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RESUMEN

Con el propésito de determinar el grado de desarrollo del
trofoblasto (de acuerdo al nimero de capas) expresado en
porcentaje y el porcentaje de sus células binucleadas, se lle-
v6 a cabo un estudio en 12 hembras ovinas mestizas a los
dias 20 (n=4), 28 (n=4) y 35 (n=4) de gestacion (prefieces
simples). En cada caso, se obtuvieron cortes longitudinales
consecutivos para analisis a través de microscopia Optica,
coincidiendo con una linea imaginaria trazada longitudinal-
mente sobre la parte media dorsal de todo el saco corioalan-
toideo. Segun el tamafio del “conceptus”, se procesaron en-
tre 8 y 10 cortes por “conceptus”. Se evalué el porcentaje de
trofoblasto desarrollado (no desarrollado= epitelio simple cu-
bico, con una sola capa de células; desarrollado= epitelio,
de dos o tres capas de células cubicas o cilindricas); nume-
ro de células binucleadas y su distribucién en las diferentes
zonas del “conceptus”. El porcentaje de trofoblasto desarro-
llado (DT) aument6 con la edad de gestacion, siendo de
51,9 % a los 20 dias, 67,4% a los 28 dias y 84,9 % a los 35
dias de gestacion. Los valores hallados para el nimero de
células binucleadas (CBN) fueron de 28,7% en el dia 20 de
gestacion, 25,9% a los 28 dias y 53,5% a los 35 dias. Los
resultados obtenidos en este estudio revelan que el desarro-
llo trofoblastico se presenta de una manera cronolégica y
gradual, al tiempo que permiten postular la no existencia de
un patron completamente definido en relacion con los cam-
bios morfolégicos de la implantacion especificamente en re-
lacion al porcentaje de CBN. Contrariamente a lo encontra-
do en estudios previos, el desarrollo trofoblastico y por ende
la modificacion del epitelio uterino a partir del contacto con
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un trofoblasto desarrollado, pueden ocurrir durante un lapso
que llega hasta el final del periodo embrionario.

Palabras clave: Trofoblasto, células binucleadas, corioalantoi-
des, oveja, implantacion.

ABSTRACT

In order to determine the degree of trophoblastic development
(according to the number of layers) and the amount of binucle-
ate cells in single pregnancies during part of the embryonic im-
plantation period in sheep, twelve crossbred ewes were stud-
ied at 20, 28 and 35 days of gestation (4 animals per age).
Consecutive longitudinal sections covering the whole dorsal
length of the allantochorion were analyzed by optical micro-
scope, along an imaginary line drawn longitudinally along the
mid dorsal part of the corioalantoid sack. A non developed tro-
phoblast was considered to be a simple cuboidal epithelium,
whereas a developed one, was represented by a two or three
layered epithelium. The percentage of trophoblastic develop-
ment increasaed with the age of gestation. Thus, it was 51,9;
67,4 and 84,9 at 20, 28, and 35 days of gestation, respectively.
The binucleate cells represented 28,7; 25,9 and 53,5 % of the
total number of trophoblastic cells, at 20, 28 and 35 days of
gestation, respectively. Therefore, it is clear that trophoblastic
development occurs in a gradual manner. It is also valid to
postulate that there is not a definied pattern of cellular change
during the period of implantation studied, particularly in regard
to the number of binucleate cells. In contrast to previous re-
sults, trophoblastic development may occur up to the end of
the embryonic period in sheep.

Key words: Trophoblast, binucleate cells, allantochorion,
sheep implantation.
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INTRODUCCION

La mortalidad embrionaria es la totalidad de pérdidas re-
productivas desde la concepcién hasta la terminacion de la di-
ferenciacion embrionaria [2]. La mayor mortalidad embrionaria
en ovejas tiene una incidencia de 33,5% [13], incluso se repor-
tan porcentajes de 36,7% [11] siendo méas alta en el periodo
de preimplantacion. La mortalidad embrionaria presenta nive-
les basales cuyas causas son aun desconocidas y hay influen-
cia de factores que la incrementan, tales como endocrinos, nu-
tricionales, estrés, manejo y genéticos, entre otros [6]. Ella tie-
ne un gran impacto econémico en la industria del ganado va-
cuno, dado que alrededor del 35% de todos los “conceptus”
mueren durante el periodo de preimplantacion [4]. Puede ser
originada por varios factores, pero aun en condiciones éptimas
de bienestar de los animales, los niveles basales de mortali-
dad embrionaria pueden tener un trasfondo genético y por lo
tanto, su expresion se podria detectar a partir de la identifica-
cion de cambios morfolégicos o ausencia de la expresion de
moléculas claves caracteristicas (hormonas esteroides, facto-
res de crecimiento, citoquinas, por ejemplo) para la supervi-
vencia embrionaria cuya participacion en este contexto no esta
completamente esclarecida.

En la oveja, la implantacion es un proceso lento, ya que la
formacioén de la placenta definitiva (verbigracia, cuando se han
desarrollado totalmente los “placentomus” y su ndmero definiti-
vo se ha completado) puede tardar hasta el dia 60 de la gesta-
cién. Asi mismo, es un proceso gradual que se inicia cerca del
embrién y se extiende hacia la periferia del “conceptus” [10].
Los aspectos mencionados, implican un area relativamente po-
bre de intercambio fisiologico entre el “conceptus” y la madre
durante un lapso critico de la gestacion, con posibles conse-
cuencias en la supervivencia del embrion. Las ovejas del trépico
presentan un bajo indice de gestaciones mdltiples en compara-
cién con lo que ocurre en paises de la zona templada [6, 14].

En estudios previos, se ha concluido que la implantacion
ya se ha iniciado el dia 21 de gestacion en la vaca [7] y 15 en
la oveja [8, 9] en las areas cercanas al embrion. Ademas la
anatomia microscoépica tipica del corion que ha iniciado la im-
plantacion, consiste en la presencia de un trofoblasto con 2 6 3
capas celulares, adherido al epitelio uterino el cual se ha trans-
formado de epitelio cilindrico simple a cubico o plano simple
[8, 15]. Los criterios de porcentaje de trofoblasto desarrollado
(DT), modificacién del epitelio uterino como resultado de su
contacto con el trofoblasto desarrollado y porcentaje de células
binucleadas (CBN) constituyen una base para la evaluacién
post-mortem de la viabilidad embrionaria [3, 7, 8, 10, 15]. Sin
embargo, en estudios anteriores, las evaluaciones sobre cam-
bios histoldgicos del Utero y membranas embrionarias durante
la implantacién temprana en la oveja, se han llevado a cabo en
micropreparados de cortes transversales del corion o alantoco-
rion, los cuales, si bien pueden tomarse como representativos
de las diferentes zonas del “conceptus”, dejan un interrogante
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acerca de los posibles cambios anatémicos que puedan ocurrir
en las zonas comprendidas entre cortes [8, 10, 15].

Este trabajo fue realizado con el fin de evaluar el Desa-
rrollo Trofoblastico y el porcentaje de Células Binucleadas en
tres diferentes edades de la implantacion ovina, en un area re-
presentativa del “conceptus”.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron doce hembras ovinas mestizas clinicamen-
te sanas, en buen estado nutricional, las cuales se sacrificaron
por deguello, previa insensibilizacion, en los dias 20 (n=4), 28
(n=4) y 35 (n=4) de la gestacion (prefieces simples). Las ove-
jas fueron mantenidas en observacion durante dos ciclos es-
trales consecutivos. El estro fue detectado por observacion di-
recta (dos veces al dia), y usando un macho caudoepidectomi-
zado provisto de un chaleco marcador. La inseminacién natu-
ral ocurrié por monta directa, luego de detectado el tercer celo.
Después de varias cépulas, se tomoé el dia posterior al coito
como el primero de la gestacion. Lo anterior significa que el
dia de la inseminacién natural, se consideré como el dia cero.
Al llegar al dia de prefiez sefialado, los animales fueron sacrifi-
cados, previa confirmacién de la prefiez por ultrasonografia.

Los uteros se recolectaron dentro de los 2 6 3 minutos
siguientes al sacrificio del animal y fueron fijados por perfusion
con glutaraldehido (solucién al 1,5% de pH 7,0) a través de las
arterias uterina media y vaginal y se les someti6é a postfijacion
con formalina tamponada al 10% por méas de 24 horas.

Se extrajo el “conceptus” de la cavidad uterina, y se to-
maron entre 8 y 10 cortes longitudinales dorsales consecutivos
del “conceptus” segun el tamafio del mismo, abarcando asi
muestras del area completa del “conceptus”. Ademas se iden-
tifico el corte en el que se hallaba el embrion. De las muestras
imbibidas en parafina se obtuvieron cortes de 5 micrémetros
de grosor, los cuales fueron coloreados con un método estan-
dar de PAS para la visualizacion de las células binucleadas y
con H&E para los demas analisis, usando criterios estableci-
dos previamente, asi: Trofoblasto de una sola capa de células
cuboidales equivale a un trofoblasto no desarrollado. El trofo-
blasto desarrollado esta formado, en general, por un epitelio
de 2 a 3 capas celulares de tipo cubico o cilindrico [8; 15].
Para la determinacion del porcentaje de trofoblasto desarrolla-
do se observaron todos los campos 6pticos de cada corte, utili-
zando el objetivo de 100 X. En cada campo 6ptico, se obtuvo
un porcentaje de desarrollo que sumado a los valores de los
otros campos, y dividido por el numero de los observados, ex-
preso el porcentaje promedio de trofoblasto desarrollado [7].
CBN: Se calcul6 el porcentaje de células binucleadas, a partir
de todas las células trofoblasticas cuantificables en un campo
Optico, con el objetivo de 100 X.

Se utilizé6 una metodologia que incluy6 estadistica des-
criptiva para las diferentes variables zona histologica (cada
corte longitudinal es una zona histolégica) y dia de implanta-
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TABLA

PORCENTAJE DE DESARROLLO TROFOBLASTICO Y DEL NUMERO DE CE[_ULAS BINUCLEADAS EN LA OVEJA A LOS 20,
28 Y 35 DIAS DE LA GESTACION

Desarrollo trofoblastico

Células binucleadas

Edad X E.E X E.E
20 dias 51,92 42 28,72 3,0
28 dias 67,4° 47 25,97 2,5
35 dias 84,7¢ 4,78 53,50 4,65

*Valores con letras distintas presentan diferencias significativas (P<0,05).)?= promedio.

cion, y pruebas de t para la comparacion de medias indepen-
dientes, con un procedimiento sistematizado [16].

RESULTADOS

El DT aumenté concordantemente con el avance de la
gestacién detectandose diferencias significativas (P<0,05) en-
tre edades (TABLA I). Para la variable CBN, no hubo diferen-
cias significativas entre los valores encontrados a los 20 y los
28 dias, encontrandose una ligera disminucién en el dia 28
con respecto al 20. Entre los dias 20 y 28 versus el 35 si hubo
diferencias significativas (P<0,05), poniéndose en evidencia un
aumento notable en este Ultimo muestreo (TABLA I).

El dia 20 de la gestacion, hubo diferencias significativas
en relacién con los valores de DT (P<0,05) entre las zonas de
un mismo “conceptus”, siendo mayor en la zona del embrién
(promedio y error estandar 74,6 + 4,76) y en las aledafias en el
lado ipsilateral al embrion (54,9 + 4,6), pero menor en el lado
contralateral, asi como en los extremos del “conceptus”
(20 £ 2,8; FIG.1). Para CBN también se detectaron diferencias
significativas (P<0,05) entre las distintas zonas estudiadas, ya
que la mayor cantidad de células se encontré en la zona del
embrion (33,4 = 3,6) y en las aledafas (24,9 + 1,1), mientras
que en las correspondientes al cuerno contralateral y en los
extremos del “conceptus” los valores promedio de CBN fueron
mas bajos (17,6 + 0,66; FIG. 2).

Para el dia 28 de la gestacion, hubo diferencias signifi-
cativas (P<0,05) para DT, entre los valores correspondientes a
las zonas cercanas al embrion (90 + 4,83) y las del lado con-
tralateral al embrién (55 + 3,72), y los de las extremidades del
“conceptus” (23,4 £ 2,8; FIG. 1). De igual forma se presentaron
diferencias significativas (P<0,05) en los valores de CBN entre
las zonas aledafias al embrion (33 = 3,1) y las correspondien-
tes al cuerno contralateral, asi como en los extremos del “con-
ceptus” en donde los valores de CBN fueron significativamente
mas bajos (17,2 + 0,60; FIG. 2).

En el dia 35 de la gestacion, se encontraron diferencias
significativas para los valores promedio de DT y CBN, entre zo-
nas estudiadas (P<0,05). Cabe destacar que en la mayoria de
los casos, en la zona del embrién y en las zonas correspondien-
tes al cuerno ipsilateral, se encontr6 un valor de DT de 100%
(FIG. 1), y en el area del “conceptus” correspondiente al cuerno
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FIGURA 1. PORCENTAJE PROMEDIO DE DESARROLLO
TROFOBLASTICO (DT) EN TODA LA EXTENSION DEL
“CONCEPTUS” OVINO DIVIDIDO EN ZONA, LOS DIAS 20,
28 Y 35 DE LA GESTACION. D3-1 = SITIO DE UBICACION
DEL EMBRION. D, | = CUERNOS UTERINOS DERECHO E
IZQUIERDO, RESPECTIVAMENTE. 11, D1 = REGIONES
UTERINAS CERCANAS AL OVARIO 14 y D4 = CERCANAS
AL CUERPO UTERINO.

contralateral, el porcentaje varié del 50 + 4,76 al 74,3 + 4,83%
(FIG. 1). En cuanto a los valores de CBN para el dia 35 de ges-
tacion, se encontré un % CBN aumentado respecto del dia 28,
presentandose porcentajes de 56,8 + 4,5 en la zona del embrion,
el cual varié del 25,3 + 3,0 al 45,4 + 3,4 en el area del “concep-
tus” correspondiente al lado contralateral al embrién (FIG. 2).

Se observo que durante el proceso de implantacién, el
trofoblasto muestra una gran diversidad morfoldgica, en lo
que respecta al numero de capas celulares, pues el dia 20
de gestacidn present6 1 6 2 capas de células, mientras que
en el dia 35 de gestacion, se observaron de 2 a 4 capas. En
ambos casos el nimero de ellas fue mayor en las areas ad-
yacentes al embrion.

DISCUSION

Con base en los hallazgos obtenidos en este trabajo, se
puede plantear que la implantacion en la oveja es un proceso
lento y progresivo que se inicia en las zonas cercanas al em-
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brién y va extendiéndose paulatinamente al resto de la interfa-
se (tero-trofoblasto lo cual estd de acuerdo con lo encontrado
en trabajos previos [8, 10, 15]. Lo anterior, corrobora lo plan
teado previamente en cuanto a que la implantacién es una eta-
pa critica para la supervivencia del embrion, si se tiene en
cuenta que la vascularizacion del corioalantoides ocurre a un
ritmo menor que el observado en el crecimiento de las mem-
branas extraembrionarias en la oveja y la vaca [10].

En este trabajo se encontraron valores diferentes en el
porcentaje de DT, en relacion con otros realizados anteriormen-
te [8, 15], lo cual podria deberse al area de andlisis utilizada en
los estudios mencionados, siendo mas representativa la del pre-
sente trabajo, dado que en aquellos se usaron cortes transver-
sales de alantocorion, mientras que en éste, se tomaron cortes
longitudinales que representaron el 100% de la extension del
saco alantoideo en su region dorsal, con lo que se logré cubrir
un area mayor que en otros andlisis, por lo cual puede inferirse
que con ello se ofrecen datos de mayor confiabilidad.

Las variaciones halladas en funcion de la edad con res-
pecto al nimero de células binucleadas ya habia sido previa-
mente descrito en ovejas y bovinos [7, 8].

Para realizar una evaluacion post-mortem de la mortali-
dad embrionaria en ovinos, se conocen algunos parametros
tales como el nimero de células binucleadas, la vasculariza-
cion del alantocorion, el nimero de cristaloides intracitoplas-
maticos, tasa mitotica y desarrollo del trofoblasto [3, 5]. En el
presente estudio se encontré que entre los dias 20 y 35 de
gestacion, el trofoblasto posee de 1 a 4 capas de células, sien-
do las zonas mas desarrolladas las adyacentes al embrion. Es
claro entonces, que el desarrollo trofoblastico aumenta a medi-
da que avanza la gestacion, lo que ha sido comprobado antes,
tanto en ovejas [8, 15], como en vacas [7].

Los valores de células binucleadas encontrados en el
presente trabajo para las 3 edades de gestacién estudiadas,
se encuentran por encima de los reportados previamente para
rumiantes (entre 15y 20 % del total) [18]. Es posible que tales
diferencias se deban al método empleado, dado que en el pre-
sente trabajo, se analizé un area mayor que la estudiada por
otros investigadores, ya que se tomaron muestras de trofo-
blasto longitudinales consecutivas, en vez de transversales.

El porcentaje de CBN aumentd significativamente entre
los 28 y los 35 dias de la gestacién, dado que el periodo em-
brionario de la oveja termina alrededor del dia 36, es posible
gue el incremento en el nimero de células binucleadas obser-
vado tenga importancia en este contexto, asi como en los pro-
cesos inherentes al desarrollo de los placentomus que se da
durante el periodo ulterior al dia 25 de la gestacion y esta aun
en evolucidn en el dia 35.

Las células binucleadas migran hacia el endometrio, lo
cual haria fluctuar su nimero, es decir, una escasa cantidad
de ellas, podria representar un estado de mayor utilizacién de
los productos elaborados por estas células [17], haciendo va-

294

Bla 20

s

Bilia 28

EQia 35

[ —
il i1l i

T
Saa L Rl

roapnroppes

e ———

Sl e el

A A R,
T

=
=)
=
-
=)
|
I-'
=i
=
=]
=)
=

#

L R

Zonas uterinas

FIGURA 2. PORCENTAJE PROMEDIO DE CELULAS BINU-
CLEADAS (CBN) EN TODA LA EXTENSION DEL
“CONCEPTUS” OVINO DIVIDIDO EN ZONAS, LOS DIAS
20,28 Y 35 DE LA GESTACION. D3-1 = SITIO DE UBICA-
CION DEL EMBRION. D, | = CUERNOS UTERINOS DERE-
CHO E IZQUIERDO, RESPECTIVAMENTE. I1, D1 = REGIO-
NES UTERINAS CERCANAS AL OVARIO. 14y D4 = CERCA-
NAS AL CUERPO UTERINO.

riar el nimero de manera importante. Las células binucleadas
comienzan a formarse coincidentemente con el inicio de la im-
plantacion (dia 15 de la gestacion), posiblemente en las zonas
basales del trofoblasto pues ellas se observan esporadicamen-
te cerca de la membrana basal del trofoblasto, migrando pos-
teriormente hacia la zona apical del epitelio y vertiendo su con-
tenido en el Gtero, segln lo propuesto por Wooding et al. [17].
Las células binucleadas secretan somatomamotropina (lacto6-
geno placentario), posiblemente un modulador de procesos
metabdlicos y crecimiento fetal [12, 17], y proteinas asociadas
con la prefiez [1], teniendo como una funcién importante el su-
ministro de proteinas estructurales y energia a partir de lipidos
o del glucégeno liberados a la luz uterina [17].

CONCLUSIONES

Se concluye que la anatomia tipica de la placenta inci-
piente, consiste en la presencia de un trofoblasto con 2 a 4 ca-
pas celulares. Asi mismo es posible concluir que tanto el por-
centaje de trofoblasto desarrollado como el de células binu-
cleadas es mayor en las areas cercanas al embrién, coinci-
diendo con la presencia de vasos sanguineos que fue mayor
en dichas areas. Sin embargo, aun falta por conocer més acer-
ca de los factores evaluados aqui, asi como su importancia en
la viabilidad embrionaria; si bien se han identificado algunas
funciones de las células binucleadas, no es completa la infor-
macion acerca de la funcién de dichas células. Asi pues, aun-
gue se sabe que dichos factores constituyen una base para la
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evaluacion post-morten de las pérdidas de embriones durante
la implantacién, aun falta conocerlos mas a fondo. Estos y
otros interrogantes deben ser resueltos en aras de ofrecer un
conocimiento mas profundo de los fenémenos implicados en el
evento de la mortalidad (o supervivencia) embrionaria.
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