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Introduccion

En todas las especies animales, el resultado final de la actividad reproductiva
es la conservacién de su descendencia y una de las etapas que permite que este
propdsito se cumpla es la implantacion embrionaria. Una vez ocurre la fertiliza-
cidn, el oviducto provee las condiciones para que se lleven a cabo los procesos de
nutricién y desarrollo embrionario temprano hasta la llegada del embridn al utero
al quinto dia de la gestacion.

El embrién establece una comunicaciéon permanente con el oviducto y el utero e
induce una serie de cambios bioquimicos, celulares y moleculares que le permi-
tiran la implantacion y, posteriormente, una relaciéon mas estrecha con la madre
una vez se forma la placenta.

[57]



Aspectos basicos de la reproduccion en la vaca

Para que los eventos descritos anteriormente se lleven a cabo debe existir, por
un lado, un microambiente en el oviducto y ttero 6ptimos, por el otro, la madre
debe reconocer la presencia del embrién y evitar el rechazo inmunolégico, como
consecuencia de un 50 % de antigenos que le son extrafos, provenientes del pa-
dre. Ademas, en el embridn ocurrira la transcripciéon de importante genes que
decidiran su desarrollo futuro.

El objetivo de este capitulo es presentar a los lectores los eventos celulares, endo-
crinos, morfoldgicos y fisioldgicos durante la implantacion en la vaca, que permi-
ta avanzar en el conocimiento e identificacion de las causas de la muerte embrio-
naria temprana considerada particularmente alta en esta especie.

3.1 Aspectos celulares de la implantacion

La implantacién es un proceso complejo, que comprende una serie de etapas in-
teractivas, que comienzan con la fijaciéon del blastocisto al ttero y termina con
la formacion de la placenta definitiva. Las etapas que intervienen en la implan-
tacion varian entre las diferentes especies animales (Weitlauf, 1994; Tabibzadeh
y Babaknia, 1995). Existe en la actualidad controversia sobre el uso del término
“implantacion’, por cuanto en la vaca no existe una inserciéon o penetracion del
embrion dentro del endometrio como si ocurre en los roedores y primates, por
lo que el término mds adecuado seria el de “adhesion” (Peippo et al., 2011). Sin
embargo, dado que este término todavia no ha sido aprobado por el comité de no-
menclatura reproductiva bovina, en el presente capitulo, se continuara utilizando
el término implantacion.

El éxito de la implantacion depende de la “comunicaciéon” entre el embrion, el
oviducto y el endometrio, y de la sincronia entre el desarrollo del embrién y una
compleja serie de eventos moleculares y celulares inducidos en el ttero por los
estrogenos (E2) y la progesterona (P4) (Harvey et al., 1995). La activacién del
genoma embrionario sucede en el estado de 16 células y es requisito para que
ocurra la implantacion (Artley et al., 1992). Después de la activaciéon menciona-
da, el embridn crece rapidamente hasta el estado de blastocito, se libera de la zona
peltcida y adquiere la capacidad para continuar con las etapas siguientes (Paria
et al., 2001).

Para los propdsitos descriptivos y de estudio, la implantacion se ha dividido en
tres etapas: i) La preadhesion en la que ocurre la elongacién del conceptus, ii)
la aposicién cuando ocurre el contacto celular entre el trofoblasto y el epitelio
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uterino, y iii) la adhesién que corresponde a la etapa final del proceso y termina
con un aumento de la estructura celular de la placenta epiteliocorial (Weitlauf,
1994; Guillomot, 1995).

No se conocen con exactitud los mecanismos que intervienen en la implantacion,
pero hay informacion acerca de la participacion de glicoproteinas de la superficie
celular, moléculas de la matrix extracelular (MEC) y moléculas de adhesion célu-
la-substrato sobre la superficie del blastocito peri-implantatorio y epitelio uterino
(Frazier y Glaser, 1979).

Las anteriores moléculas hacen parte de diferentes sistemas de adhesion celular
y se localizan en la superficie apical de las células epiteliales uterinas donde son
necesarias para la adhesion inicial del embrién, aunque pueden cambiar al mo-
mento de la implantacion.

Dentro de los componentes de la MEC, la laminina aparece tempranamente en
los embriones de raton de dos células y, posteriormente, en las dreas de contacto
entre células en embriones de 8-16 células; el nidogen también aparece en este
periodo (Dziadek y Timpl, 1985). Se ha detectado por inmunohistoquimica, el
colageno tipo III en embriones de 2-4 células en dreas intercelulares. A medida
que se expande el blastocito y se forma el endodermo, aparecen la laminina y en-
tactina en las areas de desarrollo de la MEC (Dziadek y Timpl, 1985).

En la etapa de blastocisto tardio, se expresan en la masa celular interna (MCI) el
colageno tipo IV y la fibronectina, lo que coincide con la formacién de la membra-
na basal temprana. Las integrinas, unas glicoproteinas que regula las interacciones
celulares con la matriz extracelular, han sido implicadas en el establecimiento de la
receptividad uterina en la implantacién (MacIntyre et al., 2002).

Se ha reportado en embriones de raton de 4-8 células, el sistema galactosiltransfe-
rasa/lactosaminoglicano, mediante estudios in vivo la instilacién intrauterina de
compuestos que interfieren con la galactosiltransferasa, inhibieron el proceso de
adhesion e inicio de la implantacion (Weitlauf, 1994).

Otro glicoconjugado con funcién importante en los mecanismos de adhesion ce-
lular, es el heparin/heparan sulfato proteoglicanos. En embriones de ratén, me-
diante tinciones selectivas y componentes de superficie marcados con 1125, se
reconoci6 un anticuerpo dirigido contra éste desde el estado de 2 células hasta el
de blastocito (Dziadek et al., 1985).
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Un evento importante que sucede durante la implantacion, es la reduccion en la
polaridad de las moléculas tanto en la superficie uterina como en el trofoblasto,
lo cual llevé a sugerir que este mecanismo contribuye al proceso de adhesion
(Chéavez, 1990).

Algunos cambios observados alrededor de las células epiteliales, permitieron a
Lunam y Murphy (1983), orientar la investigacion por el citoesqueleto, encon-
trando que los microtubulos estaban implicados en la transformacién apical du-
rante la prefiez temprana. A su vez Luxford y Murphy (1989) mediante tinciones
fluorescentes observaron cambios en los filamentos de actina durante el mis-
mo periodo. La P4 y los Estrogenos tienen efectos opuestos sobre esta proteina
(Luxford y Murphy, 1992b).

Algunas proteinas con la secuencia de tripéptidos RGD (argininaglicina- acido
aspartico), llamadas integrinas, estan comprometidas en la interaccién célu-
la-célula y matrix-célula y cumplen diversas funciones en la migracién celular,
organizacion del citoesqueleto y transduccion de diferentes sefiales (Tabibzadeh
y Babaknia, 1995). Recientemente se identificé una proteina llamada molécula
de adhesion celular vascular 1 (VCAM1) en el lumen y epitelio glandular en los
dias 20-22 de prefiez de la vaca, lo que sugiere que la interaccidn célula a célula
entre el conceptus y las células del epitelio uterino requieren de esta proteina
(Bai et al.,2014).

En el dia 6 de prefiez en ratas, se encontré un aumento en la concentracion de
colesterol en la superficie apical de la membrana plasmatica de las células epite-
liales del utero. Se cree que éste actia como un potente regulador de la permea-
bilidad de la membrana y junto con otros lipidos puede modular la expresion
de proteinas de membrana; sin embargo, son pocos los estudios en este campo
(Murphy, 1992).

3.2 Algunos cambios histoldgicos del ttero y el trofoblasto

Sucedida la fertilizacion, el oviducto provee las condiciones para el transporte
espermatico, la capacitacion, transporte y maduracion del évulo y un medio am-
biente 6ptimo para el clivaje y el desarrollo del zigote (Ellington, 1991). En el ovi-
ducto ipsilateral ocurre un aumento en la amplitud de las contracciones mediado
posiblemente por el ovario o el zigote, la P4 mas que el 17b estradiol controla el
transporte por el oviducto (Wijayagunawardane et al., 1996).
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Al quinto dia de la gestacion, el cigoto ha descendido al utero y su supervivencia
depende de la programacion genética intrinseca, en este momento ocurre la ex-
presion de los genes de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH), ademas la expresion de ciertas anormalidades cromosomicas las cuales
pueden ocasionar la muerte del embrién (Aguilar et al., 1997).

El desarrollo del embrion pre implantatorio, se caracteriza por tres etapas morfo-
légicamente distintas: la compactacion, la cavitacion y la expansion del blastocele,
las cuales requieren de una muy bien dirigida expresion de los genes derivados
de la madre y/o el genoma embrionario. Mediante una transcriptasa reversa en
la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se ha podido analizar in vitro
la transcripcion de importantes genes en el bovino, proceso que comienza en el
estado de 2-4 células (Wrenzycki et al., 1997).

El trofoblasto de los rumiantes ungulados, posee una limitada invasividad (si-
nepiteliocorial) y requiere la migracion de las células binucleadas del corién para
fusionarse con las células epiteliales uterinas, como resultado de la unién célu-
la-célula se forman extensos sincitios entre los tejido maternos y fetales que con-
forman una barrera que empieza a ser poblada por células trinucleadas (Roberts
et al., 1996).

En la vaca en el dia 17 de prefiez, la superficie epitelial del endometrio, se cons-
tituye de células columnares seudoestratificadas y posee una estructura indistin-
guible de un animal no prefiado (King et al., 1981). El epitelio se hace mas regular
en apariencia en el dia 18 comparado con el no prefnado.

Los cambios histologicos del trofoblasto y el epitelio uterino de revestimiento co-
mienzan en la oveja y en la vaca hacia los dias 16 y 18 de la gestacion, respectiva-
mente. Los eventos celulares que marcan el comienzo de la implantacién en las
especies mencionadas, son: i) el cambio del trofoblasto de epitelio simple cuboidal a
uno de 2 a 4 capas celulares cuboidale, ii) la aparicion de las células binucleadas en
el trofoblasto, iii) la adhesion y fusiéon de la membrana celular del trofoblasto con
la del epitelio de revestimiento del utero, iv) la modificacion del tltimo tejido men-
cionado, que cambia de epitelio seudoestratificado a simple plano. La modificacion
del epitelio de revestimiento del utero solamente es evidente inicialmente cerca al
embrién. Después, la modificacion se observa en zonas mas alejadas del embrion.
Hacia el fin de la cuarta semana en la oveja y la sexta en la vaca, aquella ha sucedido
en la mayoria del area ocupada por el conceptus dentro del ttero. (Hernandez, 1971;
Gaviria y Herndndez, 1994; Dlaikan et al.,, 1999). (Figuras 1y 2).
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Mesodermo somatico

Trofoblasto

Epitelio
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Figura 1. Proceso de implantacion: el trofoblasto estd en contacto con el epitelio
uterino de revestimiento. Este se observa modificado, ha pasado de epitelio seudoes-
tratificado a cuboidal simple.

Célula binucleada

Figura 2. 28 dias de gestacion en la vaca. Epitelio uterino modificado (flechas). Los
vasos sanguineos aparecen dilatados debido al método de fijacion (por perfusion).
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Entonces comienza la formacién de los cotiledones de la membrana corioalantoi-
dea, los que penetraran en las cartinculas uterinas para formar los placentomus
o placentomas. Estos crecen y aumenta su numero gradualmente. Tales procesos
todavia contintan a los 60 y 80 dias de gestacion en la oveja y la vaca, respectiva-
mente. Por lo anterior, en sentido estricto, debe entenderse que la placentacion,
tomada como un evento de consolidaciéon morfoldgica y fisiologica de la placenta,
ocurre lenta y gradualmente. Difiere en su cronologia de la implantacion de otras
especies en las cuales el trofoblasto despliega un mayor grado de invasividad,
como por ejemplo en primates y roedores.

Durante la implantacion ocurre el proceso de angiogénesis, el cual se inicia con
la proliferacion de los capilares y culmina con la formacién de una red micro-
circulatoria de arteriolas, capilares y vénulas que son indispensables para el cre-
cimiento y el desarrollo de todos los tejidos placentarios. La angiogénesis com-
prende tres etapas esenciales: i) la fragmentacion de la lamina basal de los vasos
sanguineos existentes, ii) la migracion de las células endoteliales de los vasos al
estimulo angiogénico, y iii) la proliferacion de las células endoteliales (Klagsbrum
y D’amore, 1991).

Los vasos del tejido conectivo se forman a partir de las lagunas angiogénicas (de-
rivadas de las células mesenquimales) del mesodermo esplacnico de la alantoides.
La vascularizacidn es lenta. Su velocidad de formacién es menor en comparacion
con la de crecimiento del conceptus y por ello, aparecen zonas avasculares entre
los dias 16 y 60 de la gestacion aproximadamente. Hacia el dia 28 de la gestacion
de la vaca, aparecen las zonas necroéticas en las extremidades del conceptus (Ji-
ménez y Hernandez, 1982). Entonces, es posible observar en conceptus viables
una zona vascular, una avascular y las areas de necrosis (Hernandez y Rodriguez,
2008). (Figura 3).

-

Ly
13 1 15

Figura 3. Conceptus bovino de 30 dias de gestacion (distancia corona-grupa:1.56 cm).
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Las zonas avasculares se podrian relacionar con un ambiente hipéxico, que es-
timula la angiogénesis. Se ha reportado que la hipoxia “regula en alta” la pro-
duccion de mRNA para el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF)
el cual podria jugar un papel importante en la angiogénesis y estimulacién de
la proliferacion e invasion de las células del trofoblasto. (Taylor et al., 1997). Las
sintasas de 6xido nitrico y el VEGF producidas en el endometrio actiian durante
la implantacién en la oveja, como moduladores de la angiogénesis. Es de anotar
que el trofoblasto también produce VEGF (Rivas et al., 2007).

La abundante presencia de células de Mast en el tejido conectivo subepitelial en el
oviducto y endometrio, sugieren que la histamina puede tener importancia en la
angiogénesis (Pope et al., 1982), aunque su papel en la regulacion de la expresion
de los FC no ha sido determinada (Persson et al., 1997).

Se ha purificado por cromatografia de intercambio idnico a partir del suero y la
leche de bovinos una proteina angiogénica basica, que se une fuertemente a un
inhibidor de la ribonucleasa placental, por ser su actividad angiogénica menor
que la angiogenina se le ha denominado angiogenina-2 (Strydom et al., 1997).

En ovejas, como respuesta a la hipoxia, se ha observado un cambio en la arqui-
tectura vascular y un aumento de la superficie de la absorcién materno-fetal para
garantizar el intercambio de sustancias (Krebs et al., 1997).

No se conoce como el conceptus atrae los capilares maternos, ni cémo manipula
el suministro sanguineo y la estructura endometrial durante la prefiez temprana,
sin embargo, se identificaron numerosos factores de crecimiento (FC) alrededor
del embridn, aunque no se conocen sus funciones (Kane et al., 1992).

3.3 Seiiales moleculares en la implantacion

Antes de que ocurra la fertilizacion, el complejo oocito-cumulus produce pros-
taglandinas PGF2a y PGE2 las cuales son necesarias para la maduraciéon del
oocito, y su produccidon se mantiene por 48 horas después de la fertilizacion. La
fuente de PGs se cree que proviene de la granulosa y junto con la P4 son pro-
ducidas después de la incubacion in vitro; esta producciéon hormonal temprana
parece tener una importante funcidon durante el reconocimiento materno de la
prefiez cuando la PGF2a y PGE2 exhiben acciones opuestas (Gurevich et al,,
1993; Asselin y Fortier 1996).
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En el oviducto del bovino se identificaron los mRNA para TGF-a, TGF-b, PDGF
y bFGF (Watson et al., 1992). El PDGF vy las subunidades de inhibina-A y B se
localizan en regiones especificas del oviducto (Gandolfi et al., 1992b).

La importancia de otras proteinas secretadas por el oviducto y restringidas a cier-
tas areas especificas, ademas de la presencia de varios metabolitos como glucosa,
oxigeno y otros radicales, empiezan a ser evaluados dentro de las complejas inte-
rrelaciones de ese ambiente oviductal y su efecto en el proceso de implantacion
(Bavister y Fischer, 1991). Una ampliacion de estos aspectos puede ser consultada
en el capitulo sobre fisiologia del oviducto.

La secrecion del interferon tau IFN-t por el conceptus bovino entre los dias 15-
30 de la prefiez, es una de las principales sefales durante la implantacion (Naivar
et al., 1995). Este interactia con un complejo receptor uterino, suprimiendo la
secrecion de PGF2a previniendo asi la lisis del cuerpo luteo (CL). Si no hay secre-
cion de IFN-t se presentara un nuevo ciclo estral (Thatcher et al., 1992; Spencer
etal., 1996). (Figura 4).
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Figura 4. Reconocimiento materno de la gestacion: la secrecion de IFN-t por el tro-

foectodermo al dia 12 de la gestacion coincide con la elongacion del blastocito. Esta

serial actiia sobre las células endometriales evitando la expresion de los receptores

de oxitocina, al no ocurrir esto, no hay liberacion de PGF2a por tanto no ocurre
la lutedlisis y el CL de ese ciclo se convierte en el CL de gestacion.
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Estudios de hibridizacion in situ, usando sondas especificas de mRNA encontra-
ron que la expresion del IFN-t se inicia simultdneamente con la elongacion del
blastocisto y se encuentra limitada al trofoectodermo (Thacher et al., 1997; Hue
etal., 2012).

El IFN-t actta en el epitelio uterino en donde suprime la transcripcion de los ge-
nes para los receptores de estrégenos y oxitocina, para interrumpir los mecanismos
luteoliticos como la liberacion de los pulsos de la PGF2a, sin afectar la expresion
del receptor para P4. El mantenimiento de la secrecion de P4 por el CL asegura el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez (Bazer et al., 1997; Bazer et al., 2009).

El IFN-t induce senales secundarias para el mantenimiento de la prefiez, a través
de un cambio en la biosintesis de eicosanoides y citoquinas. Aunque los eventos
moduladores del IFN-t sobre la secrecion de PGF2a estan bien estudiados, toda-
via existen grandes vacios en los mecanismos celulares y moleculares envueltos en
este proceso (Thatcher et al., 1997).

A medida que se ha avanzado en el conocimiento de los mecanismos por los
cuales el IFN-t regula la sintesis de PGF2a, se ha puesto en evidencia que la inte-
rrupcion de su sintesis favorece la produccion de anexinas, como la lipocortina,
que inhibe la actividad de la fosfolipasa A (PLA2). Igualmente, varias quinasas,
fosfatasas y lipasas pueden ser reguladas por el IFN-t para disminuir la sintesis de
PGF2a (Thatcher et al., 1997).

En respuesta a la aplicacion de interferon-t recombinante bovino (rb) IFN-t) en
vacas multiparas, se purificaron tres proteinas endometriales de 8, 16 y 28 kDa
respectivamente (P8, P16 y P28), las cuales se han relacionado con la funcién del
CL y la nutricién y el desarrollo del conceptus (Naivar et al., 1995).

Se cree que una proteina de 16 kDa llamada “proteina de reaccion cruzada ubicua
bovina” (BUCRP) puede estar asociada a la red de citoquinas y las complejas inte-
racciones entre las células epiteliales del estroma y endoteliales en el endometrio,
igualmente se postul6 como un marcador de prefiez temprana en la vaca (Austin
et al., 1996).

En la oveja se han identificado dos glicoproteinas de 57 y 55 kDa llamadas “proteinas
de la leche uterina’, las cuales se sintetizan en grandes cantidades en el epitelio endo-
metrial después de la implantacion. Sin embargo, su importancia bioldgica no se ha
estudiado en detalle (Murray y Sower, 1992).
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Mediante el uso de oligonucleétidos marcados con biotina, se localizé6 un mRNA
que codifica para el receptor de la hormona del crecimiento (GHR) en la masa ce-
lular interna del blastocisto en el dia 6. Dos dias después, hubo cantidades signi-
ficativas de un transcripto para GHR en las células del disco embrionario, lo que
indica la importancia de esta hormona en el desarrollo embrionario temprano
(Kolle et al., 1997).

En estudios posteriores se localiz6 mRNA para el receptor de GHR en el epitelio
uterino, glandulas, vasos y amniocorion desde la sexta semana hasta el término
de la prefiez. Se cree que la GH esta envuelta en el metabolismo de la placenta y
desarrollo embrionario desde el inicio de la prefiez hasta el nacimiento (Kolle et
al., 1997). En este contexto, es interesante anotar que las células binucleadas del
trofoblasto ovino contienen la llamada somatomamotrofina que es una hormona
andloga a la GH vy a la prolactina, dada su constitucién quimica, la cual podria
tener una importancia en el desarrollo del conceptus y de la placenta.

Las hormonas esteroides sintetizadas y metabolizadas por el conceptus bovino,
representan otra sefial que puede estar relacionada con el proceso de reconoci-
miento de la prefiez. Ademas el E2 y la P4 regulan el flujo sanguineo uterino
(Thatcher et al., 1984).

El conceptus bovino en los dias 13,15 y 16 produce P4, testosterona y pequefas
cantidades de estrogenos (Shemesh et al., 1979), que es menor a la producida por
el conceptus del cerdo, el cual se considera la principal sefial de reconocimiento y
mantenimiento de la prefiez.

3.4 Importancia de los factores de
crecimiento durante la implantacion

Los FC han sido implicados en muchas de las complejas interrelaciones durante la im-
plantacion. Estos son polipéptidos que cumplen diversas funciones y ejercen su efecto
biolégico interactuando con receptores de membrana los cuales traducen y retrans-
miten las sefiales al interior de la célula. Dentro de las funciones que se les atribuyen
se encuentran el control del crecimiento, la proliferacion celular, ademas de otras fun-
ciones celulares basicas como la motilidad y la diferenciacion (Granerus et al., 1993).

Se han identificado tres clases de FC que influyen preferencialmente durante el
desarrollo embrionario: el factor de crecimiento asociado a la heparina, factor de
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crecimiento asociado a la insulina (IGF) y el factor transformante de crecimien-
to-f3 (TGF-f3) (Granerus et al., 1993).

El crecimiento del conceptus también es regulado por citoquinas provenientes de
linfocitos, entre ellas el TGF-b en union con el factor de crecimiento trofobldsti-
co basico y el factor inhibidor de la leucemia (LIF) (Hansel, 1997). La expresion
adicional del factor estimulante de colonias- 1 (CSF-1) se ha reportado durante
el periodo preimplantatorio y sobre el trofoblasto a través de la gestacion (Beau-
champ y Croy, 1991).

3.5 Importancia de los esteroides gonadales en la implantacion

El principal miembro de la familia de los estrogenos, el estradiol, forma un com-
plejo con receptores nucleares de alta afinidad, se aumenta la transcripciéon por
la unidén a regiones especificas de los cromosomas, lo que permite un incremen-
to en la sintesis de proteinas especificas que median los efectos biologicos de
la estimulacion hormonal. El E2 estimula la hipertrofia, hiperplasia, actividad
mitotica de las células uterinas y un aumento en la sintesis de acidos nucleicos
(Eriksson, 1994).

El ttero es insensible a la P4 a menos que primero sea expuesto a los estrégenos,
esto ha sido explicado por la estimulacion de sintesis de receptores, aumentando
la capacidad del utero para responder a la P4. La cantidad de receptores a la P4
en el utero de la rata y hamster se ven reducidos considerablemente luego de la
ovariectomia, pero pueden ser restituidos por tratamiento con E2 (Leavitt y Bal-
ha, 1972; Walters y Clark, 1977). El aumento del nimero de receptores a P4 en el
epitelio uterino, puede ser bloqueado por la adicion de cicloheximida y actinomi-
cina D, lo cual indica que en la estimulacion de los receptores, probablemente este
envuelta RNA y sintesis de proteinas.

El E2 también induce un aumento en los receptores para los FC, esto ha sido com-
probado para EGF, IGF-I, TGF-a. Igualmente, se ha encontrado una interrelacion
entre E2, FC y protooncogenes nucleares (Murphy et al., 1987). La induccion de
los protooncogenes c-fos, c-myc y c-jun, ha sido demostrada en el ttero de ratas
tratadas con estrogenos, estos genes pertenecen a la clase de competencia inme-
diatamente temprana y se piensa que su expresion induce la cascada de eventos a
través de la mitosis del ciclo celular (Weisz et al., 1990).
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3.6 Importancia de las gonadotropinas en la implantacion

Los estudios sobre las necesidades hormonales durante la implantacién en ani-
males, revelan que la pituitaria es un 6rgano esencial en este proceso (Bindon,
1969). De las hormonas producidas, solo la LH es necesaria y sus efectos son
mediados por la sintesis de esteroides ovaricos, planteandose que el E2 induce la
implantacién y la P4 mantiene el blastocito y condiciona el endometrio para la
implantacién (Humphrey, 1967).

La hipétesis de la importancia de la LH y su homologo estructural y funcional
la gonadotropina coridénica humana (hCG) en la implantacién, proviene del ha-
llazgo de receptores de LH/hCG en el endometrio y miometrio humano; sin
embargo, estos también se han encontrado en el miometrio de cerdas, conejasy
ratas (Rao y Sanffilipo 1997).

En el bovino la concentraciéon de receptores LH/hCG vari6 durante el ciclo estral
con valores altos entre los dias 15-17 (3.1fmol/mg proteina) y bajos (1.2 fmol/mg
de proteina) entre los dias 2-4 (Friedman, 1995).

La adiciéon de hCG a cultivos in vitro de utero de rata, incrementd el contenido de
P4, posiblemente por un mecanismo dependiente de cAMP. Igualmente, se iden-
tificé un aumento de la ciclooxigenasa entre los dias 15-17, lo que sugiere alguna
importancia en el proceso de lutedlisis (Friedman, 1995).

El aislamiento de transcriptos de 4.3, 3.6, 2.4, 1.8, 1.0 kb en el epitelio glandular
y estroma uterino en humanos y una proteina receptora de 80 kDa que se unié
con 1125-hCG, sugiere que la LH/hCG afecta la diferenciacion celular, ya que la
adicion de hCG altamente purificada, indujo cambios morfoldgicos y funcionales
en las células del estroma, este efecto fue dependiente de la dosis y el tiempo en
presencia de estrogeno y P4 sugiriendo a la vez un efecto permisivo de estas hor-
monas (Han et al., 1995).

A partir de estudios en humanos, se ha podido demostrar que la PGE2 puede in-
ducir la diferenciacion de las células del estroma en presencia de estrégeno y P4,
la produccion local de la PGs ha llevado a sospechar que estas actiian como me-
diadores de otras hormonas primarias como LH y hCG (Rao y Sanfilippo, 1997).
La deteccion de receptores LH/hCG en los vasos sanguineos uterinos, sugiere que
las gonadotropinas tienen efectos directos sobre el flujo sanguineo, funciones que
se habian atribuido por evidencias circunstanciales a E2/P4 (Toth, et al., 1994).
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Esta por esclarecerse si LH/hCG son hormonas primarias que actiian regulando
los niveles de receptores a E2, P4, y/o otras sustancias vasoactivas en los vasos
sanguineos (Rao y Sanfilipo, 1997).

Se ha encontrado que los linfocitos T contienen receptores para LH/hCG, por lo
que se cree que estas hormonas tengan una funcién inmunosupresora durante la
prefiez, evitando de esta forma el rechazo del blastocisto (Rao y Sanfilipo, 1997).
Por otro lado, se conoce que la fuente de LH/hCG no solo proviene de la pitui-
taria, sino que el blastocisto también la produce (Heap et al., 1979). Esto lleva a
pensar que el pico preovulatorio de LH junto con el E2 y la P4 inician la cascada
de eventos endometriales requeridos para la implantacion.

Una estrategia farmacoldgica tendiente a disminuir las pérdidas de mortalidad
embrionaria es el uso de hCG 5 dias posteriores a la inseminacidn, lo que resulta
en un incremento en la sintesis de INF-t y una correlacion positiva con la P4, lo
que favorece un mejor ambiente uterino para el conceptus. El mismo tratamiento
indujo la presencia de CL adicionales los cuales aumentaron significativamente
el nivel de P4 (Kerbler et al., 1997). Es de interés poder demostrar si esta hCG
exogena bajo las mismas condiciones experimentales actia directamente sobre el
endometrio aumentando el nimero de receptores para P4 creando unas mejores
condiciones del ambiente uterino.

3.7 Reconocimiento materno de
la prefiez y rescate del cuerpo liteo

El reconocimiento materno de la prefiez se define como la alteracion de la fisiologia
materna como consecuencia de la sefiales enviadas por el embrion, que advierten su
presencia en el utero, lo que permite prolongar la vida del CL (Spencer et al., 2004).
Los cambios en la funcién materna son mediados por las sefiales del conceptus y
potencialmente incluyen la deteccién de antigenos por el sistema inmune materno
(Hansel, 1997). Durante la prefiez ocurre una inmunosupresion con una reduccion
en la expresion de las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC
por sus siglas en inglés) ocasionada por el trofoblasto, que permite el reclutamiento
de macrofagos al utero preiiado y una modulacion de los genes relacionados con la
inmunidad en respuesta a la presencia del conceptus (Olivera et al., 2012).

Una respuesta inmune inapropiada puede rechazar el conceptus; sin embargo,
esta es bloqueada en parte por una reducida expresion del MHC.
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Concurrentemente, se requiere un microambiente uterino para que los tejidos
maternos y el trofoblasto secreten moléculas inhibidoras de linfocitos que redu-
cen la reactividad inmune (Hansel, 1997).

El MHC contiene varios genes y se ha divido en tres regiones: clase I, Il y III. Las
moléculas Iy IT son glicoproteinas integradas a la membrana y estan envueltas en
interacciones moleculares de inmunidad celular. El CMH en el bovino se deno-
mina antigeno leucocitario (BoLa) y se encuentra localizado en el brazo corto
del cromosoma 23 (Aguilar et al., 1997).

El conceptus bovino es alogénico a la madre y la expresion de serotipos de anti-
genos clase I del MHC provenientes de los padres se han detectado en embriones
de 7 dias (Templeton et al., 1987). Durante la prefiez tardia y media, la expresion
de estas moléculas contintia sobre el epitelio coridnico e interplacentomas, pero
ausente de los vasos corionicos del cotiledén (Low et al., 1990).

Estudios del patrén de localizacion de las proteinas del MHC en la placenta bovi-
na, indican que existe una “regulacion en baja” en la expresion de estas moléculas
lo que es importante para la sobrevivencia fetal (Hansel, 1997).

Tres moléculas producidas por el trofoblasto inhiben la funcién de los linfocitos T
en cultivo. La PGE2 puede inhibir la proliferacion a concentraciones menores de
10- 8 M, el IEN-t la que ademas induce el incremento en la produccion de la protei-
na-2 quimoctactica de granulocitos y una proteina inmunosupresora de ~ 800.000
de PM que contiene lactosaminoglicano (Hansel, 1997).

La P4 por si misma es inhibitoria de los linfocitos (Low y Hansel, 1988); sin em-
bargo, las concentraciones requeridas son mucho mas altas que las que se en-
cuentran en sangre y placenta, por lo que se cree que induce la sintesis de otras
moléculas uterinas que tienen mayor actividad (Hansel, 1997).

Tres proteinas especificas de prefez estan envueltas en el RMP, la proteina B espe-
cifica de prefiez (PSP-B) o PAG-1 la cual se encuentra localizada en los granulos
de las células binucleadas de la capa externa de la placenta. El mRNA para PAG-1
se expresa en forma abundante poco antes de la implantacion hasta la gestacion
a término; su potencial como prueba diagnostica de prefiez se ha hecho evidente
(Roberts et al., 1996).
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Otra proteina conocida como PSP60 y las glicoproteinas asociadas a la prefiez bovi-
na (bPAG) son indicadoras del crecimiento y actividad remodeladora del trofoblas-
to, por tal razon, la determinacién de sus niveles en el flujo sanguineo materno se
utiliza para predecir la salud fetal y de ayuda en la deteccion de anormalidades pla-
centarias, mortalidad embrionaria o aborto (Ectors et al., 1997; Martal et al., 1997).

A pesar de considerarse el RMP esencial para la sobrevivencia del embrién y de
la especie, se cree que estos mecanismos no se conservan durante la evolucion
(Niswender et al., 1994).

Un marcado incremento en las tasas de mortalidad embrionaria, se ha observado
entre los dias 7-10 posinseminacion en épocas de verano (Ryan et al., 1993), tam-
bién se ha observado una disminucién en el peso del conceptus y el CL en vacas
expuestas a estrés por calor los dias 8-16 de la gestacion (Biggers et al., 1987), estos
hallazgos coinciden con la fase de RMP y se cree que ocasionan una disminucion
en la secrecion de IFN-t.

3.8 Formacion de la placenta

No existe una clara diferenciacion entre el momento en que finaliza la implanta-
cion y el comienzo de la formacion de la placenta, pero en ambos casos un deno-
minador comun es la invasion del epitelio endometrial en aquellas especies que
poseen trofoblasto invasivo (Rao y Sanfilippo, 1997). Las nuevas investigaciones
sobre las caracteristicas morfoldgicas de la placenta de la vaca, la clasifican como
“cotiledonaria sinepiteliocorial” y su formacion completa ocurre entre los 40-50
dias de gestacion (Peter, 2013). La antigua denominacion de “sindesmocorial”
que estuvo basada en el mal entendido concepto del nimero y forma de capas
histoldgicas entre la circulacién materno fetal, no es apropiada en la actualidad
(Peter, 2013).

Se conoce mas recientemente, que durante el proceso de formacion de la placenta
no hay pérdida del epitelio uterino, lo que ocurre durante la aposicion del tro-
foectodermo al epitelio uterino es una modificacion del epitelio y la formacion de
extensos sincitios maternofetales hibridos que son colonizados por la migracién
de las células gigantes binuleadas del trofoblasto (Peter, 2013).

La placenta cumple importantes funciones durante la prefiez, fisicamente, fija el
feto al atero, transporta nutrientes de la circulaciéon materna al feto, excreta me-
tabolitos fetales dentro del compartimento materno, modula inmunolégicamente
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la aceptacion materno del semiinjerto fetal y produce hormonas que regulan los
organos fetales y maternos (Jerome et al., 1996). Figura 5.

Figura 5. Gestacion de 54 dias en la vaca (distancia corona-grupa: 6.9 cm).

Ademas de la cantidad de hormonas que produce, la placenta es capaz de sinte-
tizar un amplio nimero de proteinas, factores de crecimiento, citoquinas y otras
moléculas bioactivas. Las hormonas producidas, pertenecen a la familia de la pro-
lactina/hormona del crecimiento (GH/PRL), lactgeno placental (PL) y proteinas
relacionadas a la prolactina (PRP), sus funciones no han sido claramente determi-
nadas, pero existe evidencia de su importancia en la modulacién del metabolismo
fetal y materno (Anthony et al., 1995).

Diferentes fenotipos de células del trofoblasto conforman la placenta, las cuales
cumplen funciones especializadas (transporte/intercambio, endocrinas), en algu-
nas especies las funciones son combinadas, mientras en otras son realizadas por
diferentes fenotipos (Jerome et al., 1996).

La placenta estd posicionada para utilizar los precursores de esteroides aportados
por la madre y el feto, existiendo una fuerte evidencia de que la placenta participa
en un dialogo mediado por los esteroides entre la pituitaria materna, los ovarios y
la corteza adrenal fetal (Jerome et al., 1996).
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Existe controversia en los rumiantes, sobre la capacidad esteoidogénica de las cé-
lulas de la placenta, algunos autores la atribuyen a las células binucleadas (Woo-
ding, 1992), mientras otros han encontrado enzimas como la P450 en células mo-
nonucleadas (Ben-David y Shemesh 1989).

Las células binucleadas, producen el LP ovino o bovino y lo secretan a la circulacion
materna migrando y fusionandose con el sincitio o epitelio endometrial, siendo las
cantidades liberadas distintas entre estas especies, asi como la deteccién en la circu-
lacién materna (Anthony et al., 1995).

La funcién ovérica puede ser modulada por el LP en forma directa o indirecta, el
uso de rbLP increment¢ el tamano del CL, aumentando las concentraciones de P4
plasmaticas, lo que demuestra que este se une a la membrana del CL. Un mRNA
producido por el conceptus bovino al dia 17 sugiere una accién local del bLP so-
bre el utero y la funcién ovarica (Mattew et al., 1994).

Durante la gestacion temprana la placenta puede convertir colesterol a pregneno-
lona y dehidroisoandosterona a estrégenos. La pregnenolona es facilmente con-
vertida a P4 por la gran abundancia de 3b-ol-dehidrogenasa- D5- D4 -isomerasa
en el tejido, la P4 es transportada al feto y la mayor parte termina en el comparti-
mento materno como pregnanediol en la orina. En el compartimento fetal la P4
sirve como precursor para muchos D4- 3- ketoesteroides, cuyo principal miem-
bro es el cortisol (Solomon, 1994).

La principal proteina producida por las membranas corioalantoideas bovinas ha
sido identificada como carboxil-propeptido o alfa-1colageno tipo III; su expre-
sion solo ocurre después del dia 21 que coincide con el desarrollo de la alan-
toides, la cual se fusiona progresivamente con el corién para formar la placenta
corioalantoidea (Shang et al., 1997).
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