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Vasculogénesis en la vellosidad placentaria humana de nueve
semanas
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RESUMEN

Perturbaciones en el desarrollo vascular placentario
demostrado por reducida ramificacién capilar vellosa y
alteraciones en la expresion de factores angiogénicos
han estado asociados con aborto, preeclampsia, retardo
del crecimiento intrauterino y diabetes. Esta influencia
negativa sobre el desarrollo fetal amerita el estudio
urgente y detallado de la formacién de vasos
intravellositarios mediante técnicas de hematoxilina-
eosina. Especimenes fueron tomados de un aborto,

terapéutico de nueve semanas de gestacion exactamente

fechada segln fecha de ultima menstruacién y datos
ultrasonogréaficos.

Los resultados revelan vellosidades intermedias

por debajo del trofoblasto donde se destaca la formacién
de vasos.

En conclusién tres mecanismos como vasculogénesis,
angiogénesis y replicacion celular endotelial se presumen
estar activos en esta semana de gestacion.
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SUMMARY

Disturbances in the placental vascular development
demonstrated by reduced fetal capillary branching and

inmaduras, troncales y numerosos macréfagos. Se observo ajterations in the expression of angiogenic factors have

el proceso de vasculogénesis desde la transformacion de
células mesenquimales a células hemangioblasticas
productoras de células endoteliales, de los primitivos
tubos capilares. Se observaron espacios claros entre dos
o tres de estas Ultimas células que indican la formacién
de la futura luz del vaso. Cuatro tipos celulares parecen
participar en la formacion de vasos: mesenquimales,
macrdfagos, hemangiogenéticas y precursores de pericitos
identificados por su ubicacion. Las vellosidades troncales
mostraron vasos con eritrocitos nucleados cuyas paredes
estan formadas por células musculares lisas.

Estos tubos luminizados se observan en la periferia de
lavellosidad y contienen formas inmaduras de eritrocitos.
Ocasionalmente se observaron tubos primitivos
ramificados. A veces eritrocitos nucleados flotan en el
estroma. Con frecuencia células reticulares del estroma
adoptan una forma de “C” cerca a varios macrofagos y
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been associated with aborts, preeclampsia intra uterine
growth retardation and diabetes. This negative influence
on fetal development has raised urgent demand for a
better knowledge of the formation of intravellous vessel
by stains of hematoxiline-eosine. Especimens were taken
from an therapic abort of nine weeks of gestation with
exact clinic and ultrasonographic date. The findings
reveal immature intermediate villi, stem villi and
numerous macrophages. Vasculogenesis from
transformation mesenchymal cells to haemangiogenetic
cell that produce endothelial cells of primitive capillar
tubes was observed. Clear spaces between two or three of
these later cells indicated the lumen of the vessel. Four
types of cells could be observed: mesenchyrnal, Hofbauer
cells, haemangiogenetic and presumptive pericytes. Stem
villi demonstrated vessels, with nucleated erythrocytes,
and vessels walls appeared formed by smooth muscle
fibers. Short capillar tubes were observed lumenized
with nucleated erythrocytes near to trophoblast.
Sometimes these were seen isolated in the stroma.
some cases stromal reticular cells take the feature of “C”
cells. Inconclusion, three mechanisrns as vasculogenesis,
angiogenesis and replication of endothelial cells are
presumptive of being active in this week (9).

In
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INTRODUCCION maternal (6). Esta influencia negativa sobre el
posterior desarrollo fisico y mental del neonato
El proceso formativo de capilares por dife- Provoca unimpacto socioeconémico tremendo que
renciacion de células mesodérmicas en células amerita el entendimiento urgente de los mecanismos
endoteliales, en el estroma vellositario, se conoce de lavasculogenesisy los factores que la provocan.
como vasculogénesis (1). La angiogénesis o Evaluarcon microscopia de luz sidurante lanovena
ramificacion del capilar ya formado segdn este Semana del desarrollo se observan algunas de las
mecanismo constituye un proceso distinto cuya etapas de la vasculogenesis temprana en el estroma
biologia celular y molecular no es motivo principal de la vellosidad y discutir sobre los factores que la
de este trabajo. El inicio y posterior desarrollo de aféctan es el propdsito de este trabajo.
estos vasos, por vaculogénesis, ha sido muy poco
estudiado a diferencia de su estructura o arquitectura MATERIAL Y METODOS
ampliamente descrita. Una problemética originada
en esFe tipo de estudio ha sido la obtencion de Especimenes de placenta obtenida de nueve
especimenes con la fecha exacta del embarazo n0gemanas de embarazo normal interrumpido por
disponiéndose d'e datos seguros en la serie analizada, o rtq legal y cuya fecha de embarazo fue
(2). Eluso de primates no humanos (3) COmo monos yeterminada por fecha de Gltima menstruacion
Rhesus (Macaca mulatta) ha permitido complementar (FUM), ultrasonografia y datos por anamnesis fueron

algunos datos y llevarnos a confirmar que Ia qcesados con las técnicas de hematoxilina-eosina
vasculogenesis placentaria en humanos y en el yo rytina. 25 laminas con mas de 2 000 secciones
macaco es muy similar (1). La serie mas completa, { ansversales de vellosidades fueron analizadas. El

E.reszntfgd% por ngldr y (|:|0|' ((jl)’ con 3S?SC|menlels material procede de una paciente quien sin percatarse
'eg Jefinidos segun deta ez e etapa de d.esarro' O de su gravidez recibié dosis de la vacuna contra el
embrionario como nimero de somitas o distancia garampion. Las vellosidades corresponden a

craneo-rabadilla, adolece de la observacion de \q|gsidades troncales e intermedias inmaduras

algunas s'emanc?sa Esta s;freallzo con el eSfue_rZOddeobservadas con el objetivo de 40X normal y el 62X
varias universidades en diferentes paises teniendo , anapocromatico.  La ubicacién del inicio de la

que confiar en datos provenientes de la anamnesis Oyasculogénesis y la formacién del primitivo tubo

la clinica. En ella no se mostraron micrografias de aqcyjar: asi como la participacién de otras células
la semana 9. Ademas se afirmé que durante el ocqniradas en la matriz extracelular del estroma de
periodo denominado de “Etapas tardias”, desde el |5 \gosidad, fueron minuciosamente observadas.
dia32p.c. hastalasemanal2p.c., se pueden observage oy 51u6 e1 porcentaje de vellosidades conteniendo
las etapas muy tempranas de la formacion de ;45 yasculares de diferentes tamafios en longitud
capilares y con esta intencion hemos desarrollado ¢, eritrocitos nucleados, en el area de la vellosidad
este trabajo. cercana al trofoblasto. Micrografias de todo el
Por otro lado, aproximadamente, el 10 % de los proceso de la vasculogénesis y de los demas
embarazos humanos sufren de complicaciones componentes celulares de la matriz extracelular

asociadas con mal desarrollo velloso inexplicado fueron tomadas con los objetivos mencionados.
resultando en problemas neonatales y fetales desde

los prematuros via retardo de crecimiento
intrauterino (RCIU) parcialmente con retardo mental,
hasta muerte neonatal o intrauterina (4,5). La ]
placenta humana es una fuente rica de sustancias NO Se encontraron rasgos adversos alusivos a los
angiogénicas que participan en la formacién de vasos €f€ctos que pudiesen haber sido provocados por los
asi como la adaptacién vascular maternal al componentes antigeénicos de la vacuna, asi por
embarazo. Perturbaciones en el desarrollo vascular €/€mplo, no se observé vacuolizacion a nivel del
placentario demostrado por reducida ramificacion trofoblasto excepto la que corresponde a su estado
capilar vellosa, mal desarrollo del arbol velloso y Nnormal.

alteraciones en la expresién de factores angiogénicos  En la periferia subtrofoblastica estromal se
en la unidad fetomaternal se asocian con: abortos, observa a veces, la presencia de dos o tres células
preeclampsia, RCIU, diabetes gestacional y diabetes que dejan un espacio vacio entre ellas el cual semeja

RESULTADOS
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la aparicion de una vacuola nitida en el espacio
intercelular (Figuras 1,2); este espacio parece
aumentar de tamafio y conformar la luz de un futuro
tubo capilar. Con frecuencia se observan cerca del ¥
trofoblasto, cortes transversales de vasos capilares
de muy pequefio calibre que corresponden al sistema
conocido como red capilar paravascular: el vasa
vasorum localizado en otros tejidos (Figura 1). Esta
zona subtrofoblédstica estromal mostr6 ademas
células que parecen ser de la serie eritrocitica,
inmaduras, o células troncales hematopoyéticas
(Figura 1) nucleadas, cubiertas por otras células las
cuales poseen nucleos redondeados al principio y
posteriormente nucleos aplanados que parecen
envolver en ndmero de dos o tres a las ya mencionadasfigura 2. Células estromales mesenquimales originan un
células troncales o madres de la serie eritrocitica. SSPacio paralafuturaluz del capilar (Flechas). Primitivos
. vasos recien organlzados se observan en contacto con el
Estas células envolventes, con el aspecto de la Ietratrofoblasto. Barra: 3@m.
C (Figura 2) se transformaran en las futuras células
endoteliales conformando pequefios cilindros o

capilares sanguineos primitivos (Figura 3). Dentro § "= ™ e W, '
de estos se puesjen_observ,a.r diversos tamaﬁos_'______t'__'_‘hql_ e . Y & -
celulares de la serie eritropoyética; formas maduras [ = e S .
e inmaduras. En los lugares donde se habra de 5 "-h._i_"m _‘:‘ m_ "H
conformar un capilar a veces se observa que las a F, - i

células transformadas del estroma se disponen en C. b . £ =

Ocasionalmente se not6é la formacién de un tubo
capilar perpendicular a otro o bifurcandose en Y

(Figuras 4 y 5). s "i&"

Lo el T

Figura 3. Unvaso bien organizado se nota con amplia luz
gue contiene eritrocitos en diversos grados de maduracion
o tamafo. Barra: 3gm.

L

Figura 1. Dos células estromales muy pequefias (Flecha)
dEJan verun espacio entre Ie”as.l DeF’aJdO_ dell tr(;foblas_fo S€ Figura 4. Region de vellosidad mesenquimal que contiene
observan cortes transversales y longitudinales de capilares ;. yama capilar ascendente, otra a la izquierda y una

(Flechacorta). Laflecha curvasefialaunacélulainmadura gcera hacia abajo segtn indican las flechas. Barra: 36
de la serie eritrocitica. Barra: 36n. um
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Figura 5. La rama hacia arriba del capilar indica el inicio Figura 6. Region de vellosidad terciaria troncal cuyas
de un proceso de angiogénesis. BarrapB6 células de la pared del vaso (Flecha) tienen el aspecto de

fibra muscular lisa. Barra: 36m.

Lo comun es encontrar cilindros cortos, repletos —

de eritrocitos nucleados (Figura 3) o vaciados en la *, =
periferia del estroma de la vellosidad intermedia
inmadura asi como vasos bien luminizados. A veces,
se nota la presencia de eritrocitos nucleados inmersos
o aislados en la matriz extracelular del estroma. No
encontramos evidencia de que eritrocitos nucleados
atraviesen las paredes de primitivos tubos capilares
desde afuera del tubo capilar o algin movimiento de
eritrocitos desde la luz del capilar hacia el estroma.
El 80 % de las vellosidades intermedias inmaduras
presentan la vasculogénesis en la periferia estromal
subtrofoblastica. Las vellosidades troncales (Figura Figura 7. Trayecto longitudinal de un sector del capilar
6) presentaron arteriolas cuyas paredes estan flanqueado por macréfagos (Flechas). Barrap8s
conformadas por células musculares lisas paralelas
al eje longitudinal del vaso con una luz repleta de
eritrocitos en diversas fases de maduracion.

Numerosos macrofagos (Figura 7) o células de b <
Hofbauer se notan en el estroma de la vellosidad -
intermedia. Se logran ver hasta 45 por campo con el .
objetivo de 40X en algunas secciones. Pueden '1"':\-. "‘.r
asociarse intimamente a células reticulares del
estromay con frecuencia se observan grupos de dos~

— -

como si resultaran de una division mitética.
Ocasionalmente se observd alos macréfagos adoptar,

laformade Cy estar muy cercade donde se desarrolla, g
en el proceso de la vasculogénesis. Proximo ala ____
pared del tubo capilar suelen observarse células del
estroma que se desarrollan en relaciéon con ella y

muy probablemente se trata de presuntivos pericitos . :
notan en area estromal cerca de la pared del capilar la cual

(Figuras 8 'y 9) o C,Ie fibras musculares lisas si se se observa en estrecho contacto con la matriz estromal
observan en vellosidades troncales. extracelular. Barra: 3gm.

Figura 8. Células presuntamente pericitos (Flecha) se
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primitivo se diferencian en pericitos o células

musculares lisas. Este proceso dura aproxi-
madamente 21 a 28 dias (1) y ya hay circulacion en
los dias 22 6 23 (7) en la vellosidad placentaria
correspondiente al embrién de siete somitas.

La hematopoyesis intravascular reportada por
otros autores (1,3) fue también observada por
nosotros. Antes de la sexta semana del desarrollo la
hematopoyesis se origina en el mesodermo del saco
vitelino, lo que significa que es extraembrionaria.
Al final de la octava semana la hematopoyesis es
intrahepatica fetal (9). La observacién de eritrocitos
nucleados inmaduros en nuestros resultados en
vellosidades intermedias inmaduras y en las troncales
indica una ya establecida o permanente circulacién
sanguinea. Las formas inmaduras de eritrocitos
encontrados en nuestros primitivos tubos capilares
son de origen fetal.

Algunas imagenes aqui observadas corresponden

a vasculogénesis en vellosidades mesenquimales

gue se localizan en la periferia de vellosidades

intermedias inmaduras. Es posible que debido al

DISCUSION reducido tamafio de las células observadas en las
Figuras 1,2 esta vasculogénesis corresponde al origen

Los resultados de este estudio reportan el proceso de l0s vasos de pequefio calibre presentes en el
de la vasculogénesis en la vellosidad intermedia Sistemade lared capilar paravascular; origen que no
inmadura, durante la novena semana de embarazo,habia sido demostrado hasta la fecha en la literatura.
con todas las etapas del proceso, el cual habia sidoEstos vasos se organizan en conexion con vasos de
reportado anteriormente tomando en cuenta casi mayor calibre y son producto de una obstruccion
todo el periodo del embarazo y por tanto una gran vascular que se origina en el momento en que las
cantidad de esfuerzo en la recolecciéon de Vellosidades intermedias inmaduras se transforman
especimenes para una vision integral del mismo (1). €n vellosidades troncales. En el transcurso del
Estos resultados son consistentes a los reportados€mbarazo quedan como vasos vestigiales y
por Dempsey (2), King (3) Demir y col. (1), Knoth  afuncionales (10).

(7) y Asan y col. (8) quienes emplearon técnicas de La gran cantidad de macréfagos o células de
microscopia electrénica de transmision (MET) y Hofbauer que fueron observadas en esta semana
especimenes de diferentes semanas de gestacion empueden ser producto de una reaccién inmunolégica
serie. Los autores coinciden en que al principio de ante los componentes de la vacuna del sarampién.
la vasculogénesis, células mesenquimales del Normalmente la vellosidad intermedia inmadura
estroma sufren una diferenciacion y se transforman posee macréfagos enlos llamados canales estromales
en células hemangioblasticas las cuales conformaran de Kaufmann, pero la incrementada o exagerada
cordones celulares hemangioblésticos, constituidos visién de ellos llama la atencién. Por otro lado, esta
por dos hileras de células colocadas por aposicion semana corresponde a un periodo de desarrollo de
una al lado de la otra. Posteriormente en las zonasintensa remodelacién de la matriz extracelular ya
de contacto celular aparecen medios de union como que la gradual transformaciéon de vellosidades
desmosomas o uniones intimas, colocadas a ciertasintermedias inmaduras en troncales requiere de la
distancias unas de otras. Entre la distancia de dos participacién de macréfagos que liberan metalo-
uniones comienzan a formarse unos espacios que seproteinasas (3). Las nuevas ramificaciones de
agrandan cada vez mas y tienden a confluir vellosidades, que nacen de la vellosidad intermedia
originandose la luz del vaso capilar primitivo. inmadura, requieren de que células de Hofbauer
Células mesenquimales por fuera del tubo capilar estén muy cerca de donde se esta realizando el

Figura 9. Region de vellosidad mesenquimal con un
sector de tubo capilar (Flecha curva) asociado a un
presuntivo pericito. (Cabeza de flecha). Barrapgt
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proceso de vasculogénesis. blasticos no luminizados y su marginaciéon en el area

Los macrofagos, en parte, parecen regular la cercana al trofoblasto (14,15).
angiogénesis en esta semana del embarazo; en efecto Moléculas de bajo peso molecular con actividad
ellos expresan un potente factor de crecimiento angiogénica en la matriz extracelular, no bien
angiogenético; el factor de crecimiento endotelio conocidas, estimulan laformacion del tubo endotelial
vascular (VEGF, segun siglas eninglés) y sureceptor y participan en la proliferacion y diferenciacién de
flt (11). Macrofagos, precursores de células la célula endotelial (16). Como se comprenderd la
endoteliales o células hemangioblasticas, factores formacién del tubo capilar ocurre cuando el VEGF
de crecimiento y sus receptores en la vellosidad se asociaasureceptor VEGF-R1 (fltl), cuya variante
mesenquimal interactdan en la formacién de nuevos soluble parece proteger a la placenta de los efectos
vasos como rasgo fundamental del desarrollo de la del exceso de VEGF (17). Esta sefial es la que
placenta. provoca laformacién de capilares o una angiogénesis

Mediante técnicas de cultivo de lineas celulares famificada que se observa en la vellosidad mesen-
endoteliales vasculares (12) se comprob¢ la quimal o intermedia inmadura (4). Otro factor
liberacién del factor de crecimiento fibroblastico fuertemente expresado en la placenta es el factor de
basico (bFGF, segln siglas en inglés) secretado por crecimiento placentario (PL GF) que juega un papel
el trofoblasto sin el cual la angiogénesis se €n la angiogénesis placentaria, inhibiendo la
imposibilitaria en las puntas de las vellosidades ramificacion. Este cambio o conexion de una
mesenquimales (4) actividad que quedé eliminada angiogénesis de la semana 18, por ejemplo, a una
cuando se agregé al medio de cultivo el anticuerpo @ngiogénesis menos ramificada correspondiente al
correspondiente. Fibroblastos de placentas (13) en Ultimo trimestre del embarazo se acompafa durante
cultivos de baja presion de oxigeno (hipoxia) son €lembarazode undecrecimientodel VEGF pero con
capaces de secretar el VEGF en sus variedades@umento del PLGF (4). Enla semana aqui analizada
VEGF 121; VEGF 189; VEGF 206; que inducen la apenas se observaron indicios de ramificacién. El
angiogénesis y mediante este mecanismo estimulan crecimiento longitudinal del capilar parece estar
el crecimiento placentario que ha sido confirmado Promovido por el factor de crecimiento derivado de
mediante el uso de reacciéon en cadena de la lasplaguetastipo B (PDGF-B)y sureceptor. Ademas
polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCRT, segun cuando durante el primer trimestre del embarazo el

siglas del inglés), técnica de amplio uso en la biologia brotg de naturaleza trofoblastica es invadido por el
molecular. mesénquima, este brote se transforma en brote

velloso que al ser vascularizado origina la vellosidad
mesenquimal como las aqui mostradas. En la
superficie apical trofoblastica de estos brotes

Nuestros resultados sobre el elevado porcentaje
de vellosidades con vasculogénesis localizada en

contacto con el trofoblasto o en el a&rea muy cercana vellosos o mesenauimales se expresan receptores de
a este, coincide con lo reportado por Asany col. (8) . . q P P
insulina que parecen estar envueltos en la

quienes analizaron la vasculogénesis enlas semanas_ . |, . :
12 a 14 de gestacién. Ellos sugieren, a nivel anglogenesis plac'enta'r|a(4). Durante el se'gu.ndoy
ultraestructural, que los citotrofoblastos proba- Iterce'zrt(rjllmelstrelz Iams.L:rImafgtaldrelguIa.el:IcreC|m|ento
blemente atraen células mesenquimales mediante la ongitudinal'y la ramificacion del capilar.

secrecion de VEGF y una vez que estas contactan la  Estimuladores del complejo proceso de proli-
membrana basal se inicia su diferenciacion en células feracion y formacion de nuevos vasos sanguineos
endoteliales. A medida que los vasos se originen capilares como la angiogenina humana, l4-k Da
mas cerca del trofoblasto estaran mejor disponibles Polipéptido no glucosilado, se produce en concen-
para el intercambio materno fetal (14) segln se traciones superiores durante el término del embarazo
deduce de un estudio realizado durante el primer comparado con el primer trimestre; indicando una
trimestre de embarazo, entre las 5 y las 12 semanasSobrerregulacion de su produccion en el momento
donde el porcentaje de area estromal vellosa ocupada€n gue la placenta madura (18).

por elementos vasculares aumenté desde un 0,7 % Es posible que de esta manera el trofoblasto
enlasemanab hasta 2,5 % enlasemana 10. Ademasegula la formaciéon de vasos en la vellosidad
el incremento del numero de vasos periféricos bien mesenquimal y en la intermedia inmadura pasando
luminizados ha permitido ilustrar en este periodo desde unaangiogénesisramificante donde la placenta
una maduracién desde los cordones hemangio- se expande para producir de 10 a 16 generaciones de
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vellosidades, troncales, antes de la viabilidad fetal, vellosidades alargadas, rectas sin ramificaciones, o
hasta que el feto sea viable y la placenta produzca muy pocas, rara vez presentes, pero que se producen
una angiogénesis no ramificante en las vellosidades en un ambiente distinto al anterior, o sea en hiperoxia,
intermedias ya maduras y fisioldgicamente orientada donde el PLGF esta incrementado y los valores del
al intercambio gaseoso en las vellosidades terminales VEGF reducidos (21) ignorandose hasta la fecha el
(19). Proto-oncégenes como el c-etsl se expresan mecanismo inicial de su aparicion.

también en los vasos aqui observados (20) En conclusién, todos los elementos morfoldgicos
relacionados con las proteasas que degradan lade formacion del vaso capilar parecen estar
matriz; expresion esencigl para asegurar la formacioén representados en su aparicion en esta semana del
de nuevos vasos sanguineos. desarrollo y la explicacion de su desarrollo por la
La presencia de tubos capilares primitivosy de la biologia molecular apenas comienza a entenderse.
esporadica vision de tubos que se ramifican es Factores reguladores positivos descritos en la lite-
indicativa de que en la semana nueve se dan ambosratura parecenincrementar los cambios morfolégicos
procesos tanto de vasculogénesis como de observados que representan una vision general de la
angiogénesis y también del crecimiento longitudinal. vasculogénesis, angiogénesis y el crecimiento
Esta es una de las semanas donde la tension dellongitudinal de los endotelios durante la novena
oxigeno es mayor comparada con la existente en el semana de gestacion.
dia 21 donde la vellosidad todavia es secundaria. La
constante elevacién de oxigeno provoca una REFERENCIAS
angiogénesis ramificante hasta la semana 24 de
gestacién en la cual se produce un cambio
favoreciendo la angiogénesis no ramificante como
se explicé anteriormente (21).

Durante el embarazo temprano la anemia materna
parece influenciar el patrén de vascularizacién
placentaria (22). En efecto unincremento del nimero
de capilares, por seccién transversal de la vellosidad,
ubicados en el tercio externo del estroma, por debajo  3- King BF. Ultrastructurgl differentiation of stromal an.d.
del trofoblasto, con elevado nimero de macréfagos vascular components in early macaque placental villi.
estromales, se encontré6 en mujeres embarazadas Am J Anat 1987;178:30-44.
anémicas (22), lo que coincide con lo aquireportado 4. Castellucci M, Kosanke G, Verdenelli F, Huppertz B,
en esta semana nueve. Esta reaccion vascular, o Kaufmann P. Villous sproutin: Fundamental
angio-génesis ramificante continua, asociada con la mechanisms of human placental development. Hum
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