equino de + 150-180 dias de gestacion (A, B: 1000x).
La figura (a) muestra la imagen tomada antes de la medicion del area vascular. En la imagen (b) se
observa la medicion de 4rea correspondiente a cada uno de los vasos sanguineos presentes en el campo.
VCA: vellosidad corioalantoidea; VSF: vasos sanguineos fetales.

Fig. 69: Microscopia oOptica de placenta equina de + 300 dias de gestacion tefiida mediante
lectinhistoquimica (A, B: 1000x). En la figura (a) se observa las vellosidades corioalantoideas del
microcotiledon cortadas trasversalmente y vasos sanguineos placentarios. Medicion morfométrica del
area de vasos sanguineos (b). VCA: vellosidad corioalantoidea; VSF: vasos sanguineos fetales.
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DISCUSION
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En la especie equina, la duracion de la gestacion se considera extensa y el proceso de
placentacion es gradual. El desarrollo embrionario y fetal depende de una amplia variedad
de adaptaciones a lo largo de todo el periodo gestacional. Es por ello, que una placenta
microcotiledonaria sana unida a un endometrio saludable y completamente funcional es un
prerrequisito para una prefiez exitosa en la yegua (Steven y Samuel 1975). A su vez,
profundizar sobre la estructura histologica de la placenta en desarrollo a lo largo de la
gestacion equina normal, aporta los conocimientos basicos para comprender como ciertas
patologias afectan el tejido placentario, cuya integridad es vital para llevar a buen término

la prefiez y por consiguiente aumentar la produccion equina.

En relacion a la toma de muestra de placentas en yeguas, cabe destacar que en este trabajo
se realizo previamente una técnica de perfusion de pequeio circuito, inyectando el fijador
especificamente a través del sistema circulatorio de los tractos reproductivos prefiados. El
método de fijacion por perfusion es mucho maés efectivo que el de inmersion ya que la
solucion fijadora llega rapidamente a escasa distancia de todas las células de la estructura
perfundida. Por tanto, la velocidad de penetracion del fijador no es una condicion limitante.
Esta técnica fue recomendada y utilizada previamente por Allen et al., (2017, 2009) para
realizar un proceso de fijacion mas eficiente y reducir el grado de alteraciones que pudieran

producirse sobre la interfase materno-fetal al procesar las placentas.

Para determinar la edad gestacional aproximada se realizo el andlisis de caracteristicas
biométricas placentarias, fetales y endometriales, tomando como referencia las tablas de
Ginther et al., (1992). A partir del andlisis de estos pardmetros en los periodos muestreados,
se observaron vesiculas embrionarias y fetos alojados en las membranas extraembrionarias
con las caracteristicas fenotipicas acordes a la edad gestacional estudiada, coincidiendo con
lo reportado por Franciolli et al., (2011). Sin embargo, en relacion a los parametros
biométricos fetales se encontraron algunas diferencias que podrian deberse a la variabilidad

de las razas equinas analizadas.

En relacion al estudio estructural de las copas endometriales en el periodo temprano de la
gestacion, se observd que estan compuestas por células trofoblasticas gigantes algunas
binucleadas grandes y redondeadas de apariencia poliédrica y otras células gigantes
mononucleadas. Estas células fetales se encuentran inmersas en el estroma endometrial e
intercaladas entre vasos sanguineos, vacuolas lipidicas y numerosas glandulas endometriales

que contienen en su lumen una secrecion proteica acidéfila. En la base y periferia de la copa
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se encontraron acumulos de leucocitos maternos entre las glandulas endometriales. Esta
descripcion estd en concordancia con lo hallado por Allen et al., (2011, 2009) quienes
encontraron que, histologicamente, cada copa endometrial consiste en una masa densa de
grandes células binucleadas y epiteloides intercaladas con vasos sanguineos ocasionales y
porciones dilatadas fundicas de las glandulas endometriales. Después del dia 70, las copas
comienzan a degenerarse debido a la muerte y descamacion celular en la depresion central
de la superficie luminal, combinado con el comienzo de la infiltracion y acumulo de
leucocitos. Finalmente, entre los dias 100 y 120, en la mayoria de las yeguas, las copas
necroéticas se encuentran libres en el lumen uterino y se introducen en el alantocorion para
formar un saco péndulo conocido como bolsa alantocoridnica (Clegg et al., 1954).
Concordando con estos autores, en nuestro trabajo observamos que las copas
correspondientes a los + 100-120 dias de gestacion, evidenciaron un notable dafio y
degeneramiento celular y una considerable cantidad de linfocitos infiltrados comparados con

los periodos analizados anteriormente (+ 55-65 dias de prefiez).

Con respecto a la morfologia macroscépica de las copas endometriales, se encontrd que
comprenden un circulo o herradura de protuberancias endometriales alrededor del concepto,
a lo largo de las paredes lateral y medial del cuerno uterino gravido, concordando con lo

hallado por Schauder (1912), Ginther (1998) y Allen (2009, 1975) en estudios previos.

Se observé que al inicio de la prefiez (dia 40-42) las copas se visualizan como placas palidas
sobre el endometrio materno. Posteriormente, a los 55-65 dias de gestacion, estas placas se
tornan mas sobreelevadas, concavas y con una notable coloracion amarillenta sobre su
superficie. Llegando a los 100-120 dias aproximadamente, las copas se presentan de formas
irregulares, desprendidas en su mayor parte del endometrio y con una coloracion amarillenta
mas palida. Esta particularidad en la coloracion amarillenta de las copas, observadas en los
conceptus a partir de la mitad del primer tercio de prefiez, se deberia a la secrecion exocrina
de eCG por parte de las células trofoblasticas, las cuales manifiestan su pico maximo de
secrecion entre los 60 y 75 dias post-concepcion. Estos resultados coinciden con Wooding
et al., (2008) quienes reportaron que, en este periodo de la gestacion, las gldndulas uterinas
en la copa producen una cantidad considerable de secrecion glandular, que contiene eCG
secretada solo por las células de la copa y que sorprendentemente esto no llega a la
circulacion fetal. Esto fue corroborado mediante la inmunolocalizacion de la eCG mediante
técnicas de inmunohistoquimica. En este trabajo, los ntcleos y nucléolos de las CMN y CBN

no evidenciaron inmunomarcacion al igual que el epitelio glandular. Esto se deberia a que
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las células trofoblasticas son las unicas encargadas de secretar la eCG (Gospodorowicz,

1972).

Allen y Moor (1972) realizaron cultivos de células de la cintura corionica recuperadas a los
35 dias post-concepcion durante 50 dias, demostrando que las células son muy grandes,
caracteristicamente binucleadas y su citoplasma acumula numerosas gotas de lipidos que
dan una apariencia punteada en microscopia Optica. Esto podria explicar el patréon de
marcacion granular encontrado en el citoplasma de las CMN y CBN en esta tesis, a través
de la técnica de inmunohistoquimica. También se encontrd que el citoplasma de las células
especializadas se inmunomarcé intensamente (+++) en algunas células y en otras su
marcacion fue moderada (++) a débil (+). Esto podria deberse a la mayor actividad biologica
de algunas células en secretar la eCG a lo largo de la vida util de las copas endometriales.
Se sabe que la cantidad de eCG producida depende del tamafio de la copa endometrial y esta
determinada por el nimero de células binucleadas que migran de la cintura coridnica entre
los dias 36 a 40 de la prefiez, dependiendo esto tltimo del genotipo del conceptus. Estudios
realizados por Allen y sus colaboradores a principios de los afios 80, concluyeron que hay
grandes diferencias en el tamaio, la productividad y la vida util de las copas endometriales
entre las yeguas que llevan prefieces de caballo en comparacion con prefieces de mula,
desarrollandose en este Gltimo caso (hibrido) copas mas pequefias, de corta duracion y por

consiguiente con menor produccion de eCG.

La morfologia microscopica de la placenta equina en diferentes edades gestacionales ha sido
descripta por medio de distintas técnicas de microscopia (Allen et al., 2009; Abd-Elnaeim
et al., 2003; Macdonald et al., 2000; Bracher et al., 1996; Steven y Samuel, 1975; Samuel
et al., 1974 y 1975). Sin embargo, hasta el momento no se ha realizado un analisis que
abarque desde la fase inicial hasta el periodo anterior al parto. Samuel et al., (1974)
evaluaron el desarrollo de los microcotiledones hasta el dia 150 de gestacion en razas Welsh
Mountain Pony. En este estudio, se describieron las caracteristicas histoldgicas de placentas
equinas de tres tercios gestacionales pertenecientes a yeguas mestizas de la region central de
Argentina. Este tdpico resulta importante ya que en la industria de la transferencia
embrionaria (sobre todo del equino de polo) se utilizan, mayormente, yeguas mestizas como
receptoras de embriones debido a la amplia oferta y el bajo coste del animal comparado con
un caballo pura raza. A su vez, existen pocas investigaciones acerca de las diferencias en la
estructura y la funcidn placentaria entre las razas a lo largo de la gestacion. Robles et al.,

(2018) investigaron el tamafio, la estructura y la funcion de la placenta equina al nacimiento
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en relacion con el tamaiio y el peso del potrillo en caballos de silla, tiro y ponis, concluyendo
que la estructura de la placenta difiere entre las razas, con una marcada diferencia entre los
ponis y las dos razas de caballos. Sin embargo, en dicho estudio solo trabajaron con placentas
de yeguas y ponis paridas. En nuestro trabajo, hallamos que en la gestacion temprana de la
yegua el epitelio luminal del endometrio se encuentra formado por células cubicas o
cilindricas bajas, con formacién de pliegues endometriales poco profundos y abundantes
glandulas en la superficie apical del endometrio materno, las cuales estan revestidas de
epitelio cubico simple. Estas glandulas contienen considerable secrecion exdcrina en su
lumen correspondiendo al histotréfo (“leche uterina”). Estos hallazgos coinciden con las
investigaciones realizadas por Allen y Wilsher (2009) sobre la prefiez temprana de la yegua,
donde reportaron que la secrecion de las glandulas endometriales se acumula en las regiones
apicales de las mismas y su exudado es tomado por las células trofoblasticas adyacentes para
nutrir al embrién en desarrollo. También observaron que los epitelios coridnico y
endometrial se encuentran estrechamente adosados, pero no unidos fisicamente, tal como se

observo en los cortes histologicos del presente trabajo.

A medida que avanza la gestacion, se van formando surcos endometriales mas profundos
que se corresponden fisicamente con las proyecciones coridnicas desarrolladas del lado fetal.
A partir del dia 60 aproximadamente, estas vellosidades alantocoridnicas primarias y sus
surcos endometriales comienzan a elongarse extensivamente haciéndose mas largas y
profundas (Allen y Wilsher 2009). El proceso de plegamiento contintia formando
vellosidades secundarias y terciarias hasta que se desarrolla el microcotiledon
multiramificado alrededor del dia 140 (Bracher ef al., 1996). En este trabajo, se observo en
los cortes histoldgicos analizados la formacién de microcotiledones desde el dia 100 hasta

el dia 240 de gestacion, coincidiendo con lo reportado por estos autores.

En el ultimo tercio de gestacion observamos, por medio de la tincion diferencial TM, que
los microcotiledones multiramificados se envuelven por una cépsula de tejido conectivo
denso del lado materno, limitando el espacio en el que las vellosidades fetales pueden
expandirse. Esto concuerda con lo que describieron, mediante microscopia electronica de
barrido, Samuel ef al., (1974). En este periodo tardio de la gestacion, observamos también
entre los microcotiledones a las areolas bien diferenciadas y recubiertas de epitelio
trofoblastico pseudoestratificado. Esto podria deberse a una modificacion estructural y

funcional de las células para absorber el histotr6fo acumulado y transportarlo a los vasos
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sanguineos alantéideos a través de la extensa red capilar en cada vellosidad coridnica

(Amoroso, 1952; Allen, 2011).

El esqueleto vascular de las vellosidades fetales, estd formado por capilares con diametros
variables que en conjunto constituyen redes ampliamente vascularizadas (Abd-Elnaeim et
al., 20006). En este aspecto, es interesante sefialar que en los periodos correspondientes a los
+ 100-120, = 180-210 y + 300 dias de gestacion, la capa de células corionicas de las
vellosidades se hallaba aparentemente mas delgada, permitiendo el reconocimiento de la
estructura vascular. Se observaron abundantes capilares inmersos en el escaso tejido
conectivo que los sostiene, inmediatamente debajo de los epitelios coridnico y endometrial.
De manera adicional, la técnica de MOAR y TEM permitio observar con mayor detalle esta
extensa red capilar dentro de las vellosidades. Estos capilares aumentan la superficie de
intercambio hemotrdfico en la interfase materno-fetal tal como lo describié Abd-Elnaeim et

al., (2006), a través de la microscopia electronica de barrido.

Se destaca la pequefia distancia que separa el epitelio trofoblastico de los vasos sanguineos
subepiteliales, concordando con lo expresado por Samuel et al., 1974 quienes evaluaron el
desarrollo de los microcotiledones hasta el dia 150 de gestacion en razas Welsh Mountain
Pony y encontraron que a medida que se van formando los microcotiledones, las ldminas
basales de los capilares y el epitelio se fusionan para formar una sola estructura. Al mismo
tiempo, los capilares maternos se encuentran mas cerca del epitelio uterino, aunque todavia

estan separados por una capa delgada de fibras de colageno.

La presencia de capilares subepiteliales invaginados y fusionados a la region basal de las
células del trofoblasto equino, reduce considerablemente la distancia que hay entre los
capilares fetales y maternos, disminuyendo a su vez la distancia de difusion entre la sangre
fetal y materna. Con respecto a esto, Cristofolini et al., (2018), encontraron una cercana
ubicacion de los capilares subepiteliales a la interface materno-fetal a medida que progresa
la prefiez en cerdas de razas mestizas por medio de MOAR y TEM, como asi también,
hallaron una disminucion en la distancia de difusion hemotrofica a medida que avanza la
prefiez por medio de estudios morfométricos. Estos hallazgos son importantes e
indispensables dado el tipo de placentacion epiteliocorial, en la que no hay contacto directo

entre sangre fetal y materna y coincide con lo hallado en nuestro trabajo.

Se han realizado diversos estudios, a través de las técnicas de microscopia electronica de

barrido para mostrar detalles ultraestructurales de superficie como la formacion, progresion
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microcotiledonaria y los cambios adaptativos que sufre la superficie endometrial con el
avance de la gestacion en equinos (Macdonald et al., 2000; Souza et al., 2014; Camozzato
et al., 2019). Sin embargo, a nuestro conocimiento y con excepciones de trabajos muy
antiguos (Amoroso et al., 1958; Samuel et al., 1974, 1975), no hay estudios de la
ultraestructura celular por medio de la técnica de microscopia electronica de transmision

realizadas a lo largo de la gestacion en equinos (Carter ef al., 2016).

En nuestro trabajo demostramos la presencia de microvellosidades emergiendo desde la
superficie apical tanto de las células del epitelio endometrial como en las células
trofoblasticas, lo que evidenciaria las interdigitaciones estrechas que se produce entre el
epitelio materno y fetal. Estas microvellosidades tienen la finalidad de aumentar el 4rea de
intercambio entre ambos epitelios, esto concuerda con lo hallado por Cristofolini et al.,

(2018) en interface materno-fetal de cerdas mestizas.

Coincidiendo con otros autores (Samuel et al., 1976; Wooding y Burton, 2008), observamos
la presencia de células maternas y fetales caracterizadas por un ntiicleo redondo con nucléolos
bien definidos, algunos se muestran activos y otros en proceso de apoptosis, debido a que se
encontraron numerosos cuerpos apoptoticos en las células correspondientes a la etapa
intermedia de la gestacion. También se hallaron organoides celulares, entre los que se
destacaron numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, sobre todo a
los = 150-180 dias de gestacion se descubrio abundante reticulo endopldsmico rugoso, lo
que indicaria una gran actividad sintética de proteinas por parte de las células fetales hacia

el final de la gestacion.

En este mismo estadio, se observaron vesiculas electrolucidas en la region apical del
citoplasma de las células fetales, lo que difiere de lo hallado por Samuel ef al., 1976 que
encontraron un incremento de cuerpos electrodensos a partir del dia 180 de prefiez a término
en yeguas y con lo encontrado por Cristofolini et al., (2018) en el periodo temprano de la
prefiez en cerdas. Estas vesiculas reflejarian una gran actividad pinocitica por parte de las
células fetales indicando que, en el periodo temprano y medio de la gestacion, las células del
trofoblasto se involucran en la captacion de liquido del espacio estrecho que separa las
microvellosidades fetales y maternas. En contraposicion, en el estadio de + 55-65 dias se
observaron vesiculas electrodensas en las células del epitelio materno, coincidiendo con

estos autores.
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A lo largo de toda la gestacion, fue posible visualizar la comunicacion intercelular entre las
células epiteliales adyacentes del epitelio luminal del endometrio y del trofoblasto, las cuales
se producen por el desarrollo de interdigitaciones en la membrana plasmatica y de uniones
celulares estrechas. Estas uniones son indispensables para mantener la estructura de los

epitelios de la interfase materno-fetal.

Fue interesante hallar una sustancia apoyada sobre la region apical de una célula
correspondiente al epitelio trofobléstico, lo que posiblemente seria una gota de histotréfo,
Souza et al., (2014) hallaron gotas de histotr6fo sobre la superficie de células endometriales
secretoras planas y protruidas en yeguas mestizas en el periodo comprendido entre los 21-
149 dias de gestacion por medio de microscopia electronica de barrido (SEM), en tanto en
un estudio reciente Camozzato et al., (2019), por medio de la mencionada técnica,
encontraron a los 13 dias de gestacion gotas de histotréfo en la superficie endometrial en
yeguas mestizas tipo criollas, estos resultados evidenciaria la funcionalidad de las células
fetales en absorber la leche uterina proveniente de las glandulas endometriales a lo largo de

la gestacion.

La vasculogénesis en la gestacion temprana, seguida de angiogénesis a medida que avanza
la prefiez, da lugar a las redes capilares maternas y fetales extensas e interramificadas en la
interfaz placentaria y es claramente una parte fundamental del desarrollo placentario en
todos los mamiferos eutherianos (Amoroso 1952; Steven 1982). Los principales reguladores
del proceso de angiogénesis, son el factor de crecimiento endotelial vascular con sus
receptores Flt-1 y Flk-1 y la familia de las angiopoyetinas con sus receptores Tie-1 y Tie-2

(Espinosa, 2011).

El VEGF es un regulador clave en el crecimiento de los vasos sanguineos e induce cambios
en la permeabilidad vascular y crecimiento de células endoteliales a través de la union a su
receptor Flk-1. La estimulacion de Tie-2 por Ang-2 produce un efecto desestabilizador de
los vasos que los deja en un estado de plasticidad. Cuando VEGF se une a Flk-1, el complejo
Ang-2/Tie-2 se convierte en un factor proangiogénico que conduce a la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos (Wang y Lash, 2017; Otzen et al., 2016). No hay estudios sobre la
expresion de angiopoyetinas y su receptor Tie-2 en la interfase materno-fetal a lo largo de la
gestacion equina y con solo unas pocas excepciones con respecto a VEGF (Allen et al., 2007,
Silva et al., 2011), se sabe poco sobre la ocurrencia y relevancia de este factor vasculogénico

y sus receptores en placentas de yeguas.
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Con respecto a la deteccion de VEGF por medio de inmunohistoquimica en placenta de
yeguas mestizas, en este trabajo hallamos que el primer tercio de gestacion se caracteriza
por una inmunomarcaciéon moderada a intensa del epitelio luminal y glandular del
endometrio, como asi también, detectamos una variabilidad en la tincion de los endotelios
fetales y maternos, que se marcaron débilmente; estos resultados disciernen con los hallados
por Allen et al.,(2007) que encontrd una mayor inmunomarcacion en los endotelios de los
vasos sanguineos y una menor intensidad de inmunomarca en el epitelio luminal del
endometrio, en cambio, coincide la inmunomarca correspondiente a las glandulas

endometriales.

Nuestro hallazgo de la inmunoreactividad de Ang-2 localizada en placenta de yegua en el
primer tercio de prefiez coincide con la inmunomarca moderada a intensa de VEGF en el
epitelio luminal y glandular del endometrio. Ademas, detectamos una marcacion moderada
de Ang-2 en los endotelios de los capilares de la interfase materno-fetal en la etapa temprana
de prefiez equina, lo que sugiere que las angiopoyetinas podrian actuar de manera autocrina
sobre estas células, promoviendo la angiogénesis al funcionar en sinergismo con el VEGF
segun los estudios realizados en el primer trimestre en placenta humana (Dunk et al.; 2000;

Seval et al.;2008).

En relacion a la determinacion de VEGF en el segundo y tercer periodo de prefiez, hallamos
que continuo el patron de marcacion en el componente materno, pero hubo un aumento con
respecto al primer tercio de prefiez en las células fetales. Cabe destacar que se encontrd una
inmunomarcacion intensa de las células del epitelio trofoblastico pseudoestratificado, y su
contraparte las del epitelio luminal del endometrio en la region areolar intercotiledonaria,
estos resultados concuerdan con la inmunomarcacion de angiopoyetina 2 en el mismo
periodo. De acuerdo con esto, en el cerdo, con su placenta alantocoridnica no invasiva
similar al equino (Wooding y Burton, 2008; Charnock-Jones et al. 2004; Dantzer y Winther
2001), se ha descrito una red vascular mas densa para la areola materna, que se supone que
facilita la transferencia de sustancias y la actividad secretora por las glandulas (Leiser y
Dantzer 1994), lo que se respalda en nuestro estudio e indicaria que las células trofoblasticas
presentan una amplia red vascular para cumplir con la funcion de absorber el histotréfo y asi
favorecer el desarrollo del feto equino. También encontramos una inmunomarcacion
moderada de VEGF y Ang- 2 en células musculares lisas del miometrio y en el estroma

endometrial y alantoideo, lo que concuerda con lo informado por Charnock-Jones et al.,
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(2001) y Sanchis et al., (2015) quienes estudiaron el factor de crecimiento endotelio vascular

en cerdas.

De los 3 anticuerpos monoclonales utilizados en este estudio, generados en raton
inmunizados con preparaciones de Tie-2, Flt-1 y Flk-1 de origen humano, solo Flk-1 y Tie-
2 mostraron una marcacion citoplasmatica fuerte y precisa de los tejidos endometriales y
placentarios en yeguas mestizas. Estos resultados coinciden en parte, con lo reportado por
Allen et al., (2007) y Silva et al., (2011), donde encontraron una probable homologia entre
las formas humanas y equinas de los receptores del VEGF. Sin embargo, difiriendo de estos
trabajos, en nuestro estudio el anticuerpo monoclonal de raton producido contra los
aminoacidos 23-247 de Flt-1 de origen humano, no evidencio inmunomarcaciéon en los
tejidos de yeguas prefiadas, pudiendo inferir que el anticuerpo monoclonal Flt-1 (D-2 Cat
#sc-271789) de Santa Cruz Biotechnology Inc. USA no funciona para la realizacién de

inmunohistoquimica convencional en tejido placentario y endometrial equino.

Con respecto al anticuerpo policlonal de conejo inmunizado con Tie-2 de ratdn, ha sido
demostrada su funcionalidad en endometrio, ovario y tumores ovaricos equinos (Otzen et
al., 2016; Miiller et al., 2012, 2009), sin embargo, nuestro trabajo fue el primero en utilizar
un anticuerpo monoclonal generado contra epitopes Tie-2 de origen humano sobre placenta
y endometrio equino, pudiendo confirmar su funcionalidad. Este resultado acentta la
evidencia de la homologia que hay entre las formas humanas y equinas de estos receptores

vasculogénicos.

En este ensayo encontramos que VEGF ejecutaria su accién angiogénica a través del receptor
Flk-1 durante la gestacion temprana, ya que se expresdé con una marcacion moderada a
intensa en las células de la interfase materno-fetal como también en los endotelios de los
vasos sanguineos maternos y fetales durante el primer trimestre de la gestacion. Esto podria
deberse a que el factor de crecimiento secretado por las células trofoblasticas actuaria en
forma paracrina sobre las células endoteliales para mediar el crecimiento de los vasos

sanguineos, como se ha descrito en placentas de ovejas (Bogic et al., 2000).

Ferrara y colaboradores (2004) indicaron que la accion de VEGF es mediada
preferentemente por VEGF-R2 (Flk-1). Los estrogenos también inducen indirectamente la
expresion de VEGFR-2 a través de la produccion de VEGF (Allen, 2011; Herve et al., 2006;
Losordo e Isner 2001). En un estudio realizado en endometrio equino tanto de yeguas ciclicas

como prefiadas antes de los 21 dias de prefiez, se ha observado que los niveles de ARNm de
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Flt-1 no difieren entre los estados reproductivos estudiados y su deteccion fue solo posible
después de mas de 30 ciclos de amplificacion, sugiriendo muy baja expresion en esta etapa
(Silva et al., 2011), justo en el momento en que el embrion equino libera cantidades
apreciables de estrogenos (Klein, 2016). Esto sugiere que la fuerte expresion de Flk-1 sobre
el epitelio luminal del endometrio encontrada en nuestro estudio, junto con la intensa
inmunomarca del VEGF podria confirmar la evidencia de los estrégenos producidos por el

embridn en desarrollo.

Nuestros resultados, difieren de los hallados por Sanchis et al., (2015) en placentas de cerdas
mestizas, quienes demostraron que en la gestacion temprana y a término, VEGF actuaria
principalmente via el receptor Flt-1, mientras que a mediados de la prefiez ejerceria su accion
fundamentalmente a través de Flk-1, ya que la ausencia de inmunoexpresion del VEGF-R1
en este periodo (60 dias de prefiez) indica que VEGF actuaria exclusivamente via VEGF-R2
en los epitelios que conforman la interfase materno-fetal, en tejido conectivo y en miometrio

de cerdas.

Los efectos biologicos de las angiopoyetinas dependen de las concentraciones de VEGF en
los tejidos que tienen receptores de angiopoyetinas (Wang y Lash, 2017), cuando Ang-2 se
une al receptor Tie-2 lo bloquea para la unién con Ang-1, este complejo da como resultado
apoptosis de células endoteliales, regresion de vasos y, finalmente, pérdida de estructuras
vasculares. Sin embargo, la desintegracion de la pared vascular dependiente de Ang-2
permite un acceso mas facil del VEGF al endotelio vascular y por lo tanto a su receptor Flk-
1, permitiendo que las células endoteliales se activen para migrar y proliferar, produciendo
nuevos vasos sanguineos. Nuestro hallazgo de la inmunoreactividad de Tie-2 localizado en
placenta de yegua en el primer tercio de prefiez coincide con la inmunomarca moderada a
intensa de VEGF y su receptor en epitelio luminal, glandulas endometriales y endotelios de

los vasos sanguineos en la interfase materno-fetal.

Estos resultados concuerdan con los hallados por Fiorimanti et al., 2018 en cerdas mestizas
y apoyan lo descrito por la bibliografia (Cristofolini et al., 2018; Seval et al.;2008;
Charnock-Jones et al., 2001; Bogic et al., 2000) remarcando la importancia del complejo
VEGF-Ang para lograr una correcta angiogénesis en la etapa temprana de la prefiez.
Ademas, la presencia de Tie-2 en el trofoblasto y el epitelio luminal del endometrio indica

que las angiopoyetinas tienen un importante papel en la formacion de los tejidos de la
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interfase materno-fetal en yeguas, este hallazgo fue semejante a los presentados en cerdas

por Fiorimanti ef al. en 2018.

Con respecto a la deteccion de los factores angiogénicos y sus receptores en las células
especializadas del trofoblasto invasivo del alantocorion, encontramos diferencias en el
patron de marcacidon en angiopoyetinas con respecto a la inmunomarcaciéon que reveld
VEGF; para este factor las células de la cintura corionica presentes en el estadio de &+ 39-42
dias de prefiez se inmunomarcaron débilmente, en cambio, para Ang-2 fue intenso, esto
sugeriria que las células especializadas fetales en la etapa temprana de prefiez, responden
mejor al estimulo angiogénico que les brindan las angiopoyetinas, sin perder el estimulo por
parte del complejo Ang/VEGF. Flk-1 y Tie-2 mostraron un patrén de marcacion débil a
moderado en las células de la cintura coridnica presentes justo previo a la implantacion (+
39-42 dias de prefiez), concordando con lo hallado por Allen et al. (2007). La intensidad de
marcacion parecia incrementar en aquellas zonas donde las células especializadas habian
comenzado a invadir el endometrio y las que se estaban transformando en las tipicas células

gigantes binucleadas de las copas endometriales.

En lo que respecta a las células trofoblasticas gigantes binucleadas y mononucleadas de la
copa endometrial ya madura (+ 55-65 dias) variaron su marcacion de moderada a intensa, en
cambio VEGFR-2 no present6 inmunomarcacion. Esto podria deberse a que, en yeguas
mestizas durante esta etapa, VEGF probablemente actuaria por medio del receptor Flt-1.
Estos resultados son contrarios a los encontrados por Allen y sus colaboradores, quienes
describieron la presencia de VEGF, Flt-1 y Flk-1 en las copas endometriales y células
estromales hasta el dia 70 de gestacion. Sin embargo, los datos encontrados en nuestro
ensayo dan una idea del fuerte mecanismo angiogénico en las copas en desarrollo por parte
del complejo VEGF/Ang, sugiriendo que actian de manera autocrina para mediar el

crecimiento de la cintura coridnica y de las copas endometriales.

Las glandulas endometriales de la region apical de la copa se inmunomarcaron
moderadamente y las presentes en la base de la copa fueron negativas para VEGF
coincidiendo con lo reportado por Allen ef al.,(2007), quienes describieron que las glandulas
endometriales funcionales se inmunomarcaron intensamente para anti-VEGF y anti-Flt,
mientras que las glandulas endometriales dilatadas presentes en el estroma de la copa, que
representaban las porciones basales y fundicas de las glandulas y que tuvieron sus aberturas

apicales cerca del epitelio uterino destruyéndose durante la invasion endometrial alrededor
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de los dias 36-40 de prefiez, no se inmunomarcaron pero si para el anti-KDR. En relacion a
las angiopoyetinas se encontr6 también un patrén variable pero la intensidad de marcacion

fue menor que el encontrado para el factor de crecimiento endotelio vascular.

Esta fuerte actividad angiogénica y vasculogénica asociada a las copas en desarrollo, es
necesaria para iniciar la red de vasos sanguineos y linfaticos que se forman alrededor y en la
base de cada copa endometrial para transportar la hormona gonadotrofina coridénica equina
al torrente sanguineo materno. Esto coincide con el fuerte aumento de la produccion de
estrogenos ovaricos que se estimula por la accion de eCG secretada por las células de la copa
joven (Clegg et al.1954; Amoroso 1955; Daels et al. 1991) concordando con nuestros
hallazgos en donde las células especializadas del trofoblasto evidenciaron su funcionalidad
en producir eCG, al inmunomarcar intensamente contra anti-LH, anticuerpo utilizado para

marcar dicha hormona.

La ausencia de inmunomarcacion de los receptores pro-angiogénicos en las células
especializadas trofoblésticas y del epitelio glandular en las copas maduras, permite inferir
que, aunque estan presentes VEGF y Ang-2, estos factores no ejercerian accion angiogénica
en las células de las copas que estan proximas a necrosarse y en las cuales ya no hace falta
la vasta red capilar para transportar eCG al torrente sanguineo, puesto que la hormona
desaparece alrededor de los 120-150 dias de gestacion (Antczak et al., 2013). Esto lo
pudimos comprobar en nuestros estudios histoldgicos previos, donde las células
especializadas correspondientes a los £ 100-120 dias de gestacion evidenciaron un notable
dano y degeneramiento celular con un infiltrado linfocitico abundante en la base de las copas.
Ademas, hallamos una menor inmunomarca de la hormona gonadotrofina coridnica equina,

comparados con las copas endometriales jovenes.

Durante el segundo y tercer periodo de prefiez, encontramos que Ang-2 ejerceria su accion
via receptor Tie-2 hasta el dia 180 en endotelios fetales y hasta el dia 100-120 de gestacion
en endotelios maternos. En estos periodos a diferencia de lo hallado por Allen et al., (2007)
no encontramos presente el receptor Flk-1, esto nos daria la idea de que, en el periodo medio
y tardio de la gestacion equina, VEGF ejerceria la accion angiogénica sobre Flt-1, como

describid Sanchis ef al., 2015 para cerdas mestizas.

El aumento de la intensidad de marcacion de VEGF y Ang-2 durante la prefiez tardia, puede
reflejar condiciones de hipoxia tanto en los tejidos placentarios como en los endometriales a

medida que aumenta la demanda de oxigeno por el feto en rapido crecimiento, mientras que
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el crecimiento utero-placentario se esta desacelerando (Reynolds y Redmer 1995). Ademas,
las concentraciones muy altas de estrogenos secretados por el trofoblasto directamente sobre
el endometrio intimamente asociado, debido al aumento de las gonadas fetales durante la
segunda mitad del embarazo, también desempefian un papel en la regulacion positiva del
sistema VEGF/Ang-2 y sus receptores en las etapas finales de la prefiez (Allen, 2011;
Babischkin ef al. 2007; Wilsher y Allen 2003). El estrogeno es bien conocido por promover
la angiogénesis en el utero, tanto indirectamente a través de la estimulacion de la secrecion
de factores angiogénicos por las células endometriales (Albrecht et al., 2004, 2003) como
directamente a través de la mejora de la proliferacion y migracion de células endoteliales

(Losordo et al.,2001).

En esta tesis, la variabilidad y principalmente las bajas puntuaciones de inmunorreactividad
y/o la localizacion de las proteinas involucradas en la angiogénesis, que se encontraron en
los endotelios de los vasos sanguineos en el ultimo periodo de la gestacion, llevan a la
conclusion de que no hay nueva formacion de vasos durante las tltimas etapas de prefiez,
pronunciando la baja expresion de los factores vasculogénicos en vasos maduros
quiescentes. Conjuntamente, la permanencia de inmunomarcacion débil a moderada de Tie-
2 en los endotelios capilares, permite suponer que en este periodo actuaria Ang-1
promoviendo la remodelacion, maduraciéon y mantenimiento de los vasos sanguineos y
vasculatura linféatica, luego de la accion de VEGF, para complementar las ultimas etapas de
la angiogénesis durante las fases posteriores del desarrollo embrionario y postnatal (Eklund

y Saharinen, 2013), como lo postula Fiorimanti et al., (2018) en cerdas mestizas.

Nuestro trabajo fue el primero en evidenciar la localizacion temporo-espacial del sistema
Ang-2-Tie2 y Ang-2/VEGF en la placenta equina a lo largo de la gestacion. Estos factores
pro-angiogénicos y sus respectivos receptores ejercerian su accion en sinergismo y serian
una parte esencial de las vias de sefializacion celular paracrina y autocrina sobre las células
endoteliales de los capilares, favoreciendo su crecimiento y estrecha ubicacion hacia la
superficie epitelial, aumentando la capacidad de intercambio hemotréfico de la placenta.
Estos hallazgos se correlacionan con los pequefios capilares contiguos a la membrana basal
de las células trofoblasticas y epiteliales del endometrio en el segundo y tercer tercio de
prefiez, encontrados por medio de MOAR y TEM. Esto resulta sumamente necesario dado
el tipo de placentacion epiteliocorial equina, en la que no hay contacto directo entre sangre

fetal y materna.
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Se han desarrollado numerosos métodos morfométricos para investigar el patron de
desarrollo vascular a lo largo de la gestacion en placentas de animales domésticos, tales
como ovejas (Borowicz et al., 2007), cabras (Diaz et al., 2015), vacas (Vonnahme et. Al.,

2008) y cerdas (Cristofolini et al., 2018; Merkis et al., 2006).

Durante los periodos gestacionales estudiados y por accion de los factores de crecimiento
angiogénicos y proangiogénicos, la red vascular se fue modificando. En nuestro ensayo
histomorfométrico observamos que hay un aumento significativo del tamafio capilar a
medida que avanza la gestacion en placentas de yeguas mestizas. Cabe destacar la gran
cantidad de vasos sanguineos analizados durante toda la prefiez. Debido a que el nimero de
capilares analizados fue relativamente equilibrado, constante y las estadisticas no arrojaron
diferencias estadisticamente significativas entre cada tercio gestacional, el aumento del area
y perimetro vascular podria deberse a un aumento en el tamafio capilar mas que al numero

de capilares.

Estos hallazgos acuerdan con los observados en placentas de otras especies como ovinos y
humanos (Borowicz et al, 2007; Ramsey, 1982) y difieren en parte con lo hallado en caprinos
(Diaz et al., 2015). En este ultimo estudio, Diaz y colaboradores (2015) hallaron un aumento
significativo del area vascular en el dia 100 de la gestacion comparado con el dia 50, tanto
en el tejido caruncular como en el cotiledonario, siendo la densidad del area capilar (DAC)
caruncular mayor que la del cotiledon placentario a lo largo del periodo estudiado,
concluyendo que la DAC aumenta en la region caruncular debido al aumento en el tamafio

de los capilares y en la region cotiledonaria por el aumento en la densidad del numero capilar.

Debido a la naturaleza microcotiledonaria de la placenta equina, no se pudo diferenciar
correctamente los capilares fetales y maternos por medio de las técnicas histoquimicas, por

lo que la medicion morfométrica se hizo en base a la interfase materno-fetal.

Abd-Elnaeim y colaboradores (2006) hallaron mediante SEM en una yegua joven y sana a
los 309 dias de gestacion que la mayoria de los capilares encontrados, mediante la creacion
de moldes de corrosion vascular, se caracterizaron por zonas que contenian sinusoides
dilatados, lo que aumentaba el area de superficie para el intercambio materno-fetal, esto
podria explicar el aumento en el area y perimetro capilar en el ultimo tercio gestacional,
hallado en nuestro estudio. La dilatacion sinusoidal de este tipo ofrece una superficie
endotelial expandida para la absorcion y también puede ralentizar el flujo sanguineo

localmente. Esto no influiria en el rapido equilibrio y el intercambio transplacentario
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difusional de oxigeno y didxido de carbono, pero puede ayudar con el transporte mas lento,

pero aun activo, de solutos.

Cristofolini y colaboradores (2018) hallaron en cerdas mestizas que el area vascular depende
del periodo gestacional. Describieron que, en gestaciones tempranas, intermedias y a término
los vasos sanguineos predominantes son de entre 100 y 500 um?, en cambio en gestaciones
avanzadas son de menor tamafio (1 y 100 pum?). Nuestro estudio mostrd que el 4rea y
perimetro vascular aumentan en tamafio con un valor constante en el numero de los vasos
sanguineos, por lo que nuestros resultados difieren en parte con estos hallazgos ya que no
dividimos los vasos sanguineos en intervalos como si lo hicieron estos investigadores,

debido a la naturaleza del tejido placentario equino.

Durante la gestacion, la red vascular de la placenta se vuelve mas extensa y los vasos se
agrandan para adaptarse a las crecientes demandas del feto en crecimiento (Charnock-Jones

et al.,2004).

Estos hallazgos, complementarios a la ausencia de inmunomarcacion del sistema VEGF/Ang
y sus receptores en los endotelios de los vasos sanguineos al final de la gestacion, evidencia
que no hay nueva formacion de vasos durante las ultimas etapas de prefiez y sumado a un
mantenimiento de la inmunomarcacion moderada del epitelio de las glandulas
endometriales, afirma el protagonismo de las mismas en asumir el dominio en la conduccion
del escaso desarrollo y alto crecimiento capilar tanto fetal como materno, que se daria en las
etapas finales de la gestacion. Dicha hipdtesis se basa en la reduccion observada en el
crecimiento placentario y fetal en yeguas ancianas que sufren endometriosis (Bracher ef al.
1996; Wilsher y Allen 2003) en las que se desarrollan “nidos glandulares” no funcionales,
los cuales reducen significativamente la cantidad de histotrofo disponible para el feto,
provocando ademas una reduccidn paralela de factores vasculogénicos y por consiguiente

pérdida de prefiez en el periodo intermedio de la gestacion equina.

Conjuntamente, la permanencia de inmunomarcacion débil a moderada de Tie-2 en los
endotelios capilares, permite suponer que en este periodo actuaria Ang-1 promoviendo la
remodelacion, maduracion y mantenimiento de los vasos sanguineos y vasculatura linfatica,
luego de la accion de VEGF, para complementar las ultimas etapas de la angiogénesis
durante las fases posteriores del desarrollo embrionario y postnatal (Eklund y Saharinen,

2013), como lo postula Fiorimanti et al., (2018) en cerdas mestizas.
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Segun Zachary and Gliki (2001) un mecanismo celular fundamental por el cual VEGF
promueve la formacion de nuevos vasos sanguineos y mantiene su integridad es la activacion
de células endoteliales sobrevivientes o de sefializacion anti-apoptdtica. De manera tal que
apoptosis y angiogénesis son procesos estrechamente relacionados, tal como ha sido

informado por Cristofolini y col. (2008).

Como describimos anteriormente, el sistema Ang-Tie2 y Ang/VEGF ejercerian su accion en
sinergismo y serian una parte esencial de las vias de senalizacion celular paracrina y
autocrina sobre las células endoteliales de los capilares en la etapa temprana de la prefez.
Estos resultados concuerdan con los hallados por Fiorimanti et al., 2018 en cerdas mestizas
y apoyan lo descrito por la bibliografia (Fiorimanti et al., 2018; Cristofolini ef al., 2018;
Seval et al.;2008; Charnock-Jones et al.,2001; Bogic et al., 2000) remarcando la importancia

del complejo VEGF-Ang para lograr una correcta angiogénesis placentaria.

El desarrollo de la fase materno fetal durante la prefiez implica una compleja organizacion
tanto del tejido endometrial como de las membranas extraembrionarias para formar la
placenta que es esencial para favorecer el dptimo crecimiento fetal. Esta remodelacion tisular
involucra procesos tales como la proliferacion celular y la apoptosis que en conjunto con la
diferenciacion celular y la amplia red vascular descrita anteriormente mantienen la

homeostasis del tejido placentario.

En nuestro estudio encontramos que la localizacion inmunohistoquimica del antigeno
nuclear de proliferacion celular (PCNA) fue una técnica util para monitorear los patrones de
proliferacion celular durante la placentacion en yeguas ya que el PCNA estd asociado no
solo con la replicacion, sino que también participa en la reparacion del ADN, coincidiendo

con lo reportado por Pazdzior ef al (2012).

Durante la gestacion temprana encontramos un elevado IPr en todas las poblaciones
celulares estudiadas, con respecto a la gestacion tardia y a término. Gerstenberg et al., (1999)
reportaron un aumento en el porcentaje de proliferacion en los estratos superficiales del
endometrio cuando se administré benzoato de estradiol a yeguas en anestro que habian sido
tratadas con progestagenos exdgenos. En humanos se sabe que la implantacion requiere un
aumento de la secrecion de 17 estradiol que estimula la proliferacion y diferenciacion de

las células epiteliales uterinas (Norwitz ef al., 2001).

Estos resultados sumados a los encontrados en nuestro trabajo, indican que los estrogenos

derivados del concepto podrian ser la causa del aumento de la actividad proliferativa que
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ocurre en el epitelio luminal y glandular del endometrio durante la prefiez temprana.
Ademds, como mencionamos anteriormente, en esta etapa encontramos que el sistema
VEGF/Ang, activado también por los estrogenos, se encuentra ejerciendo la accion
angiogénica sobre los vasos sanguineos y sobre la interfase materno-fetal indicando un

importante papel en la formacion de los tejidos placentarios.

Las muestras correspondientes al estadio + 39-42 dias, momento en que se estd iniciando el
proceso de formacion de los pliegues endometriales primarios para contactar con el corion
adyacente, presentaron una mayor proliferacion en la base de los surcos, esto indicaria el
crecimiento marcado de esta zona endometrial respondiendo a los estimulos del trofoblasto
subyacente, que es la zona donde primero van a contactar los epitelios para formar las

vellosidades corioalantoideas secundarias y terciarias.

En relacion al trofoblasto los resultados de este trabajo coinciden con estudios previos donde
se observaron altas tasas de proliferacion celular fetal durante el embarazo temprano en
humanos, monos y ovejas (Korkmaz et al., 2013; Grazul-Bilska et al., 2011; Kar et al., 2007;
Korgun et al., 2006; Wei et al., 2005). También nuestros hallazgos son semejantes a los
descriptos por Sanchis y colaboradores (2015) que encontraron una constante proliferacion

placentaria desde la gestacion temprana hasta el dia = 80 de gestacion en cerdas mestizas.

Los patrones de inmunoreactividad de Ki-67 en los epitelios de las criptas coridnicas y
maternas fetales de vacas indican que la proliferacion juega un papel importante durante el
embarazo y, con la gestacion en curso, es mas prominente en el epitelio materno que en el
fetal (Boss et al.,2003). En base a los porcentajes individuales de proliferacion celular
encontradas en nuestras muestras, diferimos de lo hallado en este estudio ya que
encontramos mayores indices de proliferacion en el epitelio trofoblastico comparados con el

epitelio luminal.

El endometrio de todos los mamiferos esta ricamente dotado de glandulas que se abren sobre
la superficie luminal. Las secreciones de las glandulas desempefian un papel esencial en el
mantenimiento del concepto pre implantacion. Con el avance del embarazo en equinos hay
un aumento aparente, pero no significativo, en la densidad de las glandulas endometriales
hasta el dia 21 (Silva et al., 2011) o el dia 30 (Lefranc y Allen, 2007b). Al comparar el
endometrio del cuerno uterino gestante con el no gestante, de 12 a 30 dias de gestacion,
tampoco hubo diferencias significativas para la densidad glandular (Lefranc y Allen, 2007b).

Es interesante determinar si el desarrollo, la ramificacion y el plegamiento de las glandulas
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continlia con el avance de la prefiez, especialmente en los dias 40 o 42 y més adelante,
cuando comienza la placentacién y las microvellosidades corioalantoideas se adhieren al

endometrio.

En nuestro estudio encontramos un alto indice proliferativo en el epitelio glandular del
primer tercio gestacional comparados con los demas periodos, esto es primordial que suceda
ya que antes de la implantacion y previo a la formacion de los microcotiledones la nutricion
del embridn es esencialmente histotrdfica, luego una vez que la placenta corioalantoidea esta
establecida completamente, se torna predominante la nutricion hemotrofica, tal como sucede
en humanos (Burton ef al., 2003 ,2007). El aumento en la produccion histotréfica
probablemente esté relacionado con el aumento en la densidad glandular del epitelio materno

(Lefranc y Allen, 2007a; Wilsher y Allen, 2012).

Ademas, a nivel descriptivo se encontré una importante proliferacion en las glandulas
endometriales presentes en el estrato compacto del endometrio, especialmente en el estadio
de + 39-42 dias de prefiez, esto coincide con lo expresado por Silva y colaboradores (2011)
que encontraron una mayor densidad glandular en el endometrio lateral al concepto en
yeguas hasta los 21 dias de gestacion. Un estudio de Lefranc y colaboradores (2014)
comparo la ultraestructura de las células de las glandulas endometriales en yeguas gestantes
a los 26 dias en comparacion con yeguas de la misma edad gestacional que sufrieron una
ruptura intencional de la vesicula embrionaria ocho dias antes, promoviendo un diestro
prolongado por medio de microscopia electronica de transmision. Los autores demostraron
que las células del epitelio glandular en yeguas prefiadas tuvieron una mayor cantidad de

vacuolas secretoras que en yeguas en diestro prolongado.

Estos datos en conjunto corroboran la idea de que el embrion en si es co-responsable de su
desarrollo, promoviendo cambios en la morfofisiologia endometrial a través de sus propios
factores embrionarios. Como describimos anteriormente, la inmunomarcacion del complejo
Ang-VEGF y sus receptores en las glandulas endometriales durante toda la gestacion equina,
propondria que estos receptores pro-angiogénicos pueden actuar como estimulos
mitogénicos para la propia proliferacion de las glandulas y por consiguiente el
mantenimiento de la funcidn histotréfica en yeguas mestizas, ya que a pesar que el IPr fue
marcadamente menor durante el segundo y tercer tercio de prefez, el epitelio glandular

continto proliferando.
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En relacion a la remodelacion celular de las copas endometriales, en el presente estudio
encontramos una tasa de mitosis altamente marcada y un bajo porcentaje de apoptosis en las
células de la cintura coridnica halladas en el estadio de &+ 39-42 dias de prefiez, esto coincide
con Stout et al. (2003) quienes encontraron un 90% de células inmunomarcadas con Ki67
en las células trofoblasticas de la cintura coridnica en activo desarrollo, en comparacion con
el 10% de las células del corion adyacente. Estos resultados también se condicen con Enders
y Liu (1991) quienes informaron sobre las numerosas figuras mitoticas visibles por MET,
en los pliegues o vellosidades de las células de trofoblasto modificado que comprenden la

llamada cintura corionica.

Entre el dia 36 y 38, toda la cintura coridnica se desprende de las membranas fetales, se
adhiere al endometrio subyacente y sus células pasan entre las células del epitelio luminal
invadiendo el estroma endometrial (Enders y Liu, 1991b; Allen et al., 1973). En nuestro
ensayo se observo una marcada disminucion en el porcentaje de proliferacion celular, como
también un aumento en el porcentaje de apoptosis en las células correspondientes a las copas
endometriales ya maduras. Estos resultados respaldan la observacion (Allen et al, 1973;
Hamilton et al, 1973; Enders y Liu, 1991a, 1991b) de que las células de la cintura dejan de
dividirse en el momento en que migran hacia el endometrio y se terminan de diferenciar en

células gigantes binucleadas.

Este cese de la actividad proliferativa tras la invasion de los tejidos maternos es similar a la
situacion en la placenta humana en la que las células fetales abandonan continuamente las
columnas y la cubierta citotrofobléstica en proliferacion durante el primer trimestre del
embarazo (Genbacev et al, 1992; Kaufmann y Burton, 1994), para luego dejar de mostrar
actividad mitdtica cuando invaden la decidua materna (Bulmer et al, 1988; Loke, 1990). La
alta tasa de proliferacion observada en el primer trimestre en relacion al epitelio luminal del
endometrio podria suponer el proceso de reparacion del epitelio superficial en respuesta a la

invasion, tal como lo describen Allen (1982) y Gerstenberg (1999).

Algunas células de la cintura coridnica pasan por las glandulas endometriales al migrar entre
las células epiteliales glandulares y su ldmina basal antes de ingresar al estroma endometrial
(Allen et al, 1973; Allen, 1979). Esto podria explicar el porcentaje de apoptosis en las
glandulas endometriales de las copas endometriales ya maduras observadas en nuestro

ensayo.
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Se ha descrito en detalle la acumulacion de leucocitos alrededor de las copas endometriales
y probablemente estos llegan al sitio en respuesta a estimulos quimiotacticos (Griinig et al,
1995). En nuestro estudio se halld una importante proliferacion de las células estromales
como también de los linfocitos presentes en la base de las copas maduras, por lo que apoyaria

este apartado al igual que lo descrito por Gerstenberg y colaboradores (1999).

Después del dia 70, las copas comienzan a degenerarse debido a la muerte y descamacion
celular en la depresion central de la superficie luminal, combinado con el comienzo de la
infiltracion, ataque y acumulo de leucocitos. A pesar de que se conoce que las células de la
copa endometrial mueren por necrosis a través de un complejo proceso inmunoldgico,
nuestro estudio es el primero en determinar que existe muerte por apoptosis en las células
trofoblasticas especializadas durante todo su desarrollo, rebatiendo lo expresado por Allen
(1982), quien sugirié que la citolisis y la regresion de las copas endometriales es causada

solo por una reaccion inmunoldgica mas que por una muerte celular programada.

Nuestros datos evidencian el activo proceso de remodelacion celular en estas estructuras
unicas de la prefiez equina y corroboran lo que postulan diversos autores que existe una
relacion inversa entre proliferacion celular y apoptosis (Turiello et al., 2019; Boos et al.,
2003; Heazell y Crocker, 2008). El hallazgo de la presencia y accion del complejo
VEGF/Ang?2 y sus respectivos receptores en las células de la cintura coridnica y luego en las
c¢lulas mononucleadas y binucleadas de las copas endometriales durante todo su desarrollo,
sugeriria que estos factores pro-angiogénicos pueden actuar de una manera autocrina en la

maduracion y proliferacion de las células trofoblasticas especializadas.

En esta tesis se hallaron bajas tasas de proliferacion celular en la interfase materno-fetal en
la gestacion tardia, difiriendo en parte de un estudio preliminar realizado en placentas
caninas, donde se observd una inmunomarcacion moderada de PCNA en las células del
sincitiotrofoblasto, mientras que la mayoria de las células de citotrofoblasto resultaron
positivas. Ademas, se encontro proliferacion en las vellosidades coridnicas extralaberintinas
del trofoblasto (Castro et al., 2019). En esta especie, el sincitiotrofoblasto y citotrofoblasto
siguen siendo proliferativos en la placenta madura, debido a que es un estudio preliminar y
que no se realizd aun el IPr no podemos diferir completamente en los resultados. Sin
embargo, existe una reducida proliferacion celular en placentas de gestacion a término, tal

como ha sido descrito en placentas de rata (Unek et al., 2012), humanas (Xue et al., 2003;
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Olvera et al., 2001), cerdas (Sanchis ef al., 2015) y yeguas de tiro pesado con retencion

placentaria (Pazdzior et al., 2012).

Nuestros datos evidencian un activo proceso de apoptosis celular en el primer trimestre
gestacional comparado a los dos trimestres siguientes, confirmado a través de MOAR y
microscopia electronica. Esto difiere en parte a lo que postulan diversos autores que existe
una relacion inversa entre proliferacion celular y apoptosis a medida que avanza la gestacion
(Turiello et al., 2019; Boos et al., 2003; Heazell y Crocker, 2008), ya que en el segundo y
tercer tercio gestacional observamos un equilibrio en los indices de HSCORE, pero elevados
y sumado a nuestros hallazgos previos sobre proliferacion celular, la apoptosis es mayor a

la mitosis en estas etapas.

Nuestros hallazgos coinciden con estudios previos realizados en porcinos (Sanchis et al.,
2015; Cristofolini et al., 2013; Cristofolini, 2010; Merkis et al., 2010; Okano et al. 2007,
Merkis et al., 2007), donde se relaciona la apoptosis placentaria en la gestacion temprana
con la homeostasis tisular. De acuerdo con los resultados obtenidos, a partir de la
inmunolocalizacion de Cas-3 se ha demostrado que el proceso apoptoético se observa en
condiciones normales del desarrollo placentario en yeguas mestizas a través de una via

caspasa dependiente.

El elevado indice apoptdtico hallado en el presente estudio en las vellosidades placentarias
de la gestacion temprana seria indicativo de una mayor remodelacion tisular por la gran
cantidad de acontecimientos que ocurren en el desarrollo de la placentacion temprana de la
yegua sumado al rapido crecimiento fetal. Este periodo de rapido crecimiento embrionario
constituye uno de los momentos mas criticos en la gestacion equina por los elevados indices

de muerte embrionaria que se producen entre los 14-42 dias (Allen et al., 2007).

Los resultados demostrados de apoptosis celular junto con nuestros hallazgos de una
importante actividad mitética durante el periodo temprano de la prefiez, evidencian una
activa remodelacion tisular, proceso indispensable en la gestacion equina dado que el dia 40
post ovulacion comienza la interdigitacion del alantocorion no invasivo para formar las
vellosidades corioalantoideas primarias, secundarias y terciarias que constituirdn al
microcotiledon totalmente formado durante el comienzo del segundo tercio gestacional. De
hecho, Wilsher y Allen (2003) realizaron mediciones estereoldgicas en la interfase materno-
fetal de yeguas pura sangre de carrera revelando que el drea microscopica total de contacto

feto-materno promedio a término es de 50-60 mt>. Este desarrollo es indispensable para
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lograr un potro que puede pararse, mamar y galopar junto a su madre dentro de una hora
después del nacimiento. Conjuntamente, se sabe que el compromiso de ese extenso
mecanismo de nutricion fetal, como ocurre en yeguas de edad avanzada que sufren
endometriosis (Bracher et al., 1996) o, en menor medida, en potrancas primiparas debido a
subdesarrollo 6ptimo de los microcotiledones placentarios, da como resultado el nacimiento
de potros més pequenos que muestran diversos grados de debilidad y falta de madurez (Allen

y Wilsher, 2009).
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El andlisis por medio de microscopia Optica puestas a punto en muestras de tejido
placentario y copas endometriales de yeguas mestizas, permitio ahondar sobre la
histologia de la interfase materno-fetal y el desarrollo sucesivo de los
microcotiledones (unidad primaria de intercambio hemotréfico) como asi también de

las copas endometriales en los diferentes estadios de la gestacion.

A través del empleo de MOAR vy dadas las caracteristicas de esta técnica en cuanto
al espesor de los cortes semifinos, nos permitid visualizar y profundizar las
caracteristicas de las células placentarias y de los capilares sanguineos en las yeguas

mestizas.

El estudio de los factores proangiogénicos por medio de inmunohistoquimica y la
ultraestructura placentaria por medio TEM (Microscopia Electronica de
Transmision), permitié describir los cambios morfologicos y vasculares, mediante la
identificacion de diversas estructuras fisicas y moleculares para poder vincularlos a
una gestacion exitosa en yeguas mestizas. A su vez esta técnica nos permitid la
observacion de pequefios capilares fetales fusionados a la membrana basal de las

células trofoblasticas y maternas disminuyendo su distancia interhemal.

Por medio de la puesta a punto de la técnica inmunohistoquimica a fin de localizar
la hormona gonadotrofina corionica equina, se encontrd que esta se inmunomarco en
el citoplasma de las células mononucleadas y binucleadas, evidenciando la

funcionalidad de las mismas en producir y secretar dicha hormona.

El factor de crecimiento vascular endotelial presente en las células trofoblésticas
permitiria incrementar el intercambio de gases y nutrientes en la region areolar,
gracias a la atraccion de células endoteliales adyacentes.

El sistema Ang-Tie2 y Ang/VEGF ejercerian su accion en sinergismo y serian una
parte esencial de las vias de sefializacion celular paracrina y autocrina sobre las
células endoteliales de los capilares, favoreciendo su crecimiento y estrecha
ubicacion hacia la superficie epitelial, aumentando la capacidad de intercambio
hemotrofico de la placenta y activando la angiogénesis en la prefiez equina.

El aumento del area y perimetro vascular de la placenta sumado a la ausencia de
inmunomarcacion del sistema VEGF/Ang y sus receptores en los endotelios de los
vasos sanguineos al final de la gestacién evidencia que no hay nueva formacion de

vasos durante este periodo y sumado a un mantenimiento de la inmunomarcacion
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moderada del epitelio de las glandulas endometriales, afirma el protagonismo de las
mismas en asumir el dominio en la conduccion del desarrollo y crecimiento capilar
tanto fetal como materno, que se daria en las etapas finales de la gestacion.

Nuestro hallazgo de la inmunoreactividad de Tie-2 localizado en el primer tercio de
prefiez coincide con la inmunomarca de VEGF y su receptor en epitelio luminal,
glandulas endometriales y endotelios de los vasos sanguineos en la interfase materno-
fetal, esto podria confirmar la evidencia de los estrogenos producidos por el embrion
en desarrollo, ya que son los encargados de estimular directa e indirectamente estos
factores pro-angiogénicos.

Los datos encontrados en nuestro ensayo dan una idea del fuerte mecanismo
angiogénico en las copas en desarrollo por parte del complejo VEGF/Ang, sugiriendo
que actiian de manera autocrina para mediar la proliferacion de la cintura coridnica
y de las copas endometriales, sin embargo, estos factores no ejercerian accion
angiogénica en las células de las copas que estan proximas a necrosarse y en las
cuales ya no hace falta la vasta red capilar para transportar eCG al torrente sanguineo.
La ausencia de marcacién contra Ang-2 sumado a la inmunomarcacion débil a
moderada de Tie-2 en los endotelios capilares en el Ultimo trimestre de prefiez,
permitiria suponer que en este periodo actuaria Ang-1 promoviendo la remodelacion,
maduracioén y mantenimiento de los vasos sanguineos y vasculatura linfatica, luego
de la accion de VEGF. Se requieren mas estudios.

En este trabajo encontramos un alto indice proliferativo en el epitelio glandular,
luminal y trofoblasto durante el primer tercio gestacional comparados con los demas
periodos, esto es primordial que suceda ya que antes de la implantacion y previo a la
formacion de los microcotiledones la nutricion del embridon es esencialmente
histotréfica.

A partir de la inmunolocalizaciéon de Cas-3 se ha demostrado que el proceso
apoptotico se observa en condiciones normales del desarrollo placentario en yeguas
mestizas a través de una via caspasa dependiente.

Los resultados de apoptosis celular junto con nuestros hallazgos de una importante
actividad mitotica durante el periodo temprano de la prefiez, evidencian una activa
remodelacion tisular, proceso indispensable en la gestacion equina.

Dada la naturaleza epiteliocorial y adecidua de la placenta equina, la apoptosis en
gestaciones a término podria ser responsable de la pérdida de contacto entre las

células trofoblasticas y endometriales maternas.
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¢ A pesar de que se conoce que las células de la copa endometrial mueren por necrosis
a través de un complejo proceso inmunoldgico, es importante destacar que nuestro
estudio es el primero en determinar que existe muerte por apoptosis en las células

trofoblasticas especializadas durante todo su desarrollo.
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ANEXOS

ANEXO 1: TINCIONES Y SOLUCIONES

Solucion salina tamponada (PBS)

Preparacion de PBS de Sorensen 0,1 M pH 7,4:
Solucion A: Na2HPO4.H20 35,61 g/ 1.000 ml
Soluciéon B: NaH2P0O4.H20 27,60 g/ 1.000 ml

Para obtencion de pH 7,4: Solucion A: 40,5 ml

Solucion B: 9,5 ml

Se mezclaron las Soluciones A y B, se control6 el pH y luego se enras6 con agua destilada

hasta volumen final de 100 ml.

Tincion de hematoxilina eosina (H/E)

A)- Hematoxilina
Solucidn stock:
-10 % de hematoxilina en 95 % de etanol absoluto
-4 % de alumbre de sodio
-0,1 % de IO3Na
Solucién de trabajo:
-1 ml de Sn stock de hematoxilina
-40 ml de alumbre de sodio
-4,5 ml de IO3Na
-100 ml de agua destilada
B) Eosina
Solucidn stock:

-1 g de eosina
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-99 ml de etanol 70%
Solucién de trabajo:
-1 ml de Sn stock

-15 ml de agua destilada

El protocolo de la técnica consta de los siguientes pasos:
1- Colorear con hematoxilina 1 min.

2- Lavar con agua corriente.

3- Colorear con eosina 30 seg.

4- Lavar con agua corriente.

5- Deshidratar y montar.

6- Observar al microscopio Optico.

Con esta técnica, la cromatina nuclear y otros componentes celulares basoéfilos se tifien de

azul/violeta, mientras que el citoplasma y otros componentes acidofilos se observan rosados.

Tincion tricromica de Masson (TM)

Soluciones stock:
A)- Hematoxilina de Groat (se realizé la preparacion en frio)
1°)- Acido sulfarico 0,8 ml
Alumbre férrico 1 g
Agua destilada 50 ml
2°)- Hematoxilina 0,5 g
Alcohol 95° 50 ml

Una vez disueltos los reactivos, se mezclaron las dos soluciones; se dejaron reposar 1 hora

y se filtraron.

B)- Fucsina acida de Ponceau

136



Fucsina acida 0,1 g

Cristal Ponceau 0,2 g

Agua destilada 300 ml
Después de disolver los reactivos se agrego6 0,6 ml de acido acético.
C)- Naranja G- molibdico

NaranjaG2 g

Agua destilada 100 ml

Acido fosfomolibdico 3 g
D)- Verde luz acético

Verde luz 0,1 g

Agua destilada 100 ml
Se disolvieron y luego se afiadieron 2 ml de acido acético 1 %.
E)- Solucion de 4cido acético 1 %

Acido acético glacial 1 ml

Agua destilada 99 ml

El protocolo de la técnica incluyo:

1- Teiiir con hematoxilina de Groat, 2-5 min.

2- Lavar 5 min con agua corriente.

3- Tenir con la mezcla fucsina de Ponceau, 5 min.
4- Lavar rapido con agua acética.

5- Teiiir con naranja G-molibdico, 5 min.

6- Lavar rapido con agua acética.

7- Tenir con verde luz acético, 5 min.
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8- Lavar rapidamente con agua acética.
9- Deshidratar los cortes de tejido y montar los portaobjetos.

Como los tejidos fueron fijados con SFB, previo a la tincidn, se colocaron los portaobjetos
conteniendo los tejidos a tefiir en liquido de Bouin, el cual actia como mordiente, durante
toda la noche a temperatura ambiente, luego se lavaron en alcohol 70° hasta que desaparecio

el color amarillo del fijador.

Solucion de Bouin:

-solucion acuosa saturada de acido picrico 150 ml
-solucion de formaldehido (40%) 50ml

-acido acético glacial 10ml

Con esta técnica se observan los nucleos tefiidos de negro, los ergastoplasmas tefiidos de
gris, los citoplasmas acidofilos y los nucléolos tefiidos de rosa. Las secreciones pueden
quedar tefidas de rojo o verde, las fibras musculares en rojo y las fibras colagenas en verde

(Bartholomew et al., 1981).

Técnica de microscopia optica de alta resolucion (MOAR)

Para la realizacion de la técnica de MOAR se prepararon las siguientes soluciones:
A)- Glutaraldehido 2,5 % / Buffer pH 7,2 -7.,4
Glutaraldehido al 25 % 10 ml
PBS So6rensen 0,2 M pH 7,2 —pH 7,4 20 ml
Agua bidestilada 70 ml
Se prepard la solucion fijadora, se alicuoto y se conservo a - 2 °C hasta su utilizacion.
B)- Resina Embed 812 Kit — Electron Microscopy Science cat# 14120
Preparacion de resina para preinclusion
Solucion A:

Embed 812 5 ml
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DDSA 8 ml
Solucion B:

Embed 812 8 ml

NMA 7 ml

Para la preparacion de la resina de preinclusion, se mezclaron las soluciones A y B, se
homogeneizaron y diluyeron 1:1 con acetona absoluta, y se empleé en el momento. La

preinclusion se realizd a temperatura ambiente durante 24 hs.
Preparacion de resina para inclusion
Solucion A:
Embed 812 5 ml
DDSA 8 ml
Solucion B:
Embed 812 8 ml
NMA 7 ml
Solucién de inclusion:
Solucién A + B 28 ml
DMP-30 16 gotas

Para la preparacion de la resina de inclusion, se mezclaron las soluciones A y B, se
homogeneizaron y se agregd el catalizador de la reaccion de polimerizacion DMP-30. Se
homogeneizd, se dejo reposar unos minutos para la eliminacion de burbujas de aire y se

realizod la inclusion a 60 °C durante 24 hs.
C)- Solucion fijadora de tetroxido de osmio (OsO4) al 1 %
Solucion stock OsO4 al 2%:

-Tetroxido de osmio 1 g

-Agua bidestilada 50 ml
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Se coloco la ampolla con los cristales de tetroxido de osmio dentro de un frasco oscuro bajo
campana de extraccion. Se rompi6 con una varilla de vidrio la ampolla dentro del mismo
frasco y se le agregé el agua bidestilada, dejando reposar al menos una semana, para que la
solucion se disolviera. Se conservo a 4 °C en recipiente correctamente cerrado para evitar la

eliminacion de vapores.
Solucioén de trabajo OsO4 al 1%:

Al momento de realizar la refijacion, la solucion madre de OsO4 al 2 % se diluyd 1:1 con

buffer fosfato de S6rensen 0,1 M.

C)- Azul de toluidina
Borato de sodio 0,5 gr
Azul de toluidina 0,5 gr
Agua destilada 50 ml

Filtrar.
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