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RESUMEN

Usando una prueba inmunohistoquímica, se calculó el porcenta-
je de células mesenquimales de la alantoides ovina que expre-
saban el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)
y dos isoformas de la Óxido Nítrico Sintasa endotelial (eNOS) e
inducida (iNOS), y el número de vasos sanguíneos en la gesta-
ción inicial. Mientras que los porcentajes de VEGF, iNOS y
eNOS disminuyeron drásticamente entre los 28 y los 35 días de
gestación, el número de vasos sanguíneos aumentó (P < 0,01).
Existieron diferencias significativas entre los animales de una
misma edad de gestación, para el porcentaje de VEGF, porcen-
taje de las NOS y número de vasos sanguíneos (P < 0,01), lo
cual podría indicar la participación de un factor genético deter-
minante de la vasculogénesis, como ocurre en otras especies.
No toda la población de las células mesenquimales es utilizada
en la vasculogénesis. No se encontró expresión de VEGF en el
trofoblasto, mientras que las dos isoformas de NOS mostraron
diferente reacción inmunihistoquímica, siendo más intensa la
reacción observada de eNOS que la de iNOS. En conclusión,
para que el proceso de vascularización sea exitoso se requiere
de la expresión de VEGF, y de dos isoformas de la NOS, las
cuales al ser estimuladas por el VEGF, provocan la liberación
de óxido nítrico, para potenciar la acción del factor angiogénico
favoreciendo la viabilidad de los embriones.

Palabras clave: Óxido nítrico sintasa, VEGF, vasculogénesis,
oveja, alantoides, implantación.

ABSTRACT

The number of blood vessels and the percentage of allantoic
mesenchymal cells immunochemically expressing vascular en-
dothelial growth factor (VEGF), induced nitric oxide synthase
(iNOS) and endothelial nitric oxide synthase (eNOS) were cal-
culated during early gestation in sheep. The percentages of
VEGF, iNOS and eNOS drastically diminished between 28 and
35 d of gestation, and the number of blood vessels augmented
(P < 0.01). There were statistically significant differences
among animals at the same gestational age for all calculated
values, which might imply a genetic influence for vascular de-
velopment, as reported in other species. The whole population
of mesenchymal cells does not participate in vasculogenesis.
There was not trophoblastic VEGF expression, but eNOS was
more intensely expressed than iNOS. In conclusion, in order to
have a successful vascular development in the allantois it ap-
pears that VEGF, iNOS and eNOS must be expressed which
could provoke liberation of nitric oxide thus enhancing the
angiogenic factor function, to favour embryonic viability.

Key words: Nitric oxide synthase, VEGF, vasculogenesis,
sheep, allantois, implantation.

INTRODUCCIÓN

El mantenimiento de la preñez depende en gran parte
del intenso crecimiento y formación de nuevos vasos sanguí-
neos (angiogénesis), asociados con el desarrollo de una efi-
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ciente interfase materno-fetal. Algunas citoquinas y factores de
crecimiento modulan el crecimiento trofoblástico y sus funcio-
nes [25]. La angiogénesis es un proceso estrictamente regula-
do por inductores extracelulares, que estimulan la migración y
proliferación de las células endoteliales, aunque hay otras mo-
léculas que contrarrestan este efecto. Cambios en el balance
relativo entre inductores e inhibidores activan “el interruptor
angiogénico”, para estimular las moléculas que modulan la
maduración de los nacientes vasos sanguíneos [3]. Existe un
acervo bibliográfico importante en relación con el desarrollo
vascular durante la segunda mitad de la gestación [2, 23], pero
es escaso en relación con la producción del factor o factores
de crecimiento (VEGF) responsables de la angiogénesis du-
rante la implantación en la oveja. El VEGF es el que tiene
(aparentemente) mayor participación en la angiogenesis [26],
aunque también se ha demostrado la participación de las an-
giopoietinas después de la implantación [9].

El VEGF en la oveja es un péptido de 164 aminoácidos
[6] que actúa como potente factor angiogénico, mantiene la in-
tegridad del endotelio y es importante en el desarrollo placen-
tario [5]. El VEGF es un mitógeno específico de las células en-
doteliales vasculares, promueve la neovascularización in vivo
[16], y regula el crecimiento y permeabilidad de los vasos san-
guíneos [10].

El desarrollo vascular está controlado, a través de la
participación del VEGF, por acción de la progesterona y los
estrógenos [17]. La vascularización alantoidea todavía es in-
completa a los 35 días de la gestación y existe gran variabili-
dad en su grado de desarrollo en los diferentes individuos.
Por otro lado, una de las características clave para determi-
nar la muerte embrionaria en la oveja, es la ausencia de va-
sos sanguíneos en la alantoides [7]. Por lo tanto, la mayor o
menor expresión de VEGF en la alantoides puede estar co-
rrelacionada con el proceso de muerte o supervivencia em-
brionaria. No hay reportes en la literatura acerca de la pre-
sencia de VEGF en la alantoides en ovinos durante la implan-
tación y de las posibles fluctuaciones cuantitativas en diferen-
tes etapas y zonas de la alantoides.

El presente trabajo se diseñó para determinar la presen-
cia de VEGF, de la iNOS y la eNOS en la alantoides ovina du-
rante la implantación en la oveja, así como la cantidad de va-
sos sanguíneos en la alantoides y las diferencias individuales
y variaciones en cuanto al grado de expresión de VEGF, de
iNOS y eNOS de acuerdo con la edad de gestación y zonas
alantoideas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron doce hembras ovinas mestizas clínicamen-
te sanas, en buen estado nutricional; las ovejas, se sacrifica-
ron por sangría previa insensibilización en los días 20 (n = 4),
28 (n = 4) y 35 (n = 4) de la gestación y mantenidas en obser-

vación durante dos ciclos estrales. El estro fue detectado por
observación directa (dos veces al día), usando un macho cau-
doepidectomizado provisto de un chaleco marcador. El servi-
cio fue por monta natural de un carnero entero, luego de de-
tectado el celo. Se tomó como día primero de la gestación, el
día siguiente a la monta natural.

Los úteros recolectados dentro de los 5 minutos siguien-
tes al sacrificio, fueron fijados por perfusión con glutaraldehido
(solución al 1,5% de pH 7,0) a través de las arterias uterina
media y vaginal y luego fijados en formalina tamponada al
10% por más de 24 horas.

Se realizaron cortes consecutivos del saco corioalantoi-
deo de aproximadamente 2 cm cada uno, a lo largo de la lí-
nea media dorsal del mismo, de tal manera, que se abarcó
toda la extensión del conceptus en el plano mencionado. Los
cortes fueron procesados para inclusión en parafina, obte-
niendo posteriormente secciones de 5 micrómetros de grosor.
Ellos fueron colocados sobre láminas portaobjetos prepara-
das previamente con el adhesivo tisular Poli-L-Lisina y proce-
sados para análisis inmunohistoquímico por medio de la téc-
nica Avidin-Biotin-Peroxidasa, usando un anticuerpo contra
VEGF, y otro contra NOS de tipo endotelial e inducible
(eNOS y iNOS; Sigma, Inc.) los cuales revelan la presencia
de las moléculas en los tejidos. Como control positivo para
VEGF y las NOS se usaron cortes de piel y de aorta fetal.
Para la cuantificación de vasos sanguíneos alantoideos, se
usaron cortes vecinos a los empleados para inmunohistoquí-
mica y una coloración estándar con hematoxilina y eosina. Se
obtuvieron como parámetros de evaluación: a) porcentaje
VEGF, células con marcación observadas, en relación con to-
das las células mesenquimales de la alantoides presentes en
todos los cortes obtenidos, utilizando el objetivo de 100 X. b)
Porcentaje de iNOS: porcentaje de células con marcación, en
relación con todas las células alantocoriónicas presentes en
todos los cortes obtenidos, utilizando el objetivo de 100 X. c)
Porcentaje de eNOS: lo mismo que para iNOS; d) número de
vasos alantoideos: el total de vasos sanguíneos presentes en
todos los cortes preparados de la alantoides, para obtener el
número de vasos por corte histológico.

Se hizo una observación a fin de detectar células trofo-
blásticas inmunoreactivas para VEGF o para las isoformas de
NOS.

Se utilizó estadística descriptiva para análisis de los re-
sultados en las diferentes variables: zona histológica (cada
corte longitudinal es una zona histológica) y día de implanta-
ción, pruebas t-student para comparación de medias indepen-
dientes, así como un análisis usando el procedimiento ANAVA
de un diseño para determinar diferencias de número de célu-
las productoras de VEGF, de NOS así como la diferencia en el
número de vasos alantoideos entre las variables subsectores
histológicos y los días de implantación con un procedimiento
sistematizado [20].
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La marcación de las tres moléculas estudiadas se hizo
más evidente en las zonas aledañas del embrión, en donde
además, se detectó una mayor densidad vascular, en compa-
ración con lo que se observó en las zonas alejadas del mismo.

No se observó inmunomarcación para VEGF en el trofo-
blasto en ninguna de las muestras analizadas, mientras que
las dos isoformas de NOS mostraron alguna reacción, siendo
eNOS más fuerte que iNOS.

Se hallaron diferencias significativas para porcentaje de
VEGF, porcentaje de iNOS y eNOS y en cuanto al número de
vasos alantoideos entre animales en un día determinado de
gestación (P < 0,01). Hubo diferencias significativas en el por-
centaje de VEGF, porcentaje de NOS y el número de vasos
alantoideos entre las zonas histológicas (cada zona es un cor-
te histológico) de un animal en un día de gestación determina-
do (P < 0,01). En las extremidades del saco corioalantoideo,
no se encontró expresión de VEGF, ni de NOS, ni tampoco va-
sos sanguíneos en los días 28 y 35 de gestación, mientras que
en las muestras tomadas de animales en el día 20 de la gesta-
ción, la expresión de VEGF y NOS estuvo presente pero en un
porcentaje muy bajo. El número de vasos presentes en esta
zona histológica durante el día 20 fue muy reducido.

Los porcentajes de expresión de VEGF y de iNOS y
eNOS disminuyeron significativamente a medida que la gesta-
ción avanzaba (P < 0,01). El día 20 para el porcentaje de
VEGF se obtuvo un promedio de 41,74 ± 11,73; a los 28 de
24,20 ± 10,86 y a los 35 de 3,0 ± 7,02. Para el día 20 se obtu-
vo un promedio de 38,96 ± 8,02; a los 28 de 22,89 ± 11,82 y a
los 35 de 2,3 ± 4,51 en el porcentaje de eNOS. Los porcenta-
jes de iNOS encontrados fueron para el día 20 de 42,28 ±
7,02; el día 28 de 25,05 ± 10,82 y el día 35 de 2,6 ± 3,01 (TA-
BLA I). Estos resultados de ONS coinciden con los reportados
para ratas cuya expresión fue mayor del día 4 al 10 de gesta-
ción [13].

Para el número de vasos alantoideos, se detectaron di-
ferencias significativas al comparar los valores obtenidos en
las 3 edades de gestación, observándose claramente un au-
mento con el avance de la gestación (P < 0,01; TABLA I).

Aunque hubo correlación positiva entre los porcentajes
de VEGF y de las dos isoformas de NOS (r = 0,70; P < 0,05),
el porcentaje de marcación de eNOS fue ligeramente más bajo
que el porcentaje de iNOS y VEGF.

Dadas las diferencias individuales halladas en relación
con los parámetros estudiados en animales de una misma
edad de gestación, es posible postular que hay un trasfondo
genético en el proceso de vasculogénesis alantoidea.

La expresión de ambos alelos del gen que codifica para
VEGF es necesaria para lograr la respuesta angiogénica [10,
26]; además, las secuencias de NOS sugieren que las tres iso-
formas, son producto de diferentes genes, aunque al comparar
las secuencias de cerebro de rata y bovino se encuentra un
principio común derivado del mismo gene [18]. Estas afirma-
ciones podrían explicar en parte las diferencias entre indivi-
duos encontradas en el presente estudio, ya que la expresión
genética de determinados alelos puede variar en cada indivi-
duo. Esto podría indicar que hay individuos que tienen una
constitución genética ventajosa para sobrevivir en el útero. El
VEGF aparece como un factor importante en la angiogénesis,
por cuanto se ha comprobado que es el único que al ser inte-
rrumpido su funcionamiento en ratones, ocasiona una pérdida
embrionaria [26]. Existe un trastorno en la vascularización en
embriones heterocigotos o VEGF deficientes +/- que se acen-
túa en los homocigotos VEGF deficientes [4, 15, 21]. En el cer-
do se ha propuesto que una mayor expresión del VEFG podría
ser indicativo de una mayor eficiencia vascular en relación con
el intercambio placentario [27].

Dado que la inmunomarcación para VEGF en el trofo-
blasto estuvo ausente, es posible que la vasculogénesis alan-
toidea, esté dependiendo principalmente, en cuanto a la pro-
ducción de VEGF, de la expresión genética del embrión, al
menos durante el lapso estudiado.

Durante el periodo de la gestación estudiado, no toda la
población de células mesenquimales disponibles en la alantoi-
des sería utilizada para la formación de vasos sanguíneos, lo
cual es más evidente hacia las extremidades del conceptus.
La mayor densidad vascular de las zonas vecinas al embrión
podía tomarse como un mecanismo que garantiza una eficien-
cia respiratoria en las áreas aledañas al embrión. Sin embar-
go, no aparecen en la literatura estudios que determinen en
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TABLA I
PORCENTAJE DE MARCACIÓN DE VEGF, INOS, ENOS Y NÚMERO PROMEDIO DE VASOS SANGUÍNEOS EN LA

CORIOALANTOIDES DE LA OVEJA, DE ACUERDO CON LOS DÍAS 20, 28 Y 35 DE GESTACIÓN (DG) (X ± DE) / PERCENTAGE
OF EXPRESSION VEGF, INOS, ENOS AND NUMBER AVERAGE OF BLOOD VESSELS IN THE CHORIOALANTOIC,

IN ACCORDANCE WITH THE DAYS 20, 28 AND 35 OF GESTATION (DG) IN SHEEP (X ± SD)

EG % VEGF % iNOS % eNOS Nº de vasos

20 41,74 ± 11,73a 42,28 ± 7,02 a 38,96 ± 8,02 a 23,73 ± 4,19 a

28 24,2 ± 10,86 b 25,05 ± 10,82 b 22,89 ± 11,82 b 32,16 ± 11,49 b

35 3,0 ± 7,02 c 2,6 ± 3,01 c 2,3 ± 4,51 c 51,62 ± 3,6 c

Las letras disímiles, denotan diferencias entre edades de gestación (P < 0,01). X = promedio. DE = Desviación Estándar.  ED = edad de gestación.



que momento se inicia el intercambio de gases respiratorios
en la placenta ovina, si bien el corazón del embrión comienza
a latir antes del día 20 de la gestación.

El presente trabajo corroboró desde el punto de vista mi-
croscópico, hallazgos macroscópicos previos realizados en
ovinos [7] y bovinos [8]. En vacas, se ha comprobado que la
vascularización de las membranas extraembrionarias durante
la implantación aumenta con la edad de gestación [8], lo que
se confirma en el presente estudio. En etapas posteriores de
la preñez, en la oveja, también hay un incremento significativo
de la vascularización alantoidea [6]. La presencia de las dos
isoformas de NOS puede relacionarse con la expresión de
VEGF en los tejidos estudiados, ya que se ha demostrado en
caninos que el VEGF depende del óxido nítrico en las arterias
coronarias para ejercer sus funciones y que puede activar a
las NOS ubicadas en las células endoteliales, para que ejer-
zan una acción de relajación [22]. En la placenta ovina, la par-
ticipación de la NOS en la angiogénesis ha sido demostrada
[12, 28], siendo posible pensar que tanto VEGF como las NOS
interactúan en el proceso de vascularización del embrión y de
sus membranas, lo que coincide con lo reportado en ratones
[11], así como en ovinos y bovinos [29], donde también se de-
mostró el papel del ON en la implantación, en estas dos últi-
mas especies se demostró in vitro que el ON tiene un efecto
luteotrópico al aumentar la PGE2.

Se ha sugerido que la muerte celular de las extremida-
des alantocoriónicas en ovinos que se observa hacia los 22
días de la gestación podría deberse a isquemia [7], lo cual co-
rroboraría lo encontrado en el presente trabajo.

La disminución en el porcentaje de VEGF y de NOS
podría implicar que existen otros factores que cobrarían ma-
yor importancia en la vasculogénesis con el avance de la
gestación, pues en zonas comparables del conceptus a los
35 días de gestación, hay menor número de células inmuno-
positivas para VEGF y NOS que a los 20 o 28 días. Dicha
disminución podría indicar una interacción entre las molécu-
las mencionadas.

Además, puede ser indicativo de la participación de
otras moléculas en la vasculogénesis alantoidea. Entre ellas,
el factor de crecimiento placentario, de la familia del VEGF que
se expresa en el trofoblasto humano con posible acción para-
crina en el endometrio [22]. Otras moléculas serían las angio-
poietinas y el factor activador de las plaquetas, aunque esta-
rían actuando en la gestación más tardíamente, cuando se de-
sarrolla la pared vascular, en consonancia con otra serie de
factores [24].

En el presente trabajo no se encontró expresión de
VEGF en el trofoblasto, lo cual concuerda con lo hallado por
Clark y col. [5], quienes a su vez reportan que los resultados
son variables. Se encontró reacción de ambas isoformas de
NOS en el trofoblasto aunque en cantidad e intensidad menor
que en el mesodermo esplácnico, lo que concuerda con los

hallazgos previos [14]. Esto podría implicar que la vasculogé-
nesis alantoidea, durante el lapso estudiado, depende en alta
proporción de la expresión genética del embrión, más que del
control materno. En el trofoblasto humano, sin embargo, se ha
reportado un papel del VEGF en la proliferación del menciona-
do epitelio [1].

Existe un mecanismo de control de la acción del VEGF,
mediante la expresión de un antagonista específico [3, 5], lo
cual podría explicar las diferencias zonales aquí encontradas,
así como la disminución en la expresión de VEGF con el avan-
ce de la gestación.

El aumento de la vasculogénesis en la alantoides en la
oveja entre los días 20 y 35 de la gestación, puede explicarse,
al menos en parte, por la expresión del VEGF en las células
mesenquimales. Sin embargo, no deben descartarse los me-
canismos de control en este proceso que pueden ser ejercidos
por otros tejidos. En rumiantes se considera que la producción
de factores angiogénicos iniciales está a cargo de la parte ma-
terna de la placenta, siendo este tejido el que podría dirigir la
vascularización, y los factores antiangiogénicos serían produ-
cidos por el tejido placental fetal [19]. En las ovejas, la activi-
dad mitógena de las células endoteliales es producida por el
endometrio únicamente durante la preñez temprana, que es un
período durante el cual ocurre el más dramático crecimiento
vascular endometrial. Aunque se sabe que la actividad mitóge-
na endotelial depende de una molécula con masa molecular
relativamente alta (100 kDa) y que es muy lábil, ésta no ha
sido caracterizada; sin embargo, existen estudios en los cua-
les se identificaron los mitógenos producidos en el endometrio
ovino en las células endoteliales y en las células 3T3 durante
la preñez temprana [26]. También se ha reportado que la pro-
ducción de esta actividad mitógena endotelial es mayor en el
día 24 de gestación, y que está relacionada inmunológicamen-
te con el Factor de Crecimiento Fibroblástico. Se ha reportado
la presencia del VEGF en cantidades importantes en los teji-
dos fetal y placental en los días 24 y 120 de preñez por medio
de estudios inmunohistoquímicos [30].

CONCLUSIONES

La viabilidad de los embriones es favorecida por un ade-
cuado proceso de vascularización el cual requiere de la expre-
sión de VEGF, y de dos isoformas de la NOS, las cuales al ser
estimuladas por el VEGF, provocan la liberación de óxido nítri-
co, para potenciar la acción del factor angiogénico.

La formación de vasos sanguíneos en la alantoides, en-
tre los días 20 a 35 de la gestación, presenta diferencias entre
individuos y en general, no es similar en las diversas zonas de
la alantoides; es mayor en las zonas aledañas al embrión y
menor hacia las extremidades del saco corioalantoideo.

Es posible que a partir de los 35 días de la gestación se
produzca la participación de otras moléculas, diferentes al
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VEGF, iNOS y eNOS, en la vasculogénesis corioalantoidea, lo
cual necesita mayor investigación.
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