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La cabra posee una placenta sinepiteliocorial, cotiledonaria y adecidua. Esta estructura
interviene en la provisidén de nutrientes al feto mediante la vascularizacidn presente en
interfase materno-fetal. El incremento y desarrollo del lecho vascular es un componente critico
para el crecimiento de todo tejido, incluyendo la placenta y el mantenimiento de la prefiez. La
Angiopoyetina-1 y su receptor Tie-2 participan en el proceso de angiogénesis y tienen un rol
fundamental en el desarrollo y el crecimiento fetal, afectando la supervivencia y el crecimiento
neonatal. Si bien existen algunos trabajos sobre el rol que desempefian la Angiopoyetina 1y su
receptor en las placentas de animales domésticos, actualmente no se encuentra bibliografia
disponible respecto a su localizacién e importancia en placentas caprinas a lo largo de la
gestacion. El objetivo de este estudio fue determinar la expresion del sistema Angiopoyetina-
1/Tie-2 en placentas caprinas en diferentes estadios gestacionales. Se utilizaron 15 placentas
provenientes de gestaciones de 50 (n=5), 100 (n=5) y 135 (n=5) dias, se fijaron en formol
tamponado al 10% y se procesaron de acuerdo a la técnica histoldgica convencional. Parte de
los cortes se colorearon con hematoxilina-eosina para el andlisis de la estructura por
microscopia éptica y el resto se inmunomarcé con un anticuerpo anti-Ang-1y su receptor con
anti-Tie-2. La Ang-1 se evidencid en el epitelio trofobldstico de forma intensa en placentas de
50 y 100 dias de gestacidon y en forma mads débil en el epitelio materno y en los vasos
sanguineos fetales. En contraste, en placentas de 135 dias de gestacién, la inmunocoloracidn
fue intensa sobre el epitelio materno y débil sobre el tejido fetal y endotelial. El receptor Tie-2
se localizé en las células endoteliales de capilares fetales, maternos y en el epitelio
trofoblastico en los periodos analizados. Esto indicaria que el sistema Ang-1/Tie-2 actta por un
mecanismo de accién autdcrino y paracrino sobre la angiogénesis junto a otros factores de
crecimiento como el VEGF. El cambio en el patrén de inmunolocalizacién de Ang-1 observado
hacia el final de la gestacidn podria indicar su importancia en la promocidn de la maduracion
vascular y estabilizacién de los vasos maternos. Esta investigacién podria contribuir al estudio
de los mecanismos reguladores de los procesos involucrados en el desarrollo de la
vascularizacion placentaria para optimizar la produccidon caprina teniendo en cuenta el

contexto social donde se desarrolla.



ANG-1: Angiopoyetina 1

ANG-2: Angiopoyetina 2

ANOVA: Analisis de la varianza

CBN: Células binucleadas

CMN: Células mononucleadas

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular



Figura 1: Microscopia éptica H/E de placentas caprinas de 50, 100 y 135 dias de
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PRODUCCION CAPRINA

Los sistemas productivos caprinos en nuestro pais se caracterizan por
desarrollarse en forma extensiva sobre pastizales naturales muy degradados
como consecuencia del sobrepastoreo y la tala indiscriminada. La problematica
del sector caprino es integradora de limitantes sociales, productivas vy
ambientales, que al interactuar le confieren al sistema particularidades casi
exclusivas (Chagra Dip et al., 2010). Las explotaciones caprinas responden a una
economia de subsistencia, de caracter familiar, con grandes carencias de
registros técnicos y econdmicos, que se distribuyen en zonas marginales poco
aptas para otras actividades (Bedotti et al.,, 2007). Los establecimientos se
encuentran generalmente apartados de las areas urbanas donde el consumo es
masivo, la oferta del producto es fragmentada y estacional, ademas no existe
propiedad de la tierra. El principal destino de lo que se produce es la venta
doméstica (Dayenoff et al., 2015)

Argentina cuenta con un stock de alrededor de 4,8 millones de cabezas, que
estdn muy dispersas geografica y temporalmente. Segun el censo de
estratificacion caprina del SENASA del 2013, los pequeiios productores se
distribuyen un 28,43% en la Region Noroeste, un 22,78% en la Patagonia, un
21,86% en Cuyo, un 17,96% en el Noreste y un 8,16% en el centro del pais. Con
respecto a su distribucidon a nivel provincial, en Mendoza se encuentra el 18%
del sector caprino argentino, Neuquén posee el 18 %, mientras que Cérdoba
solo posee el 4% del total de la produccidn caprina del pais (Dayenoff et al.,
2015).

A nivel nacional, la produccién de carne caprina no tiene un impacto
econdmico alto, pero es importante para las economias regionales donde es
relevante como factor social al permitir la subsistencia de productores
familiares (Zimerman, 2013). Durante los ultimos anos la capricultura se ha
destinado a la produccidon de leche, la cual se comercializa como tal o se la
utiliza para la produccién de quesos artesanales (Alonso et al., 2012). La
produccién de fibra cashemere ocupa el tercer puesto de relevancia debido a
que es apreciada por su suavidad y finura. La produccidon de cashemere en el
pais se encuentra en desarrollo en sistemas de produccién tradicional,
utilizando animales de raza criolla descendientes de animales asiaticos
productores de fibra (Lanari et al., 2004).

El sistema caprino posee muy bajos indices productivos, siendo su produccién
estacional en los meses estivales. Estos factores, sumados a la situacién



particular de los productores, como escasos niveles de insumos externos, poco
manejo, problemas de comercializacion y deficiente transferencia de tecnologia
disponible para la produccién de cabritos dan como resultado una baja
eficiencia productiva/reproductiva, lo que se ve exacerbado por la
susceptibilidad de las cabras a abortos frecuentes (Chagra Dip et al., 2010).

La produccidn caprina es afectada por diversos factores ambientales como el
fotoperiodo, la nutricidn, las condiciones de estrés y el medio social. El primer
factor, a su vez esta regulado por cambios nutricionales que son influenciados
por los sistemas de produccidn y las condiciones de cria. Las cabras tienen la
ventaja de poder adaptarse a zonas semidridas debido a la eficacia
reproductiva, y su alta eficiencia digestiva para consumir forraje (Cueto et al.,
2000).

REPRODUCCION CAPRINA

Las cabras (Capra hircus) presentan estacionalidad reproductiva comprendida
entre el final del verano y el otofio, época que se caracteriza por una
disminucion de las horas luz (fotoperiodo negativo). Esto representa un
mecanismo de adaptacion por el cual las crias nacen en estaciones favorables
para su supervivencia y crecimiento (Cueto et al., 2000).

La especie caprina es poliéstrica estacional, con estros que se presentan
dentro de los 19 a 21 dias y cuya duracién media de 18 a 36 horas. La actividad
reproductiva comienza con el inicio de la pubertad, variando la edad de
aparicion en relacidon con el peso vivo del animal, comenzando los estros con
ovulacion cuando la hembra puber alcanza aproximadamente del 45 al 65% del
peso de una hembra adulta. El periodo gestacional oscila entre 144 y 151 dias
con un promedio de 149 dias. La gestacion en ovejas y cabras, durante el primer
trimestre, depende de la funcionalidad del cuerpo IUteo. Sin embargo, estas
especies se diferencian en que posteriormente, en ovejas, la placenta pasa a ser
la principal fuente de progesterona, mientras que en las cabras el cuerpo luteo
es indispensable para el mantenimiento de la gestacion (Cueto et al., 2000).

PLACENTACION

El crecimiento y la supervivencia del feto durante su desarrollo dependen de
la placenta, la cual se compone de tejidos maternos y fetales. EIl componente
fetal esta representado por el corion, que posteriormente se va a unir con el
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alantoides, el cual le proporciona la vascularizacion y forma la placenta
definitiva corionalantiodea. (Roa et al., 2012). Este tejido extraembrionario que
se situa entre el compartimento materno y fetal cumple con funciones
nutritivas, respiratorias y de produccién hormonal durante la gestacidon que son
criticas para el desarrollo normal del embridn (Soares et al., 1996; Redmer et al.,
2005; Khaled et al., 2009). Estas funciones son posibles debido a la formacion de
una red vascular extensa desde el endometrio hacia la placenta (Roa et al.,
2012)

Los rumiantes poseen una placenta epiteliocorial; sin embargo, durante
muchas décadas se considerd que, al menos en los pequenos rumiantes esta
placenta era sindesmocorial debido a la pérdida del epitelio materno.
Actualmente se conoce que en pequefios rumiantes el epitelio uterino no se
pierde, sino que se fusiona con algunas células trofobldsticas para formar
sincitios que tienen un doble origen: materno y fetal. Como consecuencia de
esta fusion celular a esta placenta se la denomina sinepiteliocorial. El proceso
de fusion ocurre porque en el trofoblasto hay células gigantes que
frecuentemente son binucleadas y migran desde el epitelio coridnico para
alcanzar el epitelio endometrial con el que se fusionan. A diferencia del resto de
las células trofoblasticas, las células gigantes secretan hormonas proteicas y
esteroides (Bazer et al., 2009).

Las cabras, al igual que en otros rumiantes, presentan un epitelio placentario
caracteristico compuesto por dos tipos de células, las mononucleadas y las
binucleadas que son morfolégica y funcionalmente distintas en el trofoblasto
(lgwebuike, 2009). Las células mononucleadas se encuentran normalmente en
la interfase y se involucran principalmente en el intercambio de nutrientes,
mientras que las binucleadas producen lactégeno placentario y progesterona
(lgwebuike, 2009), y mediante el proceso de fusién con una célula epitelial
uterina o con el sicitiotrofomaternal liberan su contenido al tejido conectivo
materno (Wooding et al., 1996). Ademas, estas células binucleadas participan
en el desarrollo de las vellosidades y son una caracteristica Unica en los
rumiantes (Wooding et al., 1996; Klisch et al., 2010). En esta especie durante las
primeras etapas de la placentacidén se observa que el corion tiene vellosidades
qgue se distribuyen de manera uniforme, pero luego estas se redistribuyen
agrupandose en cotiledones y dejando otras areas libres dando origen al corion
liso (Rojas y Rodriguez, 1987).

Desde el punto de vista morfolégico la placenta es considerada cotiledonaria
debido al desarrollo de dreas restringidas de interdigitacién entre el tejido



materno y fetal, conocidas como placentomas (Santos et al., 1998). Cada
placentoma es el sitio de intercambio de nutrientes fetomaternos y esta
constituido por el tejido fetal cotiledonario que forma vellosidades que se
corresponden con criptas maternas carunculares (Wooding y Burton, 2008). En
las dreas de corion liso entre los cotiledones se encuentran vellosidades muy
pequeias, y frente a ellas se opone la mucosa intercaruncular, la cual posee
muchas glandulas (Rojas y Rodriguez, 1987). En relacidn a la eliminacion de los
tejidos maternos durante el parto se clasifica como adecidua debido a que la
reaccion decidual es leve o no ocurre y por lo tanto no se eliminan restos del
endometrio en el parto (Barbeito et al., 2010).

La placenta juega un rol fundamental en la provisién de nutrientes al feto,
este intercambio se realiza por el flujo sanguineo uterino y umbilical los cuales,
a su vez, obedecen a la vascularizacion de la interfase materno-fetal (Espinosa,
2011). El incremento y desarrollo del lecho vascular es un componente critico
para el crecimiento de todo tejido, incluyendo la placenta y el mantenimiento
de la prefiez (Reynolds et al., 2005, 2010, Arroyo y Winn, 2008).

ANGIOGENESIS

Para el desarrollo de una red vascular placentaria funcional se requiere de la
formacién de nuevos vasos sanguineos mediante dos procesos cooperativos y
regulados, la vasculogénesis y la angiogénesis. El primer proceso implica el
desarrollo de novo de la red vascular primitiva a partir de células endoteliales
progenitoras, los angioblastos; mientras que, en la angiogénesis, la red vascular
primitiva se utiliza como base para desarrollar nuevos vasos a partir de otros
preexistentes (Kaufmann et al., 2004). Es decir, durante la angiogénesis, las
células que pierden contacto proliferan y migran, lo que termina en la brotacion
y ramificacion de nuevos capilares a partir de los preexistentes (Shibuya y
Claesson-Welsh, 2006; Wallez et al., 2006; Adams y Alitalo, 2007; Lamalice et
al., 2007). La maduracion adicional del vaso se realiza mediante el
reclutamiento de células de soporte, que incluyen los pericitos y las células del
musculo liso (Folkman y D’Amore, 1996; Lindahl et al., 1997; Hellstrom et al.,
1999)

En el transcurso de la gestacion el citotrofoblasto desencadena los procesos
de vasculogénesis y angiogénesis y las células estromales activan el desarrollo
de los vasos sanguineos. De este modo, el crecimiento de la placenta con el
incremento en el flujo sanguineo del utero gravido y del corddén umbilical



dependen del desarrollo de una apropiada red vascular que surge de la
angiogénesis (Reynolds et al., 2005). En las vellosidades placentarias, el proceso
angiogénico ocurre en presencia de un gradiente de oxigeno y de nutrientes que
se extienden desde la circulacién materna, pasando a través del trofoblasto y
por la circulacién fetal, de la cual se extraen los nutrientes y el oxigeno y son
transferidos al feto en desarrollo (Kingdom et al., 1997).

Tanto la vasculogénesis como la angiogénesis, tiene una importancia critica
debido a que los organismos tienen un requerimiento absoluto para el
transporte efectivo de oxigeno, productos de desechos y nutrientes hacia y
desde sus células constituyentes. Lo mismo ocurre en la placenta y el feto ya
gue para su optimo crecimiento depende no solo de la formacién de Ia
vasculatura materna y fetal, sino también del aumento del flujo sanguineo
mientras la gestacion progresa (Charnock Jones et al., 2004).

La vascularizacién placentaria comienza al principio de la prefiez y es
imprescindible para la supervivencia embrionaria temprana y el crecimiento
(Grazul-Bilska et al., 2010, 2011, 2013). En esta etapa la angiogénesis progresa
en los tejidos placentarios maternos y fetales, acompafado por el incremento
del flujo sanguineo uterino y umbilical (Greiss y Anderson, 1970; Reynolds,
1986; Reynolds y Redmer, 1995). Hay evidencias que la reduccién del desarrollo
vascular placentario y el aumento de la resistencia vascular se relaciona con la
mortalidad embrionaria temprana. En etapas posteriores, factores tales como la
nutriciéon inadecuada o la edad materna se asocian a una disminucién de la
vascularizacién en la placenta de varias especies (Redmer et al., 2004; Reynolds
et al., 2006, 2013, Rennie et al., 2011).

Debido a que la placenta crece rdapidamente para satisfacer las crecientes
necesidades metabdlicas del feto, su vasculatura presenta plasticidad y cambia
constantemente durante el transcurso de la gestacion (Kingdom et al., 2000;
Larsen et al., 2002; Mayhew et al., 2002). Diversos estudios en humanos y
modelos animales, demostraron que un flujo sanguineo placentario adecuado
es esencial para el crecimiento normal del feto. De este modo, las condiciones
qgue afecten el crecimiento fetal, como el genotipo, el exceso o privacidon de
nutrientes, el aumento en el nimero de fetos y el estrés ambiental, afectan el
crecimiento de la placenta desencadenando la disminucién del oxigeno fetal, la
captacion de nutrientes, de la angiogénesis y del flujo sanguineo placentario
(Vonnahme et al.,, 2001, 2002; Anthony et al., 2003; Wallace et al., 2005;
Reynolds et al., 2006).



Para que el proceso de angiogénesis en la placenta se desarrolle de manera
adecuada se necesita de un balance positivo entre mediadores quimicos que
promueven la angiogénesis, los factores proangiogénicos, y los factores
antiangiogénicos (Ribatti, 2008). Dentro de los reguladores de la angiogénesis
los de mayor importancia son el factor de crecimiento endotelial vascular
(VGEF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y las angiopoyetinas (Ang)
(Zygmunt et al., 2003).

Durante la angiogénesis se pueden diferenciar las siguientes etapas,
vasodilatacion e incremento de la permeabilidad vascular, degradacion de la
membrana basal por la activacion de proteasas, incremento y proliferacién de
células endoteliales, ensamblaje de estas ultimas para la formacion de un tubulo
permeable y seleccion de pericitos para la formacidn de vasos sanguineos
estables (Jain, 2003; Carmeliet, 2003; Cleaver y Melton, 2003). Mientras ocurre
la maduracién posterior de la red vascular, los capilares se unen formando vasos
mas grandes, las arterias y las venas. Durante este proceso, el plexo vascular se
expande por medio de la ramificacién capilar y se transforma en una red
vascular bien organizada (Karamysheva, 2008).

ANGIOPOYETINAS

Las Ang son glicoproteinas que se segregan de manera autdcrina por las
células endoteliales y en forma paracrina por otras células del tejido. Asimismo,
las Ang pueden regular la angiogénesis por medio de la activacion o el bloqueo
de su receptor Tie-2 (Gale y Yancopoulos, 1999; Valenzuela et al., 1999,
Regnault et al., 2003).

El sistema Ang y el receptor Tie-2 juega un papel fundamental en la
regulacion de la supervivencia celular, la maduracién y la estabilidad del
endotelio vascular (Kappou et al., 2015). Este sistema incluye cuatro ligandos
(Ang-1, Ang-2, Ang-3 y Ang-4), siendo los mejores caracterizados, Ang-1 y Ang-2,
con sus receptores tirosin quinasa correspondientes (Tie-1 y Tie-2). Estos
factores actuan complementariamente al VEGF contribuyendo en las ultimas
etapas de la angiogénesis. Tanto Ang-1 como Ang-2 se unen a Tie-2, que es un
receptor especifico de las células endoteliales con una afinidad similar. Sin
embargo, sus actividades bioldgicas difieren significativamente. La Ang-1
promueve la reorganizacion de las células endoteliales, la integridad estructural
de los vasos sanguineos mediante el reclutamiento y la interaccién con las
células peri-endoteliales (Augustin et al., 2009). Ademas, potencia la funcién de



la barrera endotelial por medio del fortalecimiento de las adhesiones entre las
células endoteliales (Fukuhara et al., 2010). Durante el desarrollo vascular,
controla el didmetro de los vasos, mientras que en el post-desarrollo, actua
como un inhibidor de la permeabilidad vascular y de la apoptosis endotelial,
promoviendo la supervivencia vascular. En contraste, la Ang-2 actia como un
antagonista de la Ang-1, interrumpiendo las conexiones entre las células
endoteliales y perivasculares, promoviendo |la apoptosis y la regresién vascular,
en presencia de bajos niveles del VEGF. Sin embargo, con niveles elevados del
mismo, promueve la neovascularizacion (Scharpfenecker et al., 2005, Augustin
et al., 2009).

Los efectos opuestos de la Ang-1 y la Ang-2 apoyan un modelo de
interacciones constitutivas Ang-1/ Tie-2 que controlan la homeostasis vascular
como via predeterminada (Wong et al., 1997) y la Ang-2 que actla como una
citoquina antagonizante dindmicamente regulada (Hnahan, 1997; Korff et al.,
2001; Carmeliet, 2003). Las interacciones de los ligandos de Ang con su receptor
Tie-2 regulan la maduracion vascular y ademas controlan la quiescencia del vaso
(Davis et al., 1996; Jones et al., 2001; Maisonpierre et al., 1997). A su vez, el
sistema Angiopoyetina/Tie participa en la desestabilizacion y remodelacién
vascular (Gale y Yancopoulos, 2000; Holash, 1999).

La Ang-1 se expresa principalmente en pericitos, fibroblastos y células del
musculo liso (Davis et al., 1996). Ademas, actua de forma paracrina en las
células endoteliales y se ha descripto como una molécula reguladora
transcripcionalmente en algunos tumores (Stratmann et al., 1998; Sugimachi et
al., 2003). Ademas, media la estabilizacién del vaso por medio del reclutamiento
de las células periendoteliales (Suri et al., 1996; Hanahan, 1997), sin embargo, la
Ang-1 per se no estimula in vitro la proliferacion o la formacién de tubos de
células endoteliales, aunque se la describié como estimuladora de la migracion
de células endoteliales (Witzenbicheler et al., 1998). En presencia del VEGF,
potencializa la base y el crecimiento de los capilares in vitro (Davis et al., 1996;
Papapetropoulos et al., 1999).

La Ang-1 junto a la Ang-2 y el VEGF actian de manera complementaria en el
desarrollo y el mantenimiento vascular, pero la expresion de Ang-1 y Ang-2,
junto con su regulacion pueden ser criticas para el equilibrio entre la
angiogénesis fisioldgica y la patoldgica (Krikun et al., 2000). En estudios in vitro
se demostrd que, en comparacién con el VEGF, la Ang-1 es un pobre inductor de
la proliferacién de células endoteliales y de la formacién de tubos (Davis et al.,
1996). Esta proteina actua como “colaboradora” del VEGF en el proceso



angiogénico y es critica para el desarrollo vascular embrionario. Hay evidencias
gue los embriones que carecen de la misma, exhiben defectos cardiovasculares
y mueren (Patan, 1998; Hayes et al., 1999; Thurston et al., 1999; Holash et al.,
1999; Reynolds y Redmer, 2001). Los ratones deficientes en Ang-1 y Tie-2
presentan graves defectos de remodelacion, una maduracion y estabilizacidon
vascular defectuosa, lo que provoca la muerte embrionaria (Sato et al., 1993;
Davis et al., 1996).

Se demostrd que, aunque los niveles de Ang-1 no pueden ser regulados de
forma activa, la capacidad del ligando para actuar con su receptor esta
estrechamente controlada, lo que permite que la sefializacion de Ang-1 este
coordinada con otras seiales en el microambiente celular (Singh et al., 2011). La
activacion de Tie-2 mediada por la Ang-1 promueve el ensamblaje y la
maduracion de los vasos mediante la mediacion de sefiales de supervivencia de
las células endoteliales y estimula el reclutamiento de las células endoteliales
(Davis et al., 1996).

Durante la gestacién, las Ang se producen principalmente en la placenta y
desempeiian una funcién similar que en el resto de los tejidos (Kayisly et al.,
2006). Seval et al., (2008) identificaron a Ang-1 y Ang-2 en diversas células
hematopoyéticas presentes en los vasos sanguineos. Basado en estudios in vitro
sobre células hematopoyéticas y endoteliales, se evidencid que las Ang y Tie-2
pueden actuar como reguladores primordiales de la formacién de progenitores
hematopoyéticos y de células endoteliales, de manera sinérgica (Huang et al.,
1999). Asimismo, Ang-1 y Ang-2, estdn implicadas en la regulacion del
comportamiento del trofoblasto mediante distintos mecanismos para la
promocién del crecimiento y migracién del trofoblasto in vitro (Dunk et al.,
2000). Ademas, Tie-2 también se expresa en el trofoblasto participando en la
regulacién de su comportamiento. En humanos se demostré que existe una
regulacidn positiva entre los niveles de Ang-2 y la disminucién de Ang-1 en el
suero materno en todo el marco gestacional (Bolin et al., 2009). Por otro lado,
en el primer trimestre de la gestacion, se evalud la relacién Ang-1/Ang-2 vy la
asociacion con resultados adversos (pequeiio para la edad gestacional, parto
prematuro, 10 semanas de gestacion y muerte fetal) (Schneuer et al., 2014). Los
resultados obtenidos fueron bajos niveles de Ang-2 y una elevada relacidon Ang-
1/Ang-2 se relaciond con un mayor riesgo de resultados adversos del embarazo
(Akolekar et al., 2009).

Dunk et al., (2000) detectaron en placentas humanas una inmunocoloracién
intensa para Ang-1 en células aisladas dentro del mesénquima velloso y en el



estroma perivascular alrededor de los vasos sanguineos de las vellosidades
placentarias en el primer trimestre. Por otro lado, en las placentas a término,
demostraron una intensa inmunocoloracién en el nucleo del estroma fibroso y
en el medio de los vasos sanguineos maduros en las vellosidades primarias de la
placenta. Sin embargo, no detectaron inmunocoloracion de Ang-1 en las
vellosidades terminales de la placenta a término. Ademds en este estudio se
evidencid una co-localizacion de Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en el trofoblasto (Dunk et
al., 2000). Asimismo, Goldman-Wohl et al., (2000) demostraron la localizacién
de Ang-1y Tie-2 en placentas humanas.

Si bien existen algunos trabajos sobre el rol que desempefian las Ang y su
receptor en las placentas de animales domésticos, actualmente no se encuentra
bibliografia disponible respecto a su localizacién y su funcionalidad en placentas
caprinas a lo largo de la gestacion.



HIPOTESIS

v Durante el dltimo tercio de la gestacion se produce un incremento del
desarrollo vascular en la placenta caprina, como consecuencia de una
mayor expresion de Angiopoyetina-1y su receptor Tie-2.

OBIJETIVOS
Objetivo general

v Conocer la expresidn de factores angiogénicos en placentas de cabras
en diferentes estadios de gestacion.

Objetivos especificos

v’ Describir la morfologia de la placenta caprina utilizando técnicas
histoldgicas convencionales a los 50, 100 y 135 dias de gestacion.

v Determinar la expresion del sistema Angiopoyetina-1/Tie-2 a través de
técnicas inmunohistoquimica en placentas caprinas en los diferentes
estadios gestacionales estudiados.
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TOMA DE MUESTRAS

El experimento se realizd en las instalaciones de la Facultad de Agronomia y
Veterinaria, Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC), Cérdoba, Argentina. Se
utilizaron 15 cabras adultas mayores de 2 aios; libres de enfermedades
infecciosas, destinadas a faena, provenientes de un establecimiento ubicado a
10 km de la UNRC (33°7’ S, 64°,13’ O). Los animales permanecieron en corrales
con piso de concreto (bm x 3m) con un espacio cubierto para facilitar la
proteccion durante el descanso nocturno. El alimento fue entregado dos veces
por dia teniendo acceso al agua ad libitum.

Se realizé la deteccion del celo por observacion directa 1 vez por dia durante
la manana antes de la entrega de alimento. Luego de comprobar la ciclicidad de
las hembras se realizd el servicio por monta natural. El diagndstico de gestacion
se realizd a los 25-30 dias posteriores al servicio, utilizando un ecégrafo Berger®,
modo B, de tiempo completo, provisto de un transductor lineal transrectal de
7.5 Mhz.

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Los uteros gravidos fueron obtenidos de hembras de 50, 100 y 135 dias de
gestacién (n=5) por cada dia. Cada cuerno uterino fue incidido a lo largo del
borde antimesometrial y los fetos fueron removidos. Se extrajeron diez
placentomas de cada uno de los uUteros y se fijaron en formol buffer fosfato pH
7.5, se deshidrataron, se incluyeron en parafina y se realizaron cortes
histolégicos de £ 4-5 um. Parte de los cortes se colorearon con hematoxilina-
eosina (H/E).

Mediante la técnica inmunohistoquimica de avidina-estreptavidina-
peroxidasa y los anticuerpos Anti Ang-1 y Anti Tie-2 se evidencid la presencia y
localizacion de Ang-1, y Tie 2.

Los cortes fueron observados con un microscopio éptico Axiophot (Carl Zeiss,
Alemania), la adquisicion de las imagenes se realizd con una cdmara digital
Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japén) adosada al microscopio vy el
procesamiento de las mismas a través del software AxioVisionRelease 4.6.3 (Carl
Zeiss, Alemania).
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COLORACION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Para la realizacion de esta técnica se prepararon las siguientes soluciones:

Para la tincidn con hematoxilina se utilizé una solucién stock compuesta por
10% de hematoxilina en 95% de etanol absoluto, 4% de alumbre de sodioy 0,1%

de 105Na; y una solucion de trabajo compuesta por 1 ml de la solucién stock

de hematoxilina, 40 ml de alumbre de sodio, 4,5 ml de I0O3Na y 100 ml de agua
destilada.

Para la preparacion de la eosina se utilizé una solucién stock compuesta por 1
g de eosina y 99 ml de etanol 70%; y una solucién de trabajo compuesta por 1
ml de solucidn stock y 15 ml de agua destilada.

Para la realizacion de esta técnica los portaobjetos se colorearon con
hematoxilina por 1,5 min y se lavé con agua corriente. Luego se colorearon con
eosina por 1 min y se lavaron nuevamente con agua corriente. Por ultimo, se
realizd la deshidratacion y el montaje definitivo para luego ser observados al
microscopio dptico.

Con esta técnica, la cromatina nuclear y otros compuestos basoéfilos se
colorean de azul, mientras que citoplasma, el colageno y otros compuestos
acidofilos se observan rosados.

TECNICA INMUNOHIUSTOQUIMICA PARA LA DETERMINACION DE ANG-1

Se trabajé con cortes montados sobre portaobjetos gelatinizados, se
colocaron los portaobjetos en la estufa por 15 min y se dejaron enfriar 10 min.
Luego se realizd la desparafinacidén y rehidratacion: 2 pasajes en xilol 100 %, 1
pasaje en alcohol/xilol, 1 pasaje en alcoholes de graduacién decreciente (100 %,
95% 70%) de 10 min cada uno. Posteriormente, se colocaron los portaobjetos
en un coplin de plastico con tapa perforada al que se le agregé buffer citrato
10mm pH:6 (Dako Target retrival solution citrate pH6 sarame) 10ml: 90 ml de
H20 destilada. Se colocaron a bafo maria en microondas por 10 min a potencia
600 W y se controldé cada 2 min el nivel de buffer citrato y cuando fue necesario
se fue restituyendo su cantidad para que siempre quedaran los preparados
bafiados con el mismo, por ultimo se dejo enfriar 20 min. Luego se realizaron 2
enjuagues con PBS, de 10 min cada uno y se les agrego peréxido de hidrégeno
3% (15 mm H,0,) en PBS (35mm) y se lo dejé actuar 20 min. Se realizé un lavado
con PBS por 3 min y se dejé escurrir. Se agregd suero normal de caballo y se lo
incubd en cdmara humeda por 30 min, sin lavar se le agregd el primer
anticuerpo (Anti Ang-1 Santa Cruz biotechnology Inc. USA) 1/50, se cubrié con
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parafilm, y se incubd toda la noche en camara humeda. Posteriormente se
realizaron 2 lavados de PBS de 10 min cada uno y se escurrié. Se agrego el
segundo anticuerpo biotilinado (Kit cell marque), se cubrié con parafilm y se los
incubd por 30 min. Se realizaron 2 lavados con PBS de 10 min cada uno, se los
escurrio y se agrego estreptavidina conjugada con peroxidasa (Kit Cell Marque)
y se los dejo incubar por 30 min cubiertos con parafilm. Se hicieron 4 lavados de
PBS de 5 min cada uno y se los incubd con solucion cromégena de
Diaminobencidina (DAB) preparada con 20 microlitros (1 gota) DAB CROMOGEN
con 1 ml. del buffer. Apenas vird al color marrén se corté la reaccidén con agua
destilada. Se contrasté con hematoxilina de Mayer por 45 seg, se viré con agua
corriente y se corrobord la coloracion al microscopio dptico. Por ultimo, se
realizo la deshidratacién y el montaje definitivo.

TECNICA INMUNOHIUSTOQUIMICA PARA LA DETERMINACION DEL RECEPTOR
TIE-2

Se trabajé con cortes montados sobre portaobjetos gelatinizados. Se realizd
la desparafinacion y rehidrataciéon tal como se detalld6 para la técnica
inmunohistoquimica para la determinacion de Ang-1. Se realizaron 2 lavados de
PBS mas tritdn (100ml de PBS + 1ml de tritdn), de 10 min cada uno. Se colocaron
los portaobjetos en coplin de plastico con tapa perforada y llenos con buffer
citrato 10mm pH: 6 (Dako Target retrival solution citrate pH6 (sarame). Se
colocaron a bafio maria en microondas 10 min a potencia 600 W, se controld
cada 2 min, se restituyd el buffer y se dejé enfriar 20 min. Se realizaron 2
enjuagues con PBS mas tritdon, de 10 min cada uno. Se les agregd perdxido de
hidrégeno 3% (15 mm H,0, en PBS 35mm) y se lo dejé actuar por 20 min, se
lavd con PBS por 3 min y se escurrio. Se les agregd suero normal de caballo y se
los incubd en cdmara humeda por 30 min. Sin lavar, se agregd el primer
anticuerpo (Anti Ang-1 Santa Cruz Biotechnology)1/50 se cubridé con parafilm vy
se incubd toda la noche en cdmara hiumeda. Luego se realizaron 2 lavados de
PBS 10 min cada uno y se escurrid. Se agregod el segundo anticuerpo biotilinado
(Kit cell marque), se cubrié con parafilm e incubd por 30 min. Se realizaron 2
lavados de PBS de 10 min cada uno y se escurrid. Se agregaron gotas de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Kit Cell Marque). Se cubrié con
parafilm e incubd por 30 min. Se hicieron 4 lavados de PBS de 5 min cada uno,
se incubd con solucion cromégena (DAB), se contrasté con hematoxilina de
Mayer por 45 seg., se deshidratd y se realizé el montaje definitivo.
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SEMICUANTIFICACION DE LA INMUNOMARCACION

Para la cuantificaciéon de Ang-1 se evaluaron 5 campos al azar del tejido
placentario por animal, con un microscopio a 200 X de magnificacion Los
resultados obtenidos se expresaron en forma semicuantitativa, en funcion de
una escala elegida por la intensidad de marcacién detectada en la técnica,
determinando que: (-): negativo, (+): débil, (++): moderado, (+++): intensa. Por
otra parte, se determind la distribucién de la intensidad de marcacién por
medio del valor High Score obtenido a través de la sumatoria de los porcentajes
de tejido placentario marcados a cada nivel de intensidad y multiplicado por el
ponderado para esa intensidad de marcacion (Cristofolini y col.,, 2010) de la
siguiente manera: HS: > Pi (i + 1)

doénde: i: intensidad de marcacion
Pi: porcentaje de células para cada intensidad de marcacion

Los valores fueron determinados por dos investigadores a diferentes tiempos y
se calculé su promedio y luego se realizé un analisis de ANOVA con el software

InfoStat (Di Rienzo et al., 2009) para evaluar la dependencia de Ang 1 en
relacion al estadio gestacional, usando un disefio completamente al azar.

Para Tie-2 se realizd una evaluacion cualitativa para demostrar su localizacidon
en el tejido placentario en cada edad gestacional.
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DESCRIPCION MORFOLOGICA DE PLACENTAS CAPRINAS

Mediante la microscopia Optica se estudiaron las placentas caprinas de 50,
100 y 135 dias de gestacion, las cuales mostraron ser diferentes y se observd
gue a medida que la gestacion progresa, las placentas cuentan con una
estructura mas desarrollada y compleja.

Se observé que el tejido caruncular, en todos los periodos analizados, emite
tabiques que se proyectan hacia el tejido fetal y forma criptas que estan
invadidas por vellosidades fetales. Estos tabiques se van ramificando, lo que da
como resultado un aumento de la superficie de contacto con el tejido
cotiledonario.(Figura 1 A;, B; Y C;). A diferencia de los dos primeros periodos, a
los 135 dias, se observé que hay escaso tejido conectivo materno con presencia
de vasos sanguineos que irrigan al mismo (Figura 1C). Esta disminucidon del
tejido conectivo hace que los tabiques del tejido caruncular tengan apariencia
de ser mas delgados.

En los periodos gestacionales estudiados, el epitelio materno, que estd
ubicado en contacto con el epitelio fetal, es delgado y la conformacién del
mismo esta dada por células mononucleadas intercaladas con células
multinucleadas. Las primeras son de forma cubica y cuentan con un nucleo de
color claro, en cambio, las células multinucleadas, también Ilamadas sincitios,
son planas, presentan un nimero variado de nucleos y cuentan con muy poco
citoplasma (Figura 1 A,, B,Y C,).

Con respecto al tejido conectivo, se observé que en el mismo estdn presentes
los vasos sanguineos, los cuales son de diferente tamafio y que estdn irrigando a
todo este tejido (Figura 1 A, BY C).

El epitelio fetal o cotiledonario, es de apariencia pseudoestratificado y esta
conformado por células mononucleadas (CMN) que se intercalan con células
binucleadas (CBN), las cuales estan presentes en menor cantidad y se disponen
a diferente profundidad y altura. Las primeras, son de forma columnar altas en
las bases de las vellosidades fetales, y se van haciendo cubicas en el resto de la
vellosidad. Las CMN contienen un nucleo de gran tamafio y su citoplasma es de
color claro. La base de estas células se apoya sobre la membrana basal, mientras
gue su parte apical estd en contacto con la zona en la que se unen la parte
materna con la fetal. Ademas, se observaron algunos capilares que se invaginan
en la cara basal de las mismas (Figura 1 A, y B,).
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Las CBN son células de gran tamaio, de forma redondeada, contiene dos
nudcleos de gran tamano y son de color claro. Ademas, se observd que su
citoplasma se tifie de color mds oscuro que el de las CMN que se encuentran
adyacentes a las mismas. Estas células no se distribuyen uniformemente,
algunas estan ubicadas hacia la superficie del tejido y salen hacia el lado
materno, mientras que hay otras que no contactan con la membrana basal y se
ubican en la profundidad del epitelio fetal. También se identificaron algunas
células que se encuentran sueltas en la zona de unién de la parte materna con
la fetal (Figura 1 A,, B, YC,).

Se identificé una variacion en el color de las CBN, las cuales eran mas claras
hacia la membrana basal y mas oscuras las que se encontraban préximas al
epitelio materno. Estas células fueron observadas en todos los periodos
gestacionales estudiados.

En placentas de 135 dias de gestacidon, se observd que el epitelio
cotiledonario en la base de las vellosidades es cubico alto pseudoestratificado,
compuesto por CMN y CBN en escasa cantidad. Ademas, se observaron glébulos
rojos en su interior. A medida que va avanzando hacia la parte materna este
epitelio se ramifica y se transforma en un epitelio cubico bajo que cuenta con
una mayor cantidad de CBN a distinta altura o que estan en la interfase
materno-fetal (Figura 1 C,).

En cuanto al tejido conectivo, el mismo es laxo en el origen de las
vellosidades y este ademas contiene una gran cantidad de vasos sanguineos que
son de gran calibre. Este tejido disminuye en las vellosidades secundarias y
terciarias hasta que parece desaparecer, y los vasos sanguineos en las mismas
disminuyen su didmetro para formar capilares pequefios ubicados en contacto
con la membrana basal (Figura 1 C;).

16



RESULTADOS

Figura N°1: Microscopia 6ptica H/E de placentas caprinas. A: 50 dias de gestacion

B: 100 dias de gestacion. C: 135 dias de gestacion. A1, B1Y C1: 200X. A2, B2 Y C2: 400X
COT: cotiledén; CAR: caruncula; flecha continua: epitelio trofoblastico; cabeza de flecha: epitelio materno, flecha
entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN.
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INMUNOLOCALIZACION DE ANGIOPOYETINA 1 (ANG-1)

En todas las muestras placentarias analizadas la inmunomarcacion para la
proteina Ang-1 fue citoplasmatica. En las placentas de 50 y 100 dias de
gestacion se observé una inmunomarcacion intensa en el epitelio trofoblastico,
en contraste con las placas sincitiales del epitelio materno cuya
inmunomarcacién fue débil. En las células binucleadas se observé una
coloracién de poca intensidad en comparacion con el resto del epitelio fetal. En
los endotelios de los capilares maternos y fetales se encontré una moderada
inmunoreaccioén (Figura 2y 3).

A los 135 dias de gestacion se evidencié que a medida que las vellosidades
maduran y se ramifican en el tejido materno, la intensidad de inmunoreaccién
del epitelio trofoblastico se atenla hasta que desaparece y se conserva una
intensa coloracion en la base de las vellosidades. En el tejido materno el
citoplasma de las placas sincitiales y de las células mononucleadas se
inmunomarcaron intensamente. En las células endoteliales fetales y maternas,
no se observé una inmunoreaccién para Ang-1 (Figura 4).

El analisis de HSCORE para Ang-1 demostré que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) en la intensidad de
inmunomarcacién entre los diferentes periodos de gestacidon analizados en
placentas caprinas (Figura 5).
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RESULTADOS

Figura 2: Inmunolocalizacién de Ang-1 en placentas de 50 dias de gestacion.
A1:200X Y A,:400X

COT: cotileddn; CAR: caruncula; flecha continua: epitelio trofoblastico; cabeza de flecha: epitelio materno;
flecha entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN
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Figura 3: Inmunolocalizacién de Ang-1 en placentas de 100 dias de gestacion.

B1:200X Y B,:400X
COT: cotiledén; CAR: cartincula; flecha continua: epitelio trofoblastico; cabeza de flecha: epitelio materno;
flecha entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN.
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RESULTADOS

Figura 4: Inmunolocalizacién de Ang-1 en placentas de 135 dias de gestacién.
C1:200X Y C,:400X

COT: cotiledén; CAR: carlncula; flecha continua: epitelio trofoblastico; cabeza de flecha: epitelio materno;

flecha entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN.
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INMUNOLOCALIZACION DEL RECEPTOR TIE-2

En las placentas analizadas, se detecté un patron citoplasmatico de
coloraciéon para la inmunomarcacion del receptor Tie-2. En las células
endoteliales de los capilares fetales y maternos como en las células del epitelio
trofobldstico de todos los periodos analizados se observd una moderada
inmunoreaccidon. Por otro lado, en el epitelio endometrial a los 135 dias de
gestacion se evidencié una débil inmunoreaccion (Figuras 6,7 y 8).
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Figura N°6: Inmunolocalizacidn de Tie-2 en placentas de 50 dias de gestacion.
A;: 200X Y A,:400X

COT: cotiledén; CAR: cartincula; flecha continua: epitelio trofoblastico; cabeza de flecha: epitelio materno;
flecha entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN
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Figura N°7: Inmunolocalizacién de Tie-2 en placentas de 100 dias de gestacion.
B1: 200X Y B,:400X

COT: cotiledén; CAR: cartincula; flecha continua: epitelio trofoblastico; cabeza de flecha: epitelio materno;

flecha entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN.
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Figura N°8: Inmunolocalizacién de Tie-2 en placentas de 135 dias de gestacion.
C1: 200X Y C,:400X

COT: cotiledén; CAR: cartincula; flecha continua: epitelio trofoblastico; cabeza de flecha: epitelio materno;

flecha entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN.
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La placenta posee una organizacidon estructural que le posibilita lograr un
eficiente intercambio entre los tejidos de la madre y el feto para optimizar el
crecimiento y el desarrollo fetal (Penninga y Longo, 1998). Por medio de la
microscopia Optica pudimos evidenciar que la estructura placentaria caprina
concuerda con lo descripto para los rumiantes. Asimismo, la conformacién del
epitelio trofoblastico observada es concordante con lo descripto por Igwebuike
y Ezeasor (2012) quienes lo describen como pseudoestratificado y constituido
por dos tipos de células, mononucleadas y binucleadas. A medida que avanza el
tiempo gestacional, la placenta adquiere una estructura mas compleja, con
interdigitalizacion de los tejidos maternos y fetales. Las vellosidades cada vez
mas ramificadas van invadiendo al tejido materno con disminucion del tejido
conectivo, lo que podria ocasionar que el intercambio de nutrientes, gases, y
otras moléculas sea mas eficiente ya que mejora el contacto de los vasos
sanguineos con el epitelio trofoblastico. También observamos que el tejido
conectivo de los tabiques maternos disminuye, lo que conduce a que los vasos
maternos estén mas cerca de la parte fetal y se favorezca el intercambio al
satisfacer las altas demandas metabdlicas del feto. Ademas, nuestros resultados
concuerdan con Santos et al, (1998) quienes también evidenciaron una
disminucion del tejido conectivo de las vellosidades fetales relacionado con Ia
mayor ramificacion de las mismas en el ultimo tercio de gestacién en las
placentas caprinas. Estos autores sostienen que la disminucidon del tejido
conectivo permite un mayor desarrollo vascular y a su vez prepara a la placenta
para ser expulsada en el momento del parto. En este sentido, para que la
placenta pueda desempefar su papel en el intercambio, se necesita una red
vascular apropiada que surge de los procesos de vasculogénesis y angiogénesis
(Reynolds et al., 2005).

En nuestro estudio, la inmunomarcacion de la proteina Ang-1 se evidencid con
una intensa inmunomarcacion en el epitelio del citotrofoblasto y del
sincitrofoblasto durante los dos primeros periodos de gestacién analizados. Esto
concuerda con los resultados obtenidos por Seval et al. (2008) quienes
demostraron la localizacién de Ang-1 en placentas humanas con una marcacion
intensa tanto en el citotrofoblasto como en el sincitiotrafoblasto durante el
primer tercio de la gestaciéon. En cuanto a las células endoteliales, ellos
demostraron una débil coloraciéon, mientras que nosotros observamos una
moderada marcacion tanto en el endotelio fetal como en el materno, mientras
que en las células binucleadas presentaron una escasa coloracién. Del mismo
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modo, Goldman-Woh et al., 2000, demostraron que la Ang-1 se expresa en el
sincitiotrofoblasto en la placenta humana durante el primer trimestre.

En el transcurso de la gestacion, la inmunohistoquimica para Ang-1 mostré
variaciones en cuanto a la localizacién y a la intensidad de inmunomarcacion.
Hacia el final de la misma no se observd marcaciéon en las células endoteliales
maternas ni fetales, y la intensidad de la inmunomarcién del epitelio
trofobldstico disminuyd. Contrariamente, en el sincitio materno se observd una
intensa marcacion. Este cambio en el patréon de inmunolocalizacion de Ang-1
indicaria su importancia en la promocién de la maduracién vascular y en la
estabilizacion de los vasos maternos. Algunos autores evidenciaron que, a lo
largo de la gestacion, la expresion de la Ang-1 se incrementd, mientras que Ang-
2 y Tie-2 disminuyeron (Zhang et al., 2001; Geva et al., 2002). En contraste con
estos resultados, nosotros no encontramos diferencias significativas mediante
HSCORE, para la expresion de Ang-1 a lo largo de la gestacidn, lo que difiere con
la hipoétesis de trabajo planteada.

Con respecto a Tie-2, Dunk et al. (2000) demostraron que se encuentra en el
trofoblasto y se expresa en el sincitiotrofoblasto de las vellosidades placentarias
a término, lo que indicaria que actua regulando su comportamiento. Ademas,
estos autores demostraron durante el primer trimestre de la gestacion en
humanos, una co-localizacién de Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en el trofoblasto, lo que
sugiere que las Ang pueden desempenar un papel autécrino en la funcion del
trofoblasto. Asimismo, Goldman-Woh et al.,, (2000) demostraron que Tie-2
actua en el desarrollo vascular dado que se expresa en el endotelio de los vasos
tanto maternos como fetales. Con respecto a Ila intensidad de
inmunomarcacion, Seval et al. (2008) evidenciaron en la placenta humana una
inmunomarcacion mas intensa en el citotrofoblasto, en las células angiogénicas
y endoteliales, mientras que no encontraron cambios significativos en la
intensidad en la gestacion avanzada. Esto no concuerda con nuestros resultados
ya que la inmunomarcacion fue moderada en el epitelio trofoblastico, en los
endotelios de los capilares maternos y fetales en los dos primeros periodos
gestacionales estudiados. Esta diferencia podria obedecer a un patrén de
inmunomarcaciény de intensidad propia de la especie caprina.

Dunk et al. (2000), observaron una intensa inmunocoloraciéon en los vasos
sanguineos de placentas humanas. En nuestro estudio determinamos una débil
inmunocoloracién en el epitelio endometrial comparada con el resto de los
tejidos donde no se evidencié coloracién, en contraste con los resultados
obtenidos por Seval et al. (2008).
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Estudios en placentas ovinas (Reynolds et al., 2005) permitieron identificar la
importancia de Ang-1 vy 2 y su receptor Tie-2, que al actuar en forma conjunta
con el VEGF y el FGF, permiten la remodelacién, la organizacion microvascular y
la sobrevivencia de las células endoteliales. Esto evidencia que el sistema Ang-
1/Tie-2 junto con el VEGF, actuarian de forma autdcrina y paracrina en el
proceso de angiogénesis para garantizar el desarrollo de la vasculatura
placentaria durante los distintos periodos estudiados de la gestacion en cabras.
La alteracion de la angiogénesis afecta la expresion de distintos factores
angiogénicos que producen una reduccién del flujo sanguineo, como ocurre en
varios desordenes gestacionales como la muerte embrionaria intrauterina
temprana, la preeclamsia, el crecimiento intrauterino restringido y la diabetes,
entre otras (Shimizue et al. 2012).

Esta investigacion pretende contribuir a elucidar los mecanismos que regulan
los procesos involucrados en el desarrollo de la vascularizacion placentaria para
lograr un buen crecimiento fetal y un éptimo peso de la cria al nacer y asi
optimizar la produccidn caprina teniendo en cuenta el contexto social donde se
desarrolla.
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