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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue describir las caracteristicas macroscépicas y microscépicas de placentas
de clones equinos y evaluar su eficiencia placentaria en comparacion con placentas de gestaciones
naturales. Se analizaron muestras obtenidas de yeguas receptoras de clones que parieron potrillos
clonados (n=10) y de yeguas con gestaciones naturales (n=10). Se realizé un andlisis estructural integral
(macroscopico y microscopico) y se registraron el peso placentario, el peso al nacer de los potrillos
y la eficiencia placentaria. En el grupo control se observé una superficie alantoidea integra, de color
azul translicido, y una superficie coridnica rojiza y aterciopelada, con presencia de microcotiledones.
En contraste, las placentas de clones presentaron alteraciones estructurales severas, con reduccion o
ausencia de microcotiledones, engrosamiento del amnios, fibrosis, hematomas y signos de vasculopatia
placentaria. A pesar de la viabilidad de los potrillos clonados, éstos mostraron menor peso al nacer y
una eficiencia placentaria reducida, asociada a placentas significativamente mas pesadas que las del
grupo control. El andlisis histolégico confirmé una vasculopatia crénica caracterizada por fibrosis
colagena perivascular concéntrica, engrosamiento de la tinica media y estenosis luminal, sugiriendo
una disminucion del flujo materno-fetal. Estas alteraciones macro y microestructurales podrian reflejar
mecanismos compensatorios de insuficiencia placentaria.
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SUMMARY

The aim of this study was to describe the macroscopic and microscopic characteristics of placentas
from cloned horses and to evaluate their placental efficiency compared with placentas from natural
pregnancies. Samples were collected from recipient mares that delivered cloned foals (n=10) and from
mares with natural pregnancies (n=10). A comprehensive structural (macroscopic and microscopic)
analysis was performed, and placental weight, foal birth weight, and placental efficiency were recorded.
In the control group, the allantoic surface appeared intact and bluish translucent, while the chorionic
surface was reddish and velvety, with evident microcotyledons. In contrast, cloned placentas showed
severe structural alterations, including reduction or absence of microcotyledons, amniotic thickening,
fibrosis, hematomas, and signs of placental vasculopathy. Despite the viability of cloned foals, they
exhibited lower birth weights and reduced placental efficiency, as cloned placentas were significantly
heavier than those of controls. Histological analysis confirmed a chronic vasculopathy characterized
by concentric perivascular collagen fibrosis, thickening of the tunica media, and luminal stenosis,
suggesting decreased maternal-fetal blood flow. These macro- and microstructural alterations may

reflect compensatory mechanisms associated with placental insufficiency.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, la clonacién equina, una
técnicabasada enlatransferencianuclear de células
somaticas (SCNT: somatice cell nuclear transfer),
ha revolucionado la biotecnologia reproductiva
al permitir la reproduccion de animales
genéticamente idénticos* ' 18 Esta herramienta
se utiliza principalmente para preservar lineas
genéticas valiosas, mejorar la producciéon equina
de ejemplares de alta performance deportiva
y avanzar en la investigacion biomédica. Sin
embargo, a pesar de su potencial, la clonacién
presenta importantes limitaciones biolégicas que
afectan el desarrollo embrionario y placentario, lo
que compromete tanto la viabilidad fetal como el
bienestar animal®" 16,

La placenta equina, estd formada por el
corioalantoides, el amnios y la vasculatura
placentaria que constituye el cordén umbilical.
Se define como difusa, microcotiledénea y
epiteliocoridnica *%*?°, La parte coridnica del
alantocorion se encuentra adherida al endometrio
por medio de los microcotiledones que contactan
con el uUtero con excepcion de una zona que
corresponde al orificio cervical interno, denominada
estrella cervical. El alantocorion es quien abastece al
feto dentro del ttero. Este permite el intercambio
respiratorio y de nutrientes entre la madre y el feto
y es un organo endocrinoldgicamente activo que

sintetiza y metaboliza hormonas importantes
para el mantenimiento y desarrollo fetal®.
El alantoamnios, al flotar libremente, permite el
movimiento libre del feto dentro del utero y sélo
se encuentra adherido al alantocorion en una
pequeiia parte del cordén umbilical*> 15,

Investigaciones previas han indicado que
los periodos de gestacién anormalmente
prolongados estdn asociados con insuficiencia
placentaria, lo que podria ocasionar una
disminuciéon en el suministro de nutrientes al
feto en desarrollo!. La eficiencia placentaria
es un parametro clave que desempefia un papel
crucial en el desarrollo fetal. Este indice estd
determinado por diversos factores, como el
tamano de la placenta, su estructura y la presencia
de mecanismos especializados que facilitan
el transporte de nutrientes esenciales al feto.
Comprender estos aspectos es fundamental para
evaluar la funcién placentaria y su impacto en el
desarrollo fetal®.

El objetivo de este estudio fue realizar
un analisis descriptivo de las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas estructurales
de placentas de clones equinos con respecto a
placentas controles, y determinar el parametro
de eficiencia placentaria en ambos grupos de
placentas analizadas.
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MATERIALES Y METODOS
Animales
Se trabajé con muestras placentarias

obtenidas inmediatamente después del parto
de yeguas, raza Polo Argentino, que gestaron
equinos obtenidos por la técnica de clonacion
(n=10), atendidos en el Centro de Rehabilitacion
y Hospital Equino Kawell, Buenos Aires. Las
placentas de equinos obtenidos por gestacion
natural, raza Sangre Pura de Carrera, y luego del
parto a término (n= 10) fueron obtenidas de un
Haras cercano a la ciudad de Rio Cuarto, Cérdoba.
Ambos grupos correspondieron a yeguas con una
edad media de 11 * 5,1 afios (rango: 6-19 afos),
mantenidas bajo condiciones de manejo similares.
De cada yegua gestante se registraron datos de
su ficha clinica-ginecolégica, dias de gestacion
y tiempo de expulsién placentaria. Previo al
parto, se evaluaron patologias preexistentes por
diagnostico ultrasonografico transrectal realizado
con un ecografo Sonosite Edge II (Fujifilm, Bothell,
WA, EE. UU.), mediante medicién del espesor
combinado tutero-placentario (ECUP) 3,

Todos los procedimientos fueron aprobados
por el Comité Institucional de Etica de la
Investigacion en Salud de la Universidad Nacional
de Rio Cuarto (CoEdI), Res. Rec. 0DS-547/25.

Obtencion de placentas y analisis macroscopico

Una vez obtenidas las placentas de los
grupos clones (Cl, n = 10) y control (Co, n =
10), la observacién macroscopica fue realizada
de manera inmediata por un dnico observador
entrenado para asegurar uniformidad. Se
corrobord la recuperaciéon completa de cada
placenta y se registraron el peso placentario
(kg), asi como el peso (kg) y el sexo de los
potrillos al nacimiento Posteriormente, las
placentas fueron lavadas con solucién salina
de Hank’s (SSH) (Gibco, USA) suplementada
con 10.000 U/ml de penicilina G sédica, 10
mg/ml de sulfato de estreptomicina y 2,5 pg/
ml de fungizona, y se mantuvieron a 4 °C hasta
su andlisis en el laboratorio®. Parte del tejido
placentario correspondiente al cuerno gestante
se proces6 mediante la técnica de microscopia
optica convencional para el analisis histolégico.

Eficiencia placentaria

El calculo de la eficiencia placentaria (EP) se
obtuvo mediante la siguiente formula: PNC/ PP;
donde PNC significa peso al nacimiento del potrillo
y PP es el peso placentario, indicando gramo de
potrillo producido por gramo de placenta’®.

Microscopia optica convencional

Las muestras de tejido placentario obtenidas
del cuerno gestante fueron fijadas en formol
tamponado al 10%. Se deshidrataron, se
incluyeron en parafina y se realizaron cortes
histolégicos de * 4-5 pum. Los cortes fueron
tefiidos con hematoxilina/eosina para su
evaluacion microscopica.

Hematoxilina/eosina. Los cortes histoldgicos
fueron desparafinados y rehidratados;
posteriormente se colorearon con la solucién
de trabajo de hematoxilina de 2 a 3 minutos y se
lavaron durante 5 minutos con agua corriente.
Luego se colorearon con la solucion de trabajo de
eosina de 2-3 minutos y se lavaron, nuevamente, 5
minutos con agua corriente. Finalmente, los cortes
fueron deshidratados y montados en Entellan
(Merk ®). La observacién se realizé a través de
un microscopio 6ptico Axiophot (Carl Zeiss) y la
adquisicion de imagenes se obtuvo a través de
una camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels
(Canon INC, Japén) adosada al microscopio®.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados estadisticamente
utilizando el software InfoStat®. Se aplic6 un modelo
lineal general (ANOVA) que incluy6 como efectos fijos
el modelo reproductivo (placentas provenientes de
yeguas control (Co) y clonadas (Cl) y el sexo del potrillo,
asi como su posible interaccion. Cuando correspondia,
se evaluo especificamente el efecto del sexo del potrillo
sobre la eficiencia placentaria, y el efecto del modelo
reproductivo sobre las restantes variables (dias de
gestacion, tiempo de expulsion placentaria, peso de
la placenta y de los potrillos). Las comparaciones de
medias se realizaron mediante el test a posteriori
LSD de Fisher. En los casos en que no se cumplieron
los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas, se utilizdé el test no paramétrico de
Kruskal Wallis. Los resultados se consideraron
estadisticamente significativos cuando p < 0,05.
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RESULTADOS
Analisis de los parametros placentarios

En la Tabla 1 se presentan los registros de
la historia clinica de cada yegua gestante, la
presencia o ausencia de alteraciones placentarias
durante la gestacién, evaluadas mediante control
ultrasonografico transrectal, los dias de gestacion
hasta el parto y el tiempo de expulsion placentaria.
En las yeguas receptoras de embriones clonados se
observé un aumento del espesor combinado utero-
placentario (ECUP) en comparacién con el grupo
control, acompafiado de edema subplacentario
y pérdida de la definicion de capas, hallazgos
compatibles con placentitis. Por el contrario, las
placentas del grupo control mantuvieron un patrén
ecografico normal (ECUP 0,93-1,22 cm), dentro del
rango esperado para yeguas a término (Figura 1
A,B). Dentro del grupo control, todas las placentas se
registraron como normales, sin alteraciones previas
al parto. En el grupo de clones, 4 de 10 placentas
presentaron signos compatibles con placentitis,
mientras que las 6 restantes mostraron alteraciones
ecograficas leves, como engrosamiento focal de
membranas o acumulacién moderada de liquido.

El analisis descriptivo de los potrillos al
momento del parto mostro6 que, en el grupo control
(n = 10), el peso medio fue de 50,30 kg (minimo:
41,00 kg; maximo: 58,00 kg), con 2 hembras (20 %)
y 8 machos (80 %). El peso medio de la placenta fue
de 5,34 kg (minimo: 4,5 kg; maximo: 6,5 kg). En el
grupo de clones, el peso medio de los potrillos fue
de 42,79 kg (minimo: 31,35 kg; maximo: 52,00 kg),
y todos fueron hembras (100 %) (n = 10). El peso
medio de la placenta en este grupo fue de 6,9 kg
(minimo: 5 kg; maximo: 11 kg).

Se observaron diferencias en la eficiencia
placentaria entre placentas de gestaciones
naturales y de clones (9,48 vs 6,48; p < 0,05)
(Gréfico 1, A). Los dias de gestaciéon no mostraron
diferencias significativas entre grupos, con medias
de 345,30 dias para el grupo control y 353,80
dias para el grupo de clones (p > 0,05). Tampoco
se encontraron diferencias significativas en el
tiempo de expulsion placentaria, con medias de
55,3 minutos para el grupo control y 61,3 minutos
para el grupo de clones (p > 0,05) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas analizadas en el grupo control de gestaciones naturales (n=10) y en el grupo de clones equinos (n=10).
Los valores se expresan como la media + desvio estandar, se consideran ademas los valores minimos y maximos de cada variable
analizada. Los asteriscos (*) sefialan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Caracteristicas Control Desvio Min Max Clones Desvio Min Max p valor
(n=10) estandar (n=10) estandar
Patologias No Si
preexistentes Placentitis (4/10)
Dias de gestacion 345,30 6,62 334,00 356,00 353,80 16,28 332,00 378,00 p=0,1435
(DDG)
Tiempo de 55,30 47,08 14,00 143,00 61,30 47,32 15,00 150,00 p=0,7795
expulsion
placenta (min)
Peso de placenta 5,34 0,53 4,50 6,50 6,90 * 2,14 5,00 11,00 p<0,05
(Kg)
Peso de potrillo 50,30 5,74 41,00 58,00 42,79 * 7,31 31,35 52,00 p<0,05
(Kg)
Eficiencia 9,48 1,14 6,62 10,74 6,48 * 1,24 4,73 7,91 p<0,05
placentaria

DDG: dfas de gestacién. min: minutos. kg: kilogramos.

*: asteriscos indican diferencia significativa respecto al grupo control (p < 0,05).
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Figura 1. A. Imagen ultrasonografica transrectal de una yegua del grupo control (Co) a término de gestacién, con espesor combinado
utero-placentario (ECUP) entre 0,93 y 1,22 cm, estructura ecografica homogénea y sin evidencia de edema o desprendimiento
placentario. B. Ultrasonografia de una yegua receptora del grupo clones equinos (Cl) a los 348 dias de gestacion, donde se observa
incremento del ECUP (2,06 cm) y presencia de edema subplacentario, sin signos de desprendimiento.

El sexo de los potrillos influyé sobre la machos comparados con hembras (p < 0,05)
eficiencia placentaria, con mayores valores en (Grafico 1, B).
B

Grafico 1. A. Anélisis estadistico de parametros placentarios, eficiencia placentaria, peso placentario (Kg) y peso del potrillo al
nacimiento (Kg). Asteriscos sefialan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Control vs. Clones, (p < 0.05).
B. Eficiencia placentaria segin el sexo del potrillo, Machos vs. Hembras, sin considerar el efecto del modelo reproductivo.
Asteriscos sefialan diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05).
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Analisis macroscdpico placentario

A partir de la observacion y el analisis
macroscopico de las placentas, en el grupo control,
se pudo observar la integridad de la superficie
alantoidea, presentando un color blanco azulado
translucido, con vasos tortuosos prominentes
(Figura 2, A). La superficie coridnica, se destacé

por un color rojizo y de aspecto aterciopelado,
caracterizado porlapresenciademicrocotiledones
(Figura 2, B). También se considerd la integridad
del corddn umbilical, formado por las arterias,
venas y uraco umbilicales, que comprenden la
porcién amniética del ombligo, de apariencia en
espiral (Figura 2, A, CoU).

Figura 2. Placenta equina del grupo control (Co), normal, en forma de “F” para su evaluacién macroscopica. A. Superficie alantoidea
de color banco azulado translucido, con vasos tortuosos prominentes. B. Superficie coriénica, de color rojizo y aspecto aterciopelado,
caracterizado por la presencia de microcotiledones. CG. cuerno gestante; CNG. cuerno no gestante; CoU. cordén umbilical; Am.

amnios; Cu. cuerpo; EC. estrella cervical.

Al analizar las placentas del grupo de clones equinos,
se hallaron diversas alteraciones patoldgicas, en la
superficie alantoidea se encontraron zonas edematosas
y otras zonas de fibrosis (Figura 3, A). En la superficie
coribnica, se observé ausencia de microcotiledones,
con un aspecto amarronado y pérdida del color rojizo

caracteristico (Figura 3, B). El amnios se observé engrosado
en el 60% delas placentas, con vasos sanguineos tortuosos
y presencia de hematomas (Figura 3, Cy D). Es de especial
importancia mencionar que, a pesar de las alteraciones
halladas en las placentas de clones equinos analizadas, se
obtuvo un 100 % de natalidad de los potrillos gestados.

Figura 3. Placenta de clones equinos (Cl) en forma de “F” para su evaluacién macroscépica. A. Superficie alantoidea de aspecto laxo, zonas de
necrosis y hematomas. B. Superficie coridnica, de color rojizo con zonas amarronadas, pérdida de aspecto aterciopelado con hemorragias. C:
Amnios con presencia de edema (asteriscos), pequefios hematomas (flechas) y fibrosis (puntas de flecha). D: Imagen ampliada del amnios,
con vasos tortuosos y engrosados, se observan vasos sanguineos con morfologia serpiginosa. Los asteriscos sefialan presencia de edema
evidenciada por su superficie brillante. CG. cuerno gestante; CNG. cuerno no gestante; CoU. cordén umbilical; Am. amnios; Cu. cuerpo; EC.
estrella cervical; VS. vasos sanguineos.
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Analisis microscopico placentario

En las placentas provenientes de gestaciones
normales (Figura 4, A y B) se observé un estroma corial
laxo, con disposicion regular de fibras colagenas finas
y presencia de vasos de luz amplia, revestidos por un
endotelio continuo y sin engrosamiento de sus paredes.
Las vellosidades coriénicas mostraron un trofoblasto bien
conservado, con nucleos uniformes y citoplasma basofilo,
y ausencia de depositos hialinos o fibrosis. El espacio
intervascular se encontraba bien definido y sin evidencias
de necrosis ni edema.

En contraste, las placentas de gestaciones clonadas
(Figura 4, C y D) presentaron alteraciones estructurales
notorias, consistentes con una severa vasculopatia
placentaria crénica. Se evidenci6 un marcado
engrosamiento del estroma perivascular, fibrosis

colagena concéntrica y areas extensas de hialinizacion
del tejido conectivo. A nivel vascular, se observaron vasos
sanguineos con un lumen significativamente reducido
(estenosis), debido al engrosamiento de sus paredes,
y una consecuente pérdida de la arquitectura vascular
normal (Figura 4, D). El engrosamiento mural fue notable,
con un claro predominio a nivel de la tiinica media, lo
que provoco una severa estenosis al observarse paredes
vasculares que superaban considerablemente el calibre
de su propio lumen. Ademas, algunos vasos de mediano
calibre exhibieron una morfologia serpiginosa y una
intensa deformacién luminal. No se detecté infiltrado
inflamatorio significativo en las areas afectadas. Estas
alteraciones reflejan una vascularizacion deficiente
y una remodelacién tisular desorganizada, hallazgos
consistentes conlos cambios morfofisioldgicos detectados
anivel macroscépico.

Figura 4. Comparacién histolégica entre placenta equina correspondiente a cuerno gestante. Ay B. grupo control (Co), normal, estroma corial
laxo con fibras colagenas finas, vasos de luz amplia y trofoblasto integro. C y D. Placenta de clones equinos (Cl): engrosamiento estromal,
fibrosis coladgena perivascular concéntricay areas de hialinizacién del tejido conectivo con reduccién luminal vascular. Puntas de flecha sefialan
areas de fibrosis rodeando a una estructura amorfa de aspecto hialino. Se destaca una vasculopatia severa caracterizada por engrosamiento
mural prominente (a expensas de la tlinica media) que genera estenosis y marcada reduccién luminal vascular. Tr. trofoblasto; Est. estroma;
VS. vasos sanguineos; FPC. fibrosis perivascular concéntrica. Tincién Hematoxilina/Eosina, Escala = 50 pm.

DISCUSION

El presente estudio sobre la placenta de
clones equinos y su eficiencia placentaria aporta
evidencia sobre las alteraciones estructurales
observadas en las placentas de equinos clonados
en comparacién con aquellas provenientes de
gestacionesnaturales.Seidentificarondiferencias
significativas en la eficiencia placentaria, con
valores inferiores en el grupo de clones, lo que
sugiere un menor rendimiento de la placenta
en la transferencia de nutrientes hacia el feto.
Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que
indican que las gestaciones clonadas presentan una
mayor incidencia de anormalidades placentarias, lo
que podria afectar la viabilidad fetal y el desarrollo

neonatal* *°. La placenta equina es de tipo difusa,
microcotiledénea y epiteliocorial, lo que implica una
intima relacion entre los microcotiledones coriales
y las criptas endometriales para el intercambio de
nutrientes'’. Sin embargo, en este estudio se observé
una reducciébn o ausencia de microcotiledones
en las placentas de clones equinos, lo que puede
comprometer su funcién nutricional. Otros estudios,
han indicado que la insuficiencia placentaria es un
factor determinante en la prolongacién dela gestacién
y la disminucion del peso al nacer en clones equinos?®.
Si bien se observé una leve prolongacion en los dias
de gestacion de los clones equinos, esta diferencia
no resulté estadisticamente significativa. Esta
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observacién podria estar influenciada por la
limitacién deltamafiomuestral, que podriahaber
reducido la potencia para detectar diferencias
menores. Sin embargo, los datos obtenidos
proporcionan informacion valiosa sobre la gestacion
de clones equinos, contribuyendo a la comprensiéon
de su fisiologia reproductiva. Las alteraciones
macroscopicas encontradas en las placentas
clonadas luego del parto, tales como edema, fibrosis
y alteraciones vasculares, podrian estar relacionadas
con las placentitis detectadas por ultrasonografia
durante la gestacion que evidenciaron un incremento
del ECUP y, en consecuencia con la insuficiencia
placentaria® # *16, E]l analisis microscopico respaldé
estos hallazgos al confirmar la presencia de una
severa vasculopatia en el lecho vascular placentario,
caracterizada por fibrosis colagena perivascular
concéntrica, engrosamiento de la tinica media y
estenosis luminal en multiples arteriolas, lo que
compromete el flujo sanguineo materno-fetal y
reduce el aporte de oxigeno y nutrientes hacia los
tejidos fetales. Estos hallazgos sugieren que dichas
alteraciones inciden directamente en el desarrollo
de una insuficiencia placentaria, comprometiendo
el intercambio materno-fetal®. En términos de
eficiencia placentaria, se hallé que las placentas de
clones eran significativamente mas pesadas que las
del grupo control, lo que podria sugerir una menor
capacidad funcional en relacién con su masa’. El
menor peso al nacimiento de los potrillos clonados, en
relacion con el peso placentario, podria estar asociado
con la reducida eficiencia placentaria, lo que enfatiza
la importancia del correcto desarrollo placentario
en la viabilidad fetal®. Este hallazgo es andlogo a lo
reportado en investigaciones previas de nuestro
laboratorio, donde se observé que, en placentas
de cabras sometidas a una restricciéon nutricional,
se produce un aumento del peso placentario®.
Por lo tanto, placentas mas pesadas no reflejan
una mejor capacidad de transporte de nutrientes,
sino que pueden ser el resultado de mecanismos
compensatorios en un ambiente uterino adverso.
En estos casos, la alteracion en la vascularizacion y el
incremento del tejido conjuntivo reducen la eficiencia
placentaria, afectando el desarrollo fetal de manera
similar a lo observado en los equinos clonados®.
Finalmente, es relevante considerar que, a pesar
de las alteraciones placentarias observadas en los
clones, todos los potrillos fueron viables. Esto sugiere
que, si bien la clonacién impacta en la estructura y
funcién placentaria, los mecanismos compensatorios

que aseguran la supervivencia fetal requieren ser
dilucidados. Sin embargo, estas alteraciones podrian
influir en la salud neonatal y en el desarrollo posterior
de los potrillos, lo que amerita estudios adicionales
sobre la funcién placentaria a nivel histolégico y
molecular'?*®, En consecuencia, se requieren futuros
estudios, con un mayor ntimero de individuos, que
permitan abordar un andlisis histomorfolégico y
microvascular placentario, con el fin de identificar
y comprender las alteraciones subyacentes que
comprometen la eficiencia placentaria para
desarrollar estrategias terapéuticas que optimicen el
intercambio materno-fetal.

CONCLUSION

Nuestros hallazgos indican que, aunque los
clones equinos presentan viabilidad y sobrevida,
muestran una marcada reduccién en la eficiencia
placentaria en comparacién con gestaciones
naturales. Elincremento del peso placentario enlos
clones, acompariado de alteraciones estructurales
significativas, incluyendo vasculopatia croénica, se
traduce en una menor capacidad de transporte de
nutrientes. Estos cambios sugieren la activacién
de mecanismos compensatorios a dilucidar,
destinados a mantener el desarrollo fetal frente a
condiciones adversas durante la gestacion.
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