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RESUMEN

Un eficiente crecimiento fetal y un buen peso al nacimiento dependen principalmente de la
estructura y el tamafio de la placenta. Esta crea la interfaz para el intercambio de nutrientes y
desechos entre la madre y el feto. A su vez, es una fuente de moléculas de sefializacion capaces de
manipular la fisiologia materna para mantener un ambiente propicio y lograr una prefiez exitosa.
Estas funciones son posibles gracias a la formacion de una extensa red vascular desde el
endometrio hacia la placenta, denominado angiogénesis. La placenta caprina es clasificada como
sinepiteliocorial, cotiledonaria y adecidua. Posee areas restringidas de interdigitacion e
intercambio de nutrientes entre el tejido materno y fetal, llamadas placentomas. El objetivo fue
estudiar la morfologia, el desarrollo vascular y la expresion de factores angiogénicos en
placentomas de los dos ultimos tercios de la gestacion en cabras. Para ello se utilizaron 15 cabras
mestizas alimentadas ad libitum y se obtuvieron los Gteros gestantes de 50 dias (n=5), 100 dias
(n=5) y 135 dias (n=5) de gestacion. Se midieron los parametros morfométricos de los Uteros y sus
fetos. Las muestras de placentomas fueron destinadas al analisis estructural y ultraestructural, al
estudio inmunohistoquimico de los principales factores angiogénicos, a la evaluacién de la
remodelacion celular placentaria y al estudio de las variables morfométricas de los vasos
sanguineos. A medida que avanza la gestacion se observaron mayores ramificaciones de las
vellosidades trofoblasticas, disminucién del estroma de los tabiques maternos, presencia de
capilares “intraepiteliales”, que disminuyen la distancia interhemal, resultado de las modificaciones
adaptativas generadas por las mayores demandas metabdlicas de los concepti. Las células
binucleadas fetales migran y se fusionan con el epitelio materno conformando los sincitios. Los
elevados indices apoptéticos e indices de proliferacion en el epitelio materno y fetal,
respectivamente, demuestran que el epitelio trofoblastico debe generar la poblacion celular
encargada de migrar y formar parte del epitelio materno e influenciar su fisiologia. La presencia en
este érgano de los factores angiogénicos como VEGF, Ang-1, Ang-2 y su receptor Tie-2 indican
gue actuarian complementariamente en el desarrollo y maduracion angiogénica y en la
funcionalidad trofoblastica. El estudio histomorfométrico nos permitié identificar patrones de
crecimiento vascular diferentes para el tejido cotiledonario, donde hacia el final de la gestacién, los
capilares disminuyen su tamafio debido a una mayor ramificacién, en comparacion con lo que
sucede en el tejido caruncular, lo que asegurarian un transporte sanguineo rapido y mejoraria el
intercambio feto-materno. Las modificaciones estructurales y los diferentes patrones de
crecimiento vasculares regulados por distintos factores angiogénicos identificados en la placenta,
determinan una mayor eficiencia de intercambio transplacentario a lo largo de la gestacion
permitiendo el normal crecimiento fetal.



ABSTRACT

An efficient fetal growth and a good birth weight depend mainly on the placenta structure
and size. This creates the interface for the exchange of nutrients and waste between the
mother and the fetus. In turn, the placenta is a source of signaling molecules capable of
manipulating maternal physiology to maintain an enabling environment and achieve
successful pregnancy. These functions are possible through the formation of an extensive
vascular network from endometrium to placenta, term angiogenesis. The goat placenta is
synepitheliochorial, cotyledonary and adeciduate. It has restricted areas of interdigitation
and nutrient exchange between the maternal and fetal tissues known as placentomes. The
objective was study the morphology, vascular development and the expression of
angiogenic factors in placetomes of the last two thirds of pregnancy in goats. 15 crossbred
goats fed ad libitum were used and the gravid uteri were obtained from 50 (n = 5), 100 (n =
5) and 135 days (n = 5) of gestation. Morphometric parameters of the uteri and their
fetuses were measured. Structural and ultrastructural analysis, immunohistochemical
methods of the main angiogenic factors, evaluation of placental cell remodeling and study
of morphometric variables of blood vessels were performed over placental samples. As the
pregnancy progresses, greater branched cotiledonary villi, decrease of the stroma of the
maternal septa, presence of “intraepithelial™ capillaries, diminished interhemal distance,
result of the adaptive modifications generated by the greater metabolic demands of the
concepts. The fetal binucleated cells migrate and fuse with the maternal epithelium,
forming the syncytia plaques. The high apoptotic indexes and high proliferation indexes of
in the maternal and fetal epithelium, respectively, evidence that the trophoblastic
epithelium must generate the cellular population in charge of migrating and forming part of
the maternal epithelium and influencing its physiology. The presence in this organ of the
angiogenic factors such as VEGF, Ang-1, Ang-2 and its receptor Tie-2 indicate that they
would act in addition in the development and angiogenic maturation and in the
trophoblastic functionality. The histomorphometric study allowed us to identify different
vascular growth patterns for the cotyledonary tissue, where towards the end of gestation
decrease capillaries size due to a greater branching, in comparison with what happens in
the caruncular tissue, which would ensure a rapid blood transport and improve feto-
maternal exchange. The structural modifications and the different vascular growth patterns
regulated by different angiogenic factors identified in the placenta, determine a greater
efficiency of transplacental exchange throughout the gestation, supporting normal fetal
growth.
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Capitulo | Introduccidn general

La produccion caprina en la Republica Argentina se basa en la existencia de
4.863.894 cabezas caprinas distribuidas en 46.766 explotaciones ubicadas principalmente
en las regiones aridas y semiaridas del pais, segun datos del afio 2017 del Sistema
Integrado de Gestion de Sanidad Animal (SENASA). Los sistemas productivos
predominantes son extensivos sobre pastizales naturales muy degradados por sobre
pastoreo y tala indiscriminada. La problematica del sector caprino es integradora de
limitantes sociales, productivas y ambientales, que al interactuar le confieren al sistema
particularidades casi exclusivas (Chagra Dip y col., 2010; Dayenoff y col., 2015).

Estas explotaciones caprinas responden a una economia de subsistencia, de caracter
familiar, con grandes carencias de registros técnicos y econémicos, que se distribuyen en
zonas marginales poco aptas para otras actividades (Bedotti y col., 2007).

La principal produccién esta orientada a la venta del cabrito lechal con una edad
que ronda entre los 30 y 50 dias de vida y con un peso faenado de 8 a 12 kg (ONCCA,
2012). Estos sistemas poseen muy bajos indices productivos de alrededor de 0,65 a 0,78
cabrito/cabra/afio y una estacionalidad en la produccién en los meses estivales. Estos
factores sumados a la situacion particular de los productores por la deficiente organizacion,
problemas de comercializacion, escasa transferencia de tecnologia disponible para la
produccion de cabritos (Chagra Dip y col., 2010; Dayenoff y col., 2015), pone ain mas
vulnerable estos sistemas de produccion.

Es sabido que los beneficios en la cria de animales de granja dependen de la
eficiencia en la produccion, en el crecimiento y desarrollo después del nacimiento. Para
optimizar esto es importante partir de un eficiente crecimiento fetal y un buen peso al
momento del nacimiento (Greenwood et. al, 2010; Blair et. al, 2010).

La especie caprina es poliéstrica estacional de fotoperiodo negativo, con una
estacion reproductiva durante el fin del verano y el otofio. Debido a su periodo de
gestacion de 149 dias aproximadamente, los partos se presentan en los meses de primavera,
coincidente con el aumento de la oferta forrajera.

Uno de los 6rganos principalmente estudiados para mejorar la eficiencia productiva
es la placenta. Esta es un érgano transitorio que se desarrolla durante la gestacién y como
lo definio Mossman en 1937 (Wooding y Burton, 2008), consiste en la aposicion de tejidos
maternos y fetales con la funcion de realizar el intercambio fisiologico. El tejido materno
deriva del epitelio y del tejido conectivo del utero, mientras que el componente fetal
proviene del epitelio trofoblastico que recubre la superficie del blastocisto. El epitelio junto
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con las membranas internas y vasos sanguineos del conceptus forma la estructura
placentaria corioalantoidea o coriovitelina (Wooding y Burton, 2008).

La cabra posee una placenta sinepiteliocorial, cotiledonaria y adecidua (Wooding y
Burton, 2008). Desde el punto de vista morfoldgico, es considerada cotiledonaria debido
al desarrollo de areas restringidas de interdigitacion entre el tejido materno y fetal,
conocidas como placentomas (Santos et. al, 1998; Vatnick et. al, 1991). Los mismos
oscilan en nimero de 70 a 120 por gestacion (Turiello, 2012; Cristofolini y col., 2012).
Cada placentoma es el sitio de intercambio de nutrientes fetomaternos. Esta compuesto
por el tejido fetal cotiledonario que forma vellosidades que se corresponden con criptas
maternas carunculares (Wooding y Burton, 2008) (Figura N°1).

Porcion fetal (cotiledonaria)

- 53T
e

SiTiaEs L oINS }Pared uterina

Porcién materna (caruncular)

Figura N°1: Esquema de un placentoma con tejido fetal y
materno. Tomado de Reynolds et. al, (2005).

La placenta es el 6rgano que crea la interfaz para el intercambio de nutrientes y
desechos entre la madre y el feto, ademas de minimizar el rechazo del sistema
inmunologico materno. A su vez, es una fuente de moléculas de sefializacion capaces de
manipular la fisiologia materna para mantener un ambiente propicio y lograr una prefiez
exitosa (Wooding y Burton, 2008). Estas importantes funciones son posibles gracias a la
formacion de una extensa red vascular desde el endometrio hacia la placenta (Bairagi et. al,
2016).

El tamafio y estructura placentaria, asi como la capacidad de ésta para transferir
nutrientes, determina un buen desarrollo fetal y un 6ptimo peso al nacimiento. Estudios en
animales han mostrado que la capacidad uterina influye marcadamente en el peso y en el
tamafo al nacimiento (Sharma et. al, 2012). A su vez, estos parametros influyen sobre

aspectos productivos como la produccion de leche, lana y caracteristica de la carcasa
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(Blair et. al, 2010). Por otro lado, la disminucion del peso al nacimiento esta asociado con
incrementos en la mortalidad neonatal (Morel et. al, 2008), pobre productividad y alta
morbilidad a largo plazo (Garite et. al, 2004; Sharma et. al, 2012; Kenyon et. al, 2013).

El normal desarrollo placentario comprende un importante crecimiento vascular,
denominado angiogénesis, con el fin de soportar las demandas crecientes de gases y
metabolitos del feto. En gestaciones comprometidas debido a factores de estrés materno
tales como sobre o subnutricion, edad materna avanzada, alteracion del indice de masa
corporal o antecedentes genéticos dan como resultado un desarrollo vascular placentario
alterado. Esto afecta negativamente el crecimiento y la funcion placentaria y, en ultima
instancia, resulta en bajo desarrollo gestacional (Reynolds et. al, 2010; Bairagi et. al,
2016). El intercambio transplacentario de nutrientes depende del flujo sanguineo uterino y
umbilical los cuales son dependientes de una adecuada vascularizacion de la interfase
materno-fetal (Espinosa, 2011). El crecimiento 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). Si bien
existen reportes actuales en cuanto al desarrollo vascular en placentas de especies de
interés productivo como en ovinos, bovinos y cerdos, son escasos los antecedentes
referidos a la angiogénesis placentaria caprina en sistemas productivos argentinos
(Reynolds et. al, 2010; Sanchis y col., 2012).

Por lo anteriormente expuesto se plantea como objetivo general de esta Tesis
conocer la morfologia, el desarrollo vascular y la expresién de factores angiogénicos

en placentomas de los dos ultimos tercios de la gestacion en cabras.
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> La placenta caprina aumenta su eficiencia de intercambio en los ultimos tercios de
la prefiez debido a una remodelacion de su estructura y al mayor desarrollo vascular
controlado principalmente por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
y las angiopoyetinas (ANGS).
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Objetivo General

Conocer la morfologia, el desarrollo vascular y la expresion de factores

angiogenicos en placentomas de los dos ultimos tercios de la gestacion en cabras.

Objetivos Especificos planteados en el Plan de Actividades de la Tesis

1.

Determinar el nimero de cotiledones, peso placentario y densidad cotiledonaria a
los 50, 100 y 135 dias de prefiez.

Describir la morfologia y la ultraestructura por microscopia O6ptica de alta
resolucion (MOAR) y por microscopia electrénica de transmision (MET)
respectivamente, en placentas de 50, 100 dias de gestacion y a término (135 dias).
Determinar la remodelacion celular placentaria por apoptosis a través de la
visualizacion de la fragmentacion del ADN mediante el ensayo TUNEL en los
diferentes periodos gestacionales analizados.

Analizar la proliferacion celular mediante la marcacion inmunohistoquimica del
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA) en las placentas estudiadas.
Determinar la localizacién del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), de
angiopoyetina 1 y 2 (ANG1 y ANG2) y de su receptor tie 2 a través de técnicas
inmunohistoquimicas en las placentas estudiadas.

Evaluar el desarrollo vascular placentario en los ultimos dos tercios de la gestacion
mediante el estudio de variables morfométricas (area, perimetro y nimero) de los

vasos sanguineos.
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Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Etica de
la Investigacién en Salud de la Universidad Nacional de Rio Cuarto segin expediente
201/2016.

4.1. Toma de muestras

Se utilizaron 15 cabras mestizas adultas entre 2 y 4 afos seleccionadas por
cronologia dentaria; controladas clinicamente y libre de enfermedades infecciosas,
destinadas a faena, provenientes de un establecimiento ubicado a 10 km de la UNRC
(33°7° S, 64°,13° O). EI mismo cuenta con un sistema de cria semiextensivo donde los
animales permanecieron la mayor parte del dia a corral con agua y comida ad libitum. Se
realizd la deteccion del celo 2 veces por dia, a la mafiana y a la tarde, por observacién
directa. Luego de comprobar la ciclicidad de las hembras se realizé el servicio por monta
natural. El diagnostico de gestacion se realizé entre los 25-30 dias posteriores al servicio,
utilizando un ecdgrafo Berger®, modo B, de tiempo completo, provisto de un transductor
lineal transrectal de 7.5 Mhz. Se eutanasiaron 5 animales a los 50 dias, 5 a los 100 dias y 5
a los 135 dias de gestacion. Luego se procedid a incidir el abdomen por linea media y
retirar el Gtero gravido. ElI mismo fue refrigerado y trasladado de inmediato al laboratorio
de Microscopia Electronica del Departamento de Patologia Animal de la UNRC para su

posterior procesamiento.

4.2. Procesamiento del Gtero gravido y medicion de pardmetros morfoldgicos.

Cada cuerno uterino se incidio a lo largo del borde antimesometrial (Figura N°2) y
el o los fetos fueron removidos y pesados de manera individual. A su vez se midié la
longitud craneo-caudal de los fetos. Se contaron el nimero de placentomas por unidad
feto-placentaria. Fueron extraidos diez placentomas al azar (tres de la region cercana al
cérvix, cuatro del cuerpo y tres del cuerno) de cada uno de los uteros y fijados en solucion
de formol tamponado, pH 7,5 para las técnicas histoldgicas e inmunohistoquimicas y en

glutaraldehido para microscopia electrénica.
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Figura N°2: Utero gravido de 100 dias de gestacion donde se identifica desde el

borde antimesometrial las diferentes regiones: cérvix, cuerpo y cuerno uterino.

4.3. Analisis de estructura placentaria
4.3.1. Técnica histoldgica convencional para microscopia éptica

Se tomaron porciones de 3 placentomas (1 por cada regiéon) de 6 mm?
aproximadamente y se fijaron en una solucién de formol tamponado a pH 7,5.
Posteriormente, se deshidrataron con baterias de alcoholes de graduacién creciente, para
ser incluidos en parafina. Se realizaron cortes histoldgicos de = 4 um de espesor; parte de
estos cortes se colorearon con Hematoxilina-Eosina para el reconocimiento de estructuras
tisulares. El resto de los cortes fueron destinados para la técnica de inmunolocalizacién de
VEGF, Ang-1, Ang-2, Tie-2 y PCNA vy la deteccion de apoptosis in situ mediante el
ensayo TUNEL.

4.3.2. Técnica de microscopia optica de alta resolucion (MOAR)

Para el estudio de la estructura placentaria por microscopia Optica de alta
resolucion, las muestras de tejido placentario se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % en
solucion tampon fosfato de Sérensen (0,1 M, pH 7,4) durante 3 h a 4°C. Luego se lavaron
dos veces con solucion tampon fosfato y seguidamente se posfijaron con tetroxido de
osmio al 1% durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion se lavaron dos veces
en solucion tampdn fosfato y se deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona. Se

procedid luego a la preinclusion en resina epoxi EMbed 812 1:1 en acetona 100% durante
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toda la noche a temperatura ambiente y posteriormente a una inclusion en resina epoxi
EMbed 812 a 60°C, durante 24 horas. A través de un ultramicrotomo manual (Sorvall MT-
1A, DuPont, USA), utilizando cuchillas de vidrio, se obtuvieron cortes semifinos (+ 0,25
um) los que fueron colocados sobre portaobjetos de vidrio y tefiidos con azul de toluidina
sobre una platina termostatizada, para permitir la entrada del colorante al tejido incluido en
la resina.

En todos los casos, la observacion se realizd en un microscopio Axiophot (Carl
Zeiss, Alemania) y se adquirieron las imagenes con una camara Canon Powershot G6 7.1
megapixels (Canon, Japon) adosada al microscopio.

4.4. Analisis de ultraestructura placentaria.
4.4.1. Técnica para microscopia electrénica de transmision (MET)

Las muestras de tejido placentario se fijaron con glutaraldehido al 2,5% en S-
collidine (0,2M, pH 7,4) y se postfijaron en tetréxido de osmio al 1%, luego se
deshidrataron en acetona. La inclusion se realizo en resina epoxi EMbed 812. Los cortes
ultrafinos (20-60 nm) se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. La
observacion de los cortes de tejido placentario se realizé con un microscopio electrénico de
transmision Elmiskop 101 (Siemens, Alemania). Las imagenes digitales fueron adquiridas

en el microscopio electronico de transmision JEM 1200 EXII (Jeol, Japén).

4.5. Deteccidon de apoptosis in situ: ensayo TUNEL (TdT-mediated-dUtp Nick End
Labeling)

Para la deteccion in situ de apoptosis en las muestras placentarias caprinas de los
diferentes periodos gestacionales seleccionados, se utilizo el equipo comercial ApopTag®
Plus Peroxidase In Situ Apoptosis (Chemicon Internacional). Los cortes histoldgicos
placentarios obtenidos fueron desparafinados mediante 2 pasajes por xilol de 15 minutos
cada uno; posteriormente se rehidrataron con baterias de alcoholes de graduacion
decreciente de 5 minutos cada uno, se lavaron 2 veces en agua destilada (10 minutos cada
uno) y 2 veces en PBS pH 7,2 (10 minutos cada uno). Luego se incubaron con proteinasa
K (20 pg/ml) durante 15 minutos a temperatura ambiente y se lavaron 2 veces con agua
desionizada (2 minutos cada uno). Posteriormente se trataron con peroxido de hidrégeno al
3 % durante 5 minutos y se lavaron 2 veces con PBS o agua deionizada (5 minutos cada

uno). Luego se agregd sobre los cortes histoldgicos la solucién tampdn de equilibrio
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durante 15 minutos, pasado el tiempo se elimino el exceso y se incubaron con la enzima
ADN-transferasa desoxinucleotidil terminal (TdT) a 37°C durante 1 hora, en camara
humeda. Se detuvo la reaccién con el agregado de solucion stop por 10 minutos y
posteriormente se lavaron durante 3 minutos con PBS. Luego fueron incubados con el
conjugado anti-digoxigenin-peroxidasa durante 1 hora a temperatura ambiente, en camara
hdimeda. Posteriormente, se lavo 4 veces con PBS (2 minutos cada uno) e incubd con la
solucion cromdgena DAB durante 10 minutos, se contrastd con hematoxilina de Mayer, se
deshidratd con bateria de alcoholes de concentracion creciente y se montd en Entellan
(Merck).

A través del ensayo TUNEL se determind la presencia de células apoptéticas
(ndcleos amarronados) y de células viables (ndcleos contrastados de azul), presentes en las
muestras placentarias de los periodos gestacionales estudiados. Los cortes fueron
observados con un microscopio optico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania), la adquisicion de
las iméagenes se realiz6 con una camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC,
Japon) adosada al microscopio y el procesamiento de las mismas a traves del software
AxioVision Release 4.6.3 (Carl Zeiss, Alemania).

A partir de los resultados obtenidos mediante el ensayo TUNEL, se contaron las
células TUNEL positivas (+) de los epitelio trofoblastico y maternos, con respecto a las
células totales para cada estructura placentaria. De la relacién entre dichos valores se
determind el indice de células en apoptosis en los diferentes periodos de gestacion

seleccionados

o ,
\Ap = N° de células TUNEL (+) % 100

Ne de células totales

La cuantificacion fue realizada por un unico operador, sobre dos secciones de cada
portaobjeto correspondiente a los diferentes estadios de prefiez estudiados. Los valores
fueron expresados en medias y desviaciones estandar. Se realiz6 un ANOVA y un test
DGC para evaluar el efecto del dia de gestacion y el tejido sobre el 1Ap para cada
estructura placentaria. Los resultados fueron analizados con la version 2009 del software
InfoStat (Di Rienzo y col., 2009) y se considero6 estadisticamente significativo un p<0.05.
Como control positivo se utilizd un corte de tejido placentario de cerdo de 60 dias de

gestacion.
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4.6. Técnica inmunohistoquimica para la determinacion del antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA)

Para la determinacion de PCNA se realizO una técnica inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos comerciales especificos (Dako, Denmark).

Los cortes de tejidos fueron desparafinados y rehidratados y luego fueron inmersos
en peréxido de hidrégeno al 3% (H,0,) por 30 min para bloquear la actividad de la
peroxidasa endogena. Se realizé el blogueo de los anticuerpos inespecificos con solucién
de Blotto (5 gr de leche descremada y 1 ml de Tritén en 100 ml de PBS), por 30 min para
luego realizar la incubacion con el anticuerpo primario (anti-PCNA dilucion 1:50) en
camara himeda durante toda la noche entre 4 y 8°C. Los anticuerpos fueron detectados con
un equipo comercial Avidina-Biotina-Peroxidasa (Cell Marque, USA). Los cortes fueron
lavados con PBS entre cada paso. Se realizd el revelado con una solucién de
3,3’diaminobenzidina (Cell Marque, USA) por 3 min o hasta la aparicion de color marrén.
Los cortes fueron contrastados con hematoxilina de Mayer por 50 seg y luego
deshidratados y montados con Entellan (Merck, Alemania), para ser observados en un
microscopio éptico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). La adquisicion de las imagenes se
realiz6 mediante una camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japdn)
adosada al microscopio optico.

La cuantificacion de las células positivas y negativas se realiz6 sobre cinco campos
seleccionados al azar (magnificacion de 400x) por cada muestra. El indice de proliferacion
celular (lpr) fue calculado como el porcentaje de células positivas en relacion al total de
celulas.

Se realizé un analisis no paramétrico de Kruskal Wallis para evaluar si existian
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los grupos, utilizando el
software estadistico InfoStat (Di Rienzo y col., 2009) y se considerd estadisticamente

significativo un p<0.05.

4.7. Técnicas inmunohistoquimicas para la determinacion de los factores angiogénicos
4.7.1.- Determinacion del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

Para la determinacion de VEGF se realizO una técnica inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos especificos Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA). La
técnica se realizé a temperatura ambiente, luego de desparafinar y rehidratar los cortes
histoldgicos. Los portaobjetos conteniendo los cortes de tejido placentario fueron tratados

previamente con 3% (v/v) de peroxido de hidrogeno por 5 min y lavados con solucion
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salina tamponada (PBS pH 7,2). Fueron incubados con suero de caballo (1:100 PBS)
durante 1 h. Luego fueron incubados con el anticuerpo primario anti-VEGF durante toda la
noche refrigerado entre 4 y 8°C en camara himeda. Posteriormente fueron lavados con
PBS (2 lavados de 10 min cada uno) e incubados durante 1 h en cdmara humeda a
temperatura ambiente con un segundo anticuerpo biotinilado. Fueron lavados con PBS (2
lavados de 10 min cada uno) y tratados con el complejo streptavidina-peroxidasa por 20
min. Luego del periodo de incubacion, fueron lavados con PBS (2 lavados de 10 min cada
uno) y tratados con la solucion cromdgena, diaminobencidina (DAB) hasta la aparicion de
color marrén o durante 3 min. Posteriormente, fueron contrastados con hematoxilina de
Mayer por 50 seg, lavados con solucion de hidroxido de amonio al 0,08 % por 30 seg,
deshidratados en bateria de alcoholes de graduacion creciente y montados con Entellan
(Merck, Alemania), para su observacion en un microscopio 6ptico Axiophot (Carl Zeiss,
Alemania). La adquisicion de las imagenes se realizaron mediante una cadmara digital

Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japdn) adosada al microscopio optico.

4.7.2.- Determinacion Ang-1, Ang-2y Tie-2

Ang-1, Ang-2 y Tie-2 se determinaron inmunohistoquimicamente utilizando
anticuerpos especificos Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA). La técnica se
realizd a temperatura ambiente. Luego de desparafinar y rehidratar los cortes histolégicos,
se realizd el desenmascaramiento de los epitopos antigénicos para permitir el
reconocimiento por los anticuerpos. Para la misma se colocaron los portaobjetos en coplin
de pléstico con solucién tamponado de citrato 10 mM, pH 6 (dilucion 1:10, Dako, Estados
Unidos) y se los sometié a 10 minutos de hervor en el horno microondas a potencia de 600
watts. Después de dejarlos enfriar 20 minutos fueron tratados con 3% (v/v) de peroxido de
hidrogeno por 20 minutos y lavados con solucién salina tamponada (PBS pH 7,2). Fueron
incubados con suero de caballo (1:100 PBS) durante 1 h. Luego fueron incubados con el
anticuerpo anti Ang-1, anti Ang-2 o anti Tie-2 (todos en dilucion 1:50) en cdmara himeda
durante toda la noche a 4-8°C. Posteriormente se continué con el mismo protocolo
descripto para la inmunomarcacién de VEGF.
4.7.3. Semicuantificacion de la inmunomarcacion

Se evaluaron 5 campos al azar del tejido placentario por animal, con un
microscopio a 200 X de magnificacion. La intensidad de inmunomarcacion para Ang-1 fue
clasificada de la siguiente manera: (-): negativo, (+): debil, (++): moderado, (+++): intensa.

Para cada tejido un valor de High Score (HSCORE) fue calculado a través de la sumatoria
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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: HSCORE = )’ Pi (i+1), donde i representa el valor de intensidad y Pi el
porcentaje de células correspondientes. Los valores fueron determinados por dos
investigadores a diferentes tiempos y su promedio fue calculado.

Se realiz6 un analisis de ANOVA comparando las medias de los diferentes periodos

gestacionales usando el software InfoStat (Di Rienzo y col., 2009).

4.8. Medicion de variables morfométricas (area, perimetro y nimero) de los vasos
sanguineos:

Se tomaron 3 cortes histoldgicos de cada placenta estudiada y se colorearon con
hematoxilina-eosina. Para este estudio se tomaron fotografias de 10 campos al azar de
cada una de las 15 placentas estudiadas (un total de 150 campos) con un aumento de
200x. La adquisicion de las imagenes se realizé mediante una camara digital Powershot
G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japdn) adosada a un microscopio 6ptico Axiophot (Carl
Zeiss, Alemania).

Se midieron las variables morfométricas area, perimetro y nimero de los
capilares, utilizando el software Axiovision Release 4.6.3 (Carl Zeiss, Alemania). Se
calcul6 la densidad de area capilar (DAC: area capilar total como proporcion del area de
tejido), la densidad de perimetro capilar (DPC: perimetro capilar total como proporcion del
area de tejido), la densidad de namero capilar (DNC: nimero de capilares totales como
proporcién del area del tejido) para el tejido caruncular y el cotiledonario por separado.
Ademas de los anteriores parametros, se calcul6 como medida del tamafio capilar, al
perimetro capilar medio (PCM) para ambos tejidos en los diferentes periodos de gestacion.

Se realiz6 un ANOVA para evaluar si existian diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los grupos, utilizando el software estadistico InfoStat (Di

Rienzo y col., 2009) y se considero estadisticamente significativo un p<0.05.
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5.1. Produccion caprina

En Argentina, la produccion de carne caprina no tiene un alto impacto econémico a
nivel nacional, siendo su importancia mas visible en las economias regionales donde
también se destaca su relevancia como factor social al permitir la subsistencia de los
productores familiares (Zimerman, 2013).

En los Gltimos afios, la capricultura, en distintas regiones se han encaminado a la
produccién de leche, la que se comercializa en forma fluida o se emplea en la produccion
de quesos artesanales (Alonso y col., 2012). La leche de cabra debido a sus caracteristicas
particulares para la salud del consumidor, le otorga importantes ventajas con respecto a la
de vaca (Salva y col., 2013).

En tercer lugar en orden de relevancia se encuentra la produccién de fibra
cashmere, la cual es una de las fibras textiles de origen animal mas preciadas por su
suavidad y finura. La potencialidad del mercado internacional de esta fibra caprina ha
motivado el desarrollo de la misma en varios paises (Lanari, 2013). La produccion de
cashmere en el pais se encuentra en desarrollo en sistemas de produccién tradicionales,
utilizando animales de raza criolla descendientes de animales asiaticos productores de fibra
(Lanari, 2004).

5.2. Reproduccién caprina

La especie caprina es poliéstrica estacional, con estros que se presentan cada 19-21
dias. Es frecuente que al comienzo de la época reproductiva y después de incorporados los
machos, un porcentaje de cabras presenten estros infértiles y ciclos de corta duracién (5-7
dias). Se puede considerar al fotoperiodo, estrés, nutricion, factores feromonales y el medio
social del hato como condicionantes de los factores reproductivos. Las hembras detectan
estos cambios y condicionan su respuesta por medio de la variacion de su actividad
reproductiva (estacion de estro y tasa de ovulacion), de manera que se establece una
“estrategia” que asegura el éxito de la concepcion, prefiez y lactacion (Cueto y col., 2000).

En base a un periodo de gestacion de 149 dias (144 a 151), la estacion reproductiva
se presenta principalmente durante el fin del verano y el otofio (fotoperiodo negativo). En
primavera se presentan estros que son de baja fertilidad (Cueto y col., 2000). Los mismos
tienen una duracion media de 18 a 36 horas que se manifiesta por hipersensibilidad,
busqueda del macho, movimiento de la cola, miccion frecuente, edematizacion y

enrojecimiento de la vulva e inmovilizacién frente al macho (De la Rosa, 2011).
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La cabra, durante toda la prefiez depende de la funcionalidad del cuerpo IGteo para
mantener la gestacion, en relacion a la produccion de progesterona (Igwebuike y Ezeasor,
2012). A diferencia, en la oveja, a partir del segundo tercio de la gestacion, la placenta pasa
a ser la fuente de progesterona. Esta caracteristica en los caprinos se asocia a la
presentacion de abortos espontaneos tardios, debido por ejemplo a estrés nutricional (Cueto
y col., 2000).

Los beneficios en la cria de animales de granja dependen de la eficiencia en la
produccién, en el crecimiento y desarrollo después del nacimiento. Para optimizar esto es
importante partir de un eficiente crecimiento fetal y buen peso al momento del nacimiento
(Blair et. al, 2010; Greenwood et. al, 2010). El tamafio y estructura placentaria, asi como la
capacidad de ésta para transferir nutrientes, determina un buen desarrollo fetal y esto incide
directamente sobre el peso al nacimiento. Estudios en animales han mostrado que la
capacidad uterina influye marcadamente en el peso y tamafio al nacimiento (Sharma et. al,
2012). A su vez, estos parametros influyen sobre la produccién de leche, lana y la
caracteristica de la carcasa (Blair et. al, 2010). Por otro lado, la disminucién del peso al
nacimiento esta asociado con incrementos en la mortalidad neonatal (Morel et. al, 2008),
pobre productividad y alta morbilidad a largo plazo (Garite et. al, 2004; Sharma et. al,
2012; Kenyon et. al, 2013).

Diversos autores, (Gall et. al, 1994; Sanchis, 2013). para predecir el tiempo de
gestacion con fines cientificos, evaluacion patoldgica o manejo reproductivo han evaluado
diferentes aspectos fetales como la longitud craneo-caudal, la osificacion esquelética y la
longitud de la diafisis de los huesos largos. Estas evaluaciones les permitieron desarrollar
regresiones ecuacionales que posibilitan predecir la edad de gestacion con suficiente

agudeza.

5.3. Placenta caprina

La placenta es un oOrgano transitorio que se desarrolla durante la gestacion y
consiste en la aposicion de tejidos maternos y fetales con la funcién de intercambio de
gases, nutrientes y desechos (Grazul-Bilska et. al, 2011). El tejido materno deriva del
epitelio y del tejido conectivo del Utero, mientras que el componente fetal proviene del
epitelio trofoblastico que recubre la superficie del blastocisto. El epitelio junto con las
membranas internas y vasos sanguineos del concepto forma la estructura placentaria

corioalantoidea o coriovitelina (Wooding y Burton, 2008).
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La cabra posee una placenta cotiledonaria, sinepiteliocorial y adecidua (Wooding,
2008). Desde el punto de vista morfoldgico, es considerada cotiledonaria debido al
desarrollo de areas restringidas de interdigitacion entre el tejido materno y fetal,
conocidas como placentomas (Santos et. al, 1998). En ovinos y caprinos, estos ultimos
son principalmente de forma concava donde el tejido materno, caruncular, rodea una
pequefia porcion de tejido fetal, cotiledonario (Vatnick et. al, 1991; Hafez et. al, 2007,
Vonnahme et. al, 2008 Igwebuike y Ezearsor 2013). Difieren marcadamente de los
placentomas bovinos, los que son principalmente de forma convexa con el tejido
cotiledonario rodeando por completo al tejido caruncular (Laven y Peters, 2001; Wooding
y Burton, 2008). Los mismos oscilan en namero de 70 a 120 por gestacion (Wooding y
Burton, 2008; Turiello, 2012; Igwebuike y Ezearsor 2013). Cada placentoma es el sitio de
intercambio de nutrientes fetomaternos y estd compuesto por el tejido fetal cotiledonario
que forman vellosidades que se corresponde con criptas maternas carunculares.
(Wooding y Burton, 2008; Sammin et. al, 2009; Igwebuike, 2009; Igwebuike y Ezearsor,
2013).

En los Gltimos afios se ha demostrado por medio de numerosas técnicas, que el
epitelio fetal estd constituido por células mononucleadas intercaladas con células
binucleadas. Estas ultimas estan ubicadas a diferentes niveles en el epitelio, dependiendo
del grado de madurez de las mismas. Algunas células binucleadas se desprenden del
epitelio, migran hacia el lado materno y se fusionan con las células del epitelio uterino
formando sincitios fetomaternos (Dent en 1973; Wooding y Burton, 2008; Igwebuike y
Ezearsor 2013). Por esta razén actualmente es aceptada la denominacion para la placenta
de la cabra y otros rumiantes como sinepiteliocorial (Figura N°3). En el interior de las
células binucleadas se han descripto la presencia de granulos con contenido glicoproteico
(Klisch et. al, 2010; lIgwebuike y Ezearsor, 2013), que al incorporarse al epitelio
endometrial, ejercerian su accion en el epitelio glandular (Noel et. al, 2003).

Las células mononucleadas son las células predominantes del epitelio fetal. Son
clbicas o columnares altas, asientan sobre la membrana basal y se extienden hasta la
zona de contacto materno-fetal. Su borde apical posee numerosas microvellosidades que
participan en la intima interdigitacion con las microvellosidades del epitelio uterino. En
estrecha relacion con el epitelio trofoblastico, se encuentran pequefios capilares fetales en
una posicion “intraepitelial” en los cuales la 1dmina basal de los capilares se encuentra
fusionada con la ld&mina basal del epitelio fetal (Lawn et. al,1969; Hafez et. al, 2010).

Esta caracteristica particular parece disminuir la distancia interhemal entre la sangre
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materna y la fetal, para aumentar el intercambio transplacentario (Wooding y Burton,
2008; Igwebuike y Ezearsor 2013).

Trofoectodermo

Division celular
Fusion entre

microvellosidades

Uniones

estrechas

Exocitosis Migracién frontal Sincitiofetomaterno

Figura N°3: Esquema de la unidad fetoplacentaria. Se observa el trofoectodermo generado por division
celular y formacién del sincitiofetomaterno por migracion de las células binucleadas (1-2), fusion apical (3) y

derrame del contenido celular (3-4). Tomado y modificado de Wooding y Burton, 2008.

5.4. Apoptosis

A partir del afio 1972, los investigadores Kerr, Wyllie y Currie utilizaron el término
“apoptosis” (apo: “fuera de o separacion” y ptosis: “caida”) para describir una nueva forma
de muerte celular fisiolégica o suicidio celular programado involucrado en el recambio
celular. Demostraron con sus estudios que dicho proceso desempefia un importante rol en
la regulacion del numero celular en una variedad de tejidos, tanto en condiciones
fisiol6gicas como patologicas.

La apoptosis es un proceso biolégico esencial, permanente, dindmico e interactivo
gue ocurre normalmente durante el desarrollo, el envejecimiento y como un mecanismo
homeostatico para mantener la poblacion celular en los tejidos. Se produce como un
mecanismo de defensa tal como en reacciones inmunes o cuando las células son dafadas
por agentes nocivos, a través de los cuales los organismos eliminan las células indeseables
pero sin causar una respuesta inflamatoria (Angosto, 2003). Aunque hay una amplia
variedad de estimulos y condiciones, tanto fisiologicas como patoldgicas, que la pueden
desencadenar, no necesariamente todas las células se mueren en respuesta al mismo
estimulo (Zinkel et. al, 2005; EImore, 2007).

Se pueden distinguir diferentes tipos de muerte celular, entre las que podemos

mencionar ademas de la apoptosis, la necrosis. Ambos procesos pueden ocurrir
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independientemente, de forma secuencial, asi como simultaneamente (Hirsch, 1997; Zeiss,
2003). En algunos casos es el tipo de estimulo y/o grado, el que determina la modalidad de
muerte. De este modo, dosis bajas de una variedad de estimulos perjudiciales tales como
calor, radiacion, hipoxia y medicamentos citotoxicos contra el cancer puede inducir
apoptosis, pero estos mismos en dosis méas altas pueden desencadenar la necrosis. Esta
ultima, puede originarse por una lesion aguda, irreversible, derivada de una condicion
patolégica que no puede ser reparada por mecanismos de adaptacion y/o de resistencia.
Puede ser disparada por diferentes factores como deficiencia en el aporte nutricional,
respiratorio o circulatorio; eventos fisicos como calor, frio, radiaciones, traumatismos,
agentes biologicos (microorganismos) y agentes quimicos (sustancias toxicas). Estos
factores alteran la permeabilidad de la membrana plasmatica, debido a la falta de
regulacién en el paso de iones y agua. Como consecuencia se produce la liberacion de
enzimas lisosomales y la ruptura de las membranas, con la liberacion de proteinas
desnaturalizadas y fragmentos de ADN en el espacio intercelular, generando una respuesta

inflamatoria local al atraer células del sistema inmune (Figura N°4).

APOPTOSIS NECROSIS

Muerte no fisiologica: muerte accidental traumatica. Proceso

Muerte fisiologica. Proceso muy regulado y controlado.
- - no regulado.

Se produce durante el desarrollo. mantiene la homeostasis
% g ; No se produce durante el desarrollo
tisular y elimina células danadas.

Inducida por estimulos intracelulares o extracelulares. Inducida por un daiio celular o tisular.

Proceso energéticamente activo y que requiere la biosintesis e g
Xt . Proceso energéticamente pasivo.
de proteinas. =
Sigue un orden especifico de eventos. Condensacion de la
cromatina y fragmentacion internucleosomal del DNA
genomico. Mantenimiento estructural de organulos.

La célula se hincha. se lisan organulos subcelulares y se
desintegra de forma desordenada.

Mantenimiento de la integridad de la membrana plasmatica.

El contenido celular queda englobado en los cuerpos lj” ';"p!"lm dcl ]I‘ nlclmbrunfl CO'v'lduf:cl"]‘l".hbcr:',cz)" del
apoptéticos. No se produce la liberacion del contenido :-l?flll]:::z(c?o‘;: Arax:al.copacio axdeceial;asacaga.con

celular. No se produce inflamacion.

Participacion activa de componentes celulares.

- . Proceso pasivo.
Degradacion mediada por caspasas. P

Fagocitosis de cuerpos apoptoticos. Lisis celular. y dano a las cé¢lulas vecinas.

Figura N°4: Caracteristicas generales de las muertes celulares: apoptosis y necrosis. Tomado de Iracheta,
2007.

“In vivo” la muerte celular programada puede ocurrir en células individuales
dispersas en los tejidos (durante la muerte celular fisioldgica) o en areas continuas

(después de una lesion). Las células apoptoticas son fagocitadas y digeridas por células
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vecinas rapidamente (Kerr et. al, 1972; Ellis et. al, 1991) lo que dificulta el seguimiento de
los cambios morfologicos “in vivo”. Sin embargo, los cambios inducidos por diversos
agentes o insultos a una célula “in vitro” reflejan los eventos fisiologicos “in vivo”
(Héacker, 2000).

A través de la microscopia Optica y electrénica se han identificado los distintos
cambios morfolédgicos que se producen durante la apoptosis (Héacker, 2000). Algunos de
ellos, pueden ser observados por microscopia Optica, a veces con la ayuda de colorantes
especificos y otros, se pueden detectar Gnicamente por microscopia electronica.

Al morir una célula por apoptosis, los primeros cambios implican la contraccion
celular y la picnosis. Con la contraccion de las células, las mismas se tornan méas pequefia
con el citoplasma denso y los organulos mas condensados. Esto también implica la
separacion de las células circundantes en el tejido y de la matriz extracelular debido a la
pérdida de las uniones de las membranas y desorganizacién del citoesqueleto. Es por esto
que las celulas se observan redondeadas al microscopio (Figura N°5).

PARENCHYMAL CELLS

@ N fragmentation
A

lysosomal
digestion

residual  body

'HISTIOCYTE'

Figura N°5: Diagrama ilustrativo de las fases morfoldgicas del proceso de apoptosis. Adaptado de Kerr et.
al, 1972. (Parenchymalcells: células parenquimales; Separation: separacion; Condensation: condensacion;
Fragmentation: fragmentacion; Phagocytosis: fagocitosis; Autolysis: autolisis; Lysosomal digestion:

digestion lisosomal; Residual body: cuerpos residuales; Histiocyte: histiocito).
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La picnosis es el rasgo méas caracteristico de la apoptosis. Es el resultado de la
condensacion de la cromatina que comienza como una compactacion en anillo a lo largo de
la envoltura nuclear que se extiende para abarcar todo el nlcleo. La célula se reorganiza en
los llamadas “cuerpos apoptéticos”, un término acufiado por Kerr et. al, (1972) para
describir vesiculas formadas por membrana plasméatica que varian en tamafio y
composicion. Estos pueden contener la totalidad del contenido de la célula en varias
combinaciones, tales como elementos citosolicos, organelas o parte del ntcleo condensado.
Posteriormente los mismos son fagocitados por macrofagos o células vecinas y digeridos a
través de una via lisosomal (Hécker, 2000).

Ademas de los cambios morfol6gicos observados por microscopia Optica, se han
descripto por microscopia electrénica, en diferentes tejidos, alteraciones en la estructura de
organelas y de la membrana plasmatica. La mayoria de los estudios coinciden en que las
mitocondrias, el reticulo endoplasmaético y el aparato de Golgi mantienen su morfologia
normal al menos durante las primeras etapas de la apoptosis. Con el transcurrir del proceso
se puede observar, segun Elmore (2007), nucleo electrodenso, fragmentacion nuclear,
membrana celular intacta, desorganizacion de organelas citoplasmaticas, vacuolas
claramente alargadas y protuberancias irregulares en la superficie celular la cual presenta
circunvoluciones y adquiere una apariencia vesicular caracteristica. Como resultado de
estas grandes invaginaciones se forman los cuerpos apoptoéticos. Desorganizacion del
citoesqueleto con pérdida de la forma celular. También se puede revelar la pérdida de
microvellosidades de células epiteliales y presencia de vacuolas citoplasmaticas y
mitocondriales (Bozzo y col., 2013).

Segiin Elmore (2007) la apoptosis puede ser definida como: ‘“un proceso
coordinado, dependiente de energia, que involucra la activacion de un grupo de proteasas
denominadas caspasas y una compleja cascada de eventos que unen el estimulo inicial con
la desaparicion definitiva de la célula”.

Las sefiales de muerte que conducen a la apoptosis son muy diversas pero esta
conducido por dos clases de proteasas especializadas: las caspasas iniciadoras y las
caspasas efectoras. Las caspasas efectoras o ejecutoras son activadas por las caspasas
iniciadoras en una cascada amplificadora. La activacion de las caspasas es una etapa
crucial para la activacion de la apoptosis cualquiera sea el estimulo (Fraser and Evan,
1996; Green, 2005).

La capacidad proteolitica de las caspasas activas conduce a la degradacion de una

serie de proteinas que conduciran a la muerte de la célula. Se expresan sefiales
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(fosfatidilserina) para inducir la fagocitosis y se activan proteinas especificas para preparar
a la célula en el bloqueo de las funciones metabolicas (Ortega et. al, 2001).

5.5. Proliferacion

La proliferacion celular es el incremento del numero de células por division celular.
Es mas activa durante la embriogénesis y el desarrollo de un organismo y es fundamental
para la regeneracion de tejidos dafiados o envejecidos. Es caracteristica de cada tipo celular
por lo que esta controlada de forma muy especifica. Asimismo cada tipo celular presenta
una serie de receptores de factores de crecimiento caracteristicos que también regulan la
proliferacion al controlar la respuesta a tales factores (Korgun et. al, 2006).

El control de la proliferacion celular implica un delicado equilibrio entre los efectos
de diferentes moléculas reguladoras, incluyendo hormonas y factores de crecimiento que
proporcionan, en el entorno inmediato de la célula, sefiales para estimular o inhibir la

replicacion celular (Clarke y Sutherland, 1990).

5.5.1. Ciclo celular

Los tejidos con células en proliferacion, se encuentran realizando un proceso
denominado ciclo de division celular, que tiene como fin en células somaticas, la sintesis
de dos celulas, en la cual cada una contiene cromosomas idénticos a los de la célula
progenitora. EI mismo estd constituido por una serie ordenada de acontecimientos
macromoleculares que conducen al crecimiento de la célula y su division.

Se compone de cuatro fases principales:
o Fase G1: es la primera fase del ciclo que trascurre entre el final de una mitosis y el
inicio de la sintesis de ADN. Durante este tiempo la célula duplica su tamafio y masa
debido a la continua sintesis de todos sus componentes, como resultado de la expresion de
los genes que codifican las proteinas responsables de su fenotipo particular. Se produce
crecimiento celular con sintesis de proteinas y de ARN.
o Fase S (sintesis): se produce la replicacion o sintesis del ADN. Como resultado
cada cromosoma se duplica y queda formado por dos cromatidas idénticas. Con la
duplicacion del ADN, el ndcleo contiene el doble de proteinas nucleares y de ADN que al
comienzo del ciclo.
Fase G2: es la fase de crecimiento del ciclo celular en la que continGa la sintesis de

proteinas y ARN. Al final de este periodo se observan cambios en la estructura celular que
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indican el principio de la division celular. Termina cuando la cromatina empieza a
condensarse al inicio de la mitosis, teniendo ahora cada cromosoma dos cromatidas.

o Fase M (mitosis y citocinesis): division celular en la que una célula progenitora
(célula somatica) se divide en dos células hijas idénticas. Esta fase incluye la mitosis, a su
vez dividida en: profase, metafase, anafase, telofase; y la citocinesis, que se inicia ya en la
telofase (Lodish et. al, 2005).

Cuando las células no estan en actividad proliferante se dice que han salido del
ciclo celular y se encuentran en estado de quiescencia o fase GO. EI aumento en el nimero
de células de un determinado tejido es inherente a la proliferacion. Por el contrario, en
estado de quiescencia la célula cumple con todas sus funciones especificas, al igual que en
el caso anterior, pero sin duplicar su contenido genémico ni dividirse (Figura N°6).

Una instancia crucial del ciclo es el que ocurre en el punto R (restrictivo) de la fase
G1, momento en el cual la célula decide si debe continuar en el ciclo celular dando otra

ronda de division o, por el contrario, quedar en estado de quiescencia (Lodish et. al, 2005).

®) Fase G1 &7
Periodo de crecimiento general Fase GO
Inicio del Ciclc

A

\
@ )
/

: Cltocme5|s o
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% Fase M Z CICLO CELULAR Ocurre la Sintesis de ADN.
% - m Los cromosomas se replican.
. Mitosis =

Fase G2 @

Continua el crecimiento. ©

La célula se prepara para la division.

Figura N°6: Representacion esquematica de las fases del ciclo celular

En células en estado GO o en el punto de restriccién de G1, los factores E2F se
encuentran formando un complejo con una proteina con dominio “bolsillo” pRB (proteina
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del retinoblastoma). Este complejo interacciona con sitios especificos en los promotores de
los genes implicados en la sintesis de ADN y reprime su transcripcion. Los complejos cdk-
ciclina que se activan en la fase G1 fosforilan a las proteinas con “bolsillo”, las cuales se
disocian del complejo, lo que favorece a E2F para estimular la transcripcion (Vidal y Koff,
2000). Por consiguiente, la regulacion de la expresion de los genes implicados en el control
del ciclo celular estd estrechamente coordinada con las sefiales extracelulares del medio.
En ausencia de factores estimuladores de la transcripcién, la célula permanece en GO
impidiendo la produccion de componentes del ciclo celular. En respuesta a factores de
crecimiento, la cascada de sefiales generada da lugar a la activacion de una serie de genes
de forma secuencial, lo que tendr4 como respuesta bioldgica la inhibicién del bloqueo del
ciclo, la entrada en G1/S y la proliferacion celular (Vidal y Koff, 2000).

Durante el desarrollo temprano, muy pocas células abandonan el ciclo celular, pero
en estado adulto la mayoria de ellas se encuentran en estado quiescente. Principalmente
células especializadas como las del sistema hematopoyético, el epitelio intestinal o
hepéaticas, mantienen una proliferacion activa en el organismo adulto (Malumbres y
Barbacid, 2005).

5.5.2. Reguladores del ciclo celular.

Como ocurre en otros procesos celulares, para que el ciclo celular se ponga en
marcha, es necesario la presencia de un estimulo que la célula sea capaz de interpretar, a
través de sus receptores, para poder encender la maquinaria molecular del ciclo. Las
proteinas, como por ejemplo los factores de crecimiento, constituyen el estimulo o sefial
extracelular que le indica a la célula prolifere. Estas desencadenan la transcripcion de
genes vitales para la activacion de los complejos de control del ciclo celular (Sherr y
Roberts, 1999).

Una vez que los factores de crecimiento interaccionan con sus receptores
localizados en la membrana plasmatica, se dispara una cascada de transduccién de sefiales
cuyo evento fundamental es la sintesis de ciclina D1 que interacciona con CDK4/6 vy

permite la entrada de la célula en la fase G1 del ciclo celular (Murray, 2004).

5.5.3. Control extracelular de la division celular.
Las células de un organismo pluricelular deben ser controladas de manera que se
dividan sélo y cuando el organismo necesite otras células, ya sea para permitir el

crecimiento de los tejidos o reponer las células perdidas. En consecuencia, para que una
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celula animal se divida, no es necesario Unicamente nutrientes, sino también sefiales
quimicas provenientes de otras células (Lodish et. al, 2005).

La mayoria de las moléculas de sefalizacion extracelular son proteinas solubles
secretadas por otras células o proteinas unidas a la superficie de otras células o a la matriz
extracelular. Muchas de ellas actan positivamente para estimular determinados procesos,
pero otras tienen una funcién inhibitoria.

Estas proteinas se dividen en tres grupos dependiendo de su funcién:

1-Mitdégenos: son proteinas que estimulan la division celular contrarrestando los
mecanismos intracelulares de freno que bloquean la progresion del ciclo. Por ejemplo:
somatomedina, eritropoyetina, etc. Actdan uniéndose a receptores de la membrana en la
fase G1 para permitir la entrada de la célula a la fase S. Esto desencadena una cascada de
fosforilaciones, las cuales transmiten el estimulo a diversas moléculas efectoras de
trascripcion produciendo la trascripcion de genes, entre los que destacan los que codifican
a las ciclinas G1 (Canepa, 2007).

2- Factores de crecimiento: estimulan el crecimiento celular mediante la sintesis y la
inhibicidn de proteinas y otras macromoléculas. Al igual que la mayoria de los mitégenos,
los factores de crecimiento se unen a receptores de superficie celular que luego activan
diversas vias de sefalizacién intracelular, las cuales podran inducir aumento de la sintesis
proteica 0 bien una disminucion de la degradacion proteica. Todo ello conducira al
crecimiento celular. Ejemplos: factor de crecimiento transformante Beta (TGF-p), factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Canepa, 2007).

3- Factores de supervivencia: promueven la supervivencia celular por supresiéon de los
programas de muerte celular o apoptosis. Esta necesidad de sefiales de otras células para la
supervivencia, contribuye a que las células sélo sobrevivan cuando y donde se las requiere.
Al igual que los anteriores, suelen unirse a receptores de la membrana celular, lo cual
activa vias de sefializacion intracelular que inhiben la muerte celular, en general mediante
la regulacién de proteinas pertenecientes a la familia Bcl-2. Algunos factores de
supervivencia son: IL-3, IGF-1 (Lodish et. al, 2005).

La matriz extracelular (MEC) es un complejo macromolecular dindAmico que se
sintetiza a nivel local, constituida principalmente por proteoglicanos, proteinas
estructurales como el colageno y las proteinas de adhesién como laminina y fibronectina
(Lodish et. al, 2005). La MEC es imprescindible en la regulacion del crecimiento, el

movimiento y la diferenciacion de las células que residen en ella. En el crecimiento y la
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diferenciacion celular intervienen al menos dos tipos de sefiales que actian en conjunto.
Una procede de moléculas solubles como los factores de crecimiento polipeptidicos y los
inhibidores del crecimiento, y en la otra participan componentes insolubles de la MEC que
interactan con las integrinas celulares. La interaccion entre la MEC y los factores de
crecimiento pueden influir en el crecimiento, la movilidad, la diferenciacion y la sintesis
proteica celular (Lodish et. al, 2005). La MEC provee la estructura necesaria donde se
asienta el lecho vascular placentario y provee integridad y elasticidad a los 6rganos en
desarrollo

La perturbacion de este equilibrio de interacciones célula-matriz puede provocar
pérdida de la arquitectura tisular con varias consecuencias para el tejido, por ejemplo

pérdida en los patrones de diferenciacion, proliferacion y muerte celular.

5.5.4. Antigeno nuclear de proliferacion celular

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una proteina de 36 kDa que
forma parte de la familia de la ADN polimerasa. Es esencial en la vida de organismos
unicelulares y también se convierte en una proteina critica para la sobrevivencia de
organismos multicelulares (Paunesku et. al, 2001). El PCNA forma un aro proteico
deslizante constituido por 3 subunidades monoméricas que al combinarse forman una

estructura en anillo (Figura N°7).

Figura N°7: Diagrama de PCNA
humano. Es una proteina de abrazadera
de ADN, deslizante que es parte del
complejo de replicacion del ADN vy sirve
como un factor de procesividad para la
ADN polimerasa. Se muestran las tres
cadenas de polipéptidos individuales que
componen el trimero. Tomado de
Humphrey et. al, (1996)

La principal funcion del PCNA es actuar como co-factor de la enzima ADN polimerasa en
la replicacion del ADN, al unirse a la enzima y no al ADN permitiendo el deslizamiento de
la primera y la sintesis de una nueva hebra. Ademas de dicha funcién se han descripto otras

como reparacion del ADN (por escision de nucle6tidos, por escision dé bases y reparacion
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de genes) y control del ciclo celular por interaccion con los complejos ciclina/CDK (Maga
y Hubscher, 2003; Moldovan et. al, 2007; Figura N°8).
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5.6. Apoptosis y proliferacion placentaria

La placenta representa un tipo de 6rgano que expresa un alto rango de crecimiento
en funcion de suplir las demandas metabdlicas del feto en crecimiento (Reynolds et. al,
2010).

La homeostasis de los tejidos placentarios requiere un balance entre la
proliferacion, la diferenciacién y la muerte celular, de esta manera, mitosis y apoptosis
mantienen el equilibrio celular de los mismos. El mantenimiento de la integridad
estructural y funcional del tejido placentario involucra recambio celular regulado, el cual
es dependiente de un delicado balance entre los tres procesos antes mencionados
(Benirschke y Kaufmann, 2000).

En la placenta humana, el crecimiento y la proliferacion conducen a la formacién
de ramificacidnes de las vellosidades coriénicas y al aumento de la superficie epitelial. El
epitelio trofoblastico que recubre las vellosidades fetales estd constituido principalmente
por tres poblaciones celulares: el citotrofoblasto (CTB) que corresponde a la poblacion de
“stem cell”, de la que se diferencian los otros tipos de trofoblastos; el sinciciotrofoblasto
(STB) responsable del intercambio de gases y nutrientes, asi como también de la secrecion
de hormonas y péptidos y el trofoblasto extravellositario. EI STB se origina por fusién de
células del citotrofoblasto y esta representado por citoplasma con multiples nucleos
(Rodriguez et. al, 2011). Las células del STB no pueden replicarse, por lo tanto la

mantencion y expansion del sincicio dependerd de la incorporacion continua de células
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desde el CTB mediante fusion sincicial. De esta Unica forma, el STB se mantiene
funcionalmente activo (Castellucci et. al, 2006). En el otro extremo de esta remodelacion
continua, el material celular envejecido y desechable es vertido desde la superficie apical
del STB hacia la circulacion materna envueltos en una membrana protectora. En este
proceso, la fusion sincicial corresponderia al estadio iniciador de la cascada apoptética del
CTB, mientras que la extrusion del material apoptdtico desde el STB seria el resultado
final del estadio efector. Una vez que se ha completado la fusion sincicial, el proceso de
apoptosis presenta un blogueo inhibitorio debido a que durante la fusion también se
incorporan altas concentraciones de enzimas antiapoptoticas, tales como Bcl-2 (Huppertz
et. al, 2006). De esta forma, la cascada sufre una detencion, permaneciendo en un estado
apoptotico latente por 3 0 4 semanas (Castellucci et. al, 2006). Luego el proceso se reinicia
con la activacion de caspasa efectora 3, conduciendo a la degradacién de proteinas y acidos
nucleicos

Boos et. al, (2003) en placentas bovinas demostraron, a través de estudios
histoquimicos, que tanto la proliferacion y la apoptosis exhiben patrones que son
especificos para cada etapa de la gestacion, asi como para los tipos individuales de células.
La proliferacion juega un papel importante en el crecimiento de la placenta y junto con la
apoptosis, en la regeneracion celular y la nutriciéon histotrofica del feto (Hoffmann y
Schuler, 2002). Esta remodelacion es necesaria para la regulacién del intercambio
materno/fetal, permitiendo un adecuado balance que asegure una prefiez exitosa (Merkis y
col., 2007). A su vez la apoptosis es esencial para la maduracion de la placenta y la
liberacion adecuada de las membranas fetales (Boos et. al, 2003; Pazdzior et. al, 2012).

En placentas porcinas se ha determinado el modo en que varian los indices
apoptoticos a lo largo de la gestacion, demostrando una mayor actividad en periodos de
reorganizacion tisular, como el comienzo de la gestacién y en periodos cercanos al parto
con la preparacion de la placenta para su posterior liberacion (Cristofolini y col., 2013).
Otros estudios (Levy y Nelson, 2000; Boos et. al, 2003; Rudge et. al, 2012; Bozzo y col.,
2013; Cristofolini y col., 2013) indican que los indices apopto6ticos incrementan
progresivamente durante la prefiez, como parte del desarrollo placentario normal. Sin
embargo, se ha visto que la apoptosis incrementa aun mas en prefieces complicadas por
algunas patologias como preeclamsia, diabetes y crecimiento fetal restringido (Levy et. al,
2002; Cobellis et. al, 2007).

En bovinos las carunculas crecen durante toda la gestacion pero el crecimiento de

los cotiledones cesa y su masa puede incluso disminuir mas alla de los 7 meses de
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gestacion (Prior y Laster, 1979; Reynolds et. al, 1990; Ferrell, 1991). Este hallazgo es
reflejado por las tasas reducidas de crecimiento de los cotiledones (Prior y Laster, 1979) y
un cambio en la relacion tisular materno/fetales dentro del placentoma. ElI aumento de la
masa uterina se puede lograr mediante proliferacion celular o hipertrofia. En este sentido
estudios histoldgicos, histoquimico y bioquimicos de los placentomas y del tejido
interplacentomal de rumiantes, sefialan que este aumento se debe principalmente a la
proliferacion celular (Bjorkman, 1969; Reynolds et. al, 1990; Wooding et. al, 1993; Zheng
et. al, 1996).

En placentas bovinas se observd diferentes indices de proliferacion entre los
distintos tipos celulares. Las células en el epitelio caruncular tienen mayor actividad
proliferativa que el resto de los tipos celulares, incluso al epitelio trofoblastico. Este ultimo
no muestra cambios en la proliferacion a lo largo de la gestacion lo que se refleja con su
composicion uniforme (Wooding y Wathes 1980).

Si bien varios estudios en diferentes especies de animales domésticos muestran la
dindmica de crecimiento y regeneracion celular, a nivel de los epitelios placentarios
materno y fetal, no se encuentran datos que expresen lo propio en gestaciones normales en

la especie caprina.

5.7. Funcién placentaria

La placenta juega un rol fundamental en la provision de metabolitos al feto. Este
intercambio transplacentario de nutrientes depende del flujo sanguineo uterino y umbilical
los cuales son dependientes de una adecuada vascularizacion de la interface materno-fetal
(Espinosa, 2011). EI crecimiento 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, 2010; Arroyo y Winn, 2008). En este sentido, la importancia del
desarrollo vascular en la funcion placentaria ha sido largamente reconocida. Se ha
demostrado que el gran aumento del intercambio transplacentario, debido al crecimiento
exponencial del feto durante la segunda mitad de la gestacion, depende principalmente del
crecimiento de los lechos vasculares placentarios y del aumento del flujo de sangre tanto
uterina como umbilical (Reynolds et. al, 2005; Vonnahme et. al, 2006; Wooding y
Burton, 2008; Bairagi et. al, 2016). Por consiguiente, los factores que influyen en el
aumento del intercambio, tendran un importante impacto en el desarrollo y crecimiento

fetal afectando la supervivencia y crecimiento neonatal (Reynolds et. al, 2010).
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El establecimiento de la circulacién funcional materna y fetal, es uno de los
primeros eventos que ocurren durante el desarrollo de la placenta y continda durante toda
la gestacion (Reynolds y Redmer, 1995). La adecuada formacion de una nueva red de
vasos sanguineos, angiogénesis, es acompafiada por un marcado aumento en el flujo

sanguineo uterino y umbilical (Regnault et. al, 2003).

5.8. Angiogénesis placentaria

La angiogeénesis se define como el proceso que conduce a la formacidn de nuevos
vasos sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente. Este proceso se realiza a traves
de multiples pasos, el primero de ellos es la dilatacion de vasos preexistentes, aumento
de la permeabilidad vascular y degradacion de la matriz extracelular. Posteriormente
ocurre la proliferacion y migracion de células endoteliales. Estas celulas se organizan en
forma lineal y forman los tubos endoteliales. Los nuevos vasos son cubiertos por células
periendoteliales reconstituyendo la matriz extracelular y ldmina basal (Reynolds y
Redmer, 2001; Demir et. al, 2007; Bairagi et. al, 2016).

Se han desarrollado numerosos métodos morfométricos para investigar el patron de
desarrollo vascular a lo largo de la gestacion, en placentas de ovejas y vacas (Borowicz et.
al, 2007; Vonnahme et. al, 2008). Los mismos concluyeron que la vascularizacion, medida
como densidad de area vascular (area vascular en relacion al area del tejido), del tejido
caruncular (CAR) se incrementa continuamente desde el dia 50 de la gestacidn hasta el dia
140 y la del tejido cotiledonario (COT) se incrementa el doble que ésta, durante el mismo
periodo. El crecimiento en el tejido caruncular se acomparfia por un pequefio aumento del
namero de capilares y gran incremento del diametro capilar. Mientras que en el tejido
cotiledonario hay un gran aumento del nimero de capilares con una disminucion en el

diametro capilar (Borowicz et. al, 2007).

5.9. Factores angiogénicos

Numerosos factores estan implicados en la angiogénesis, siendo los principales
reguladores de los procesos de angiogénesis el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y la familia de proteinas
angiopoyetinas (ANGSs), asi como sus respectivos receptores, flk-1 y flt-1 receptores de
VEGF vy tie 2 receptor de Angiopoyetina (Regnault et. al, 2003; Reynolds et. al, 2010;
Valdés y Corthorn, 2011).
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VEGF es una glicoproteina homodimérica de aproximadamente 45 kDa con
caracteristicas de potente estimulador especifico de la permeabilidad vascular,
quimioatrayente de células endoteliales como asi también tiene accion de promover el
crecimiento de los vasos sanguineos (Neufeld et. al, 1999; Bogic et. al, 2000). Estudios
llevados a cabo en ratas (Rutland et. al, 2007) y en placenta humana determinaron que
VEGF es el regulador primario de la angiogénesis en procesos normales y patoldgicos,
incluyendo el crecimiento vascular placentario. En humanos se lo ha encontrado también
en las celulas del sincitiotrofoblasto como en las del citotrofoblasto (Ahmed et. al, 1995;
Shiraishi et. al, 1996). VEGF vy sus receptores (VEGFR) han sido localizados en placentas
de muchas especies incluyendo placentas de cerdos, ovejas y humanas (Shore et. al, 1997;
Bogic et. al, 2000; Reynolds y Redmer, 2001; Vohnname et. al, 2008; Sanchis y col.,
2012). En la placenta ovina VEGF es producido y almacenado en las células del
citotrofoblasto y tendria un efecto paracrino sobre las células endoteliales para mediar la
angiogenesis (Bogic et. al, 2000). También se han descripto otras funciones bioldgicas
para VEGF, entre ellas, la presencia de VEGF en las células del citotrofoblasto, indicarian
que puede estar involucrado en el crecimiento y desarrollo de este tejido al final de la
prefiez cuando disminuye la angiogénesis (Bogic et. al, 2000; Li et. al, 2005; Kaczmarek
et. al, 2009).

El sistema angiopoyetina y el receptor de la tlnica interna endotelial 2 (Tie-2) juega
un papel critico en la regulacion de la supervivencia celular, maduracién y estabilidad del
endotelio vascular (Kappou et. al, 2015). El sistema angiopoyetina incluye cuatro ligandos
(Ang-1, Ang-2, Ang-3 y Ang-4), proteinas de 70 kDa aproximadamente, de los cuales los
mejores caracterizados son Ang-1 y Ang-2, y sus receptores tirosin quinasa
correspondientes (Tie-1 y Tie-2). Estos factores actian complementariamente al VEGF
contribuyendo en las Gltimas etapas de la angiogénesis (Rizov et. al, 2017). Tanto Ang-1
como Ang-2 se unen a Tie-2, un receptor especifico de células endoteliales con una
afinidad similar. Sus actividades bioldgicas difieren significativamente, Ang-1 promueve
la reorganizacién de las células endoteliales, la integridad estructural de los vasos
sanguineos mediante el reclutamiento y la interaccion con las células peri-endoteliales
(Reynolds y Redmer, 2001; Augustin et. al, 2009). En contraste, Ang-2 actia como un
antagonista de Ang-1, interrumpiendo las conexiones entre las células endoteliales y
perivasculares promoviendo la apoptosis y la regresion vascular, en presencia de bajos
niveles de VEGF. Sin embargo, con niveles elevados del mismo, se ha demostrado que

promueve la neovascularizacion (Scharpfenecker et. al, 2005, Augustin et. al, 2009).
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Durante la gestacion, las ANGs se producen principalmente en la placenta y
desempefian una funcién similar que en el resto de los tejidos (Kayisly et. al, 2006). Seval
et. al, (2008) demostraron la localizacion de Ang-1 y su receptor Tie-2 en placentas
humanas, con una marcacion intensa en el sincitiotrofoblasto y de forma mas débil en las
celulas endoteliales dentro de las vellosidades placentarias, en concordancia con su papel
en la promocion de la maduracion vascular y estabilizacion. Asimismo, Ang-1 y Ang-2,
estdn implicadas en la promocion del crecimiento y migracion del trofoblasto in vitro
(Dunk et. al, 2000). Ademas, Tie-2 también se expresa en el trofoblasto participando en la
regulacion de su comportamiento (Dunk et. al, 2000).

Estudios en placentas ovinas (Reynols et. al, 2005; Valdés y Corthorn, 2011;
Bairagi et. al, 2016) remarcan la importancia de Ang-1 y 2 y su receptor Tie-2 que,
actuando en conjunto con el VEGF y el FGF, permiten la remodelacién, la organizacion
microvascular y la sobrevivencia de las células endoteliales. Si bien existen algunos
trabajos sobre el rol que desempefian las ANGs y su receptor en las placentas de animales
domeésticos, actualmente no se encuentra bibliografia disponible respecto a su localizacion

e importancia en placentas caprinas a lo largo de la gestacion.
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6. Resultados
6.1. Tractos reproductivos

De los fetos obtenidos de las 15 placentas procesadas, se midié la longitud craneo-
caudal y se tomo el peso fetal. Con los datos obtenidos se realizaron regresiones lineales en
busca de una formula que nos permita, en el futuro, estimar la edad de gestacion de fetos
caprinos mestizos a partir de las variables antes mencionadas. Para este propdsito se utilizo
el programa estadistico Infostat (Di Rienzo et. al, 2009).

Se realiz6 la siguiente regresion lineal mostrando como la variable “peso fetal” se
relaciona funcionalmente con la variable “edad de gestacion”. El estudio mostré una
relacion lineal entre peso fetal y edad gestacional (p<0.0001) y el diagrama, una relacion
positiva entre ambas variables (Figura N°9). A partir de los coeficientes de regresion se
dedujo una ecuacién del modelo ajustado, el que puede ser utilizado para fines predictivos:

y=a + bx
Funcion: y=1.26 + 0.02x
Donde “y” representa el logaritmo de base 10 del peso fetal (gr) y “x” la edad de gestacion

(dias).

3,40+

3,04

2,684

LOG10 Peso fetal (gr)

2,324

1,96 T T T 1
45,75 69,13 92,50 115,88 139,25

Edad de gestacion (dias)

Figura N°9 Relacién funcional entre el peso fetal y la edad
gestacional. F=264.23, n=15, gl=1, p<0.0001 y R? =0.95.

Relacionando funcionalmente la variable “longitud craneo-caudal” con la “edad de

gestacion”, se pudo determinar que existe una relacion lineal entre ambas variables
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(p<0.0001) y una relacion positiva debido a la pendiente de la recta (Figura N°10). A partir
de los coeficientes de regresion se calcul6 una ecuacion del modelo ajustado:

Funcion: y=0.89+0.01x

Donde “y” representa el logaritmo de base 10 de la longitud craneo caudal (cm) y “x” la

edad de gestacion (dias).

1,62

1,49

1,374

1,254

LOG10 Longitud craneo-caudal (cm)

1,13 T T T i
45,75 69,13 92,50 115,88 139,25

Edad de gestacion (dias)

Figura N°10: Relacidon funcional entre la longitud craneo-caudal y
la edad gestacional. F=413.81, n=15, gl=1, p<0.0001 y R? =0.97.

La proximidad a 1 de los indices de regresion lineal, R? de la recta de regresion,
indica la fuerte correlacion entre ambas variables. Al tratarse de un valor positivo, es
posible afirmar que a medida que aumenta una de las variables, la otra también aumenta
(Berrocal Sanchez, 2001).

6.2. Anatomia de los placentomas

Las placentas de las cabras procesadas exhibieron las caracteristicas propias de una
placenta multiple cotiledonaria con areas estrechas de firme adhesion entre el tejido
materno y el fetal, los llamados placentomas, separadas por una regién interplacentomal
sin union entre ambos tejidos. Dichos placentomas se encontraban distribuidos sin ningun
orden o distribucion especifica. En cuanto a su forma externa, fueron redondos u ovoides.

A los 50 y 100 dias de gestacion, los mismos tuvieron la conformacion tipicamente
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descripta para la placenta caprina donde la cartncula presenté una forma céncava con su
superficie de contacto rodeando completamente al tejido fetal. Hacia el final de la
gestacion algunos placentomas presentaron una forma diferente a la mencionada
anteriormente, siendo de aspecto plano donde el tejido materno contacta con el fetal sin

envolverlo (Figura N°11)

Figura N°11: Placentomas caprinos de 50, 100 y 135 dias de gestacion. A 'y B: placentas de 50 dias

de gestacién con placentomas tipicamente concavos. C: placenta de 135 dias de gestacion con
placentomas de forma cdncava y planos. E: ampliacion de placentomas planos. D: placentoma de
100 dias de gestacion de forma ovoide donde se observa el tejido caruncular rodeando al tejido

cotiledonario.

El nimero de placentomas en los Uteros gravidos procesados variaron entre 85 y
179. El tamafio de los mismos en los diferentes periodos de gestacion estudiados fue entre

1,75y 5,25 cm de diametro promedio.
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6.3. Andlisis estructural

A través de la microscopia optica y MOAR se estudid la estructura de los
placentomas. El epitelio materno, caruncular, es delgado y estd constituido por células
mononucleadas, cubicas, con un nucleo claro, intercaladas con células multinucleadas,
planas. Estas Gltimas, también llamadas sincitios, son las células predominantes de este
epitelio y tienen un ndmero variado de ndcleos con predominio de heterocromatina y
escaso citoplasma. Este tejido se encuentra en intimo contacto con el epitelio fetal. El
tejido conectivo se muestra ricamente irrigado con vasos de muy diferentes tamafios.

El epitelio fetal, cotiledonario, tiene apariencia pseudoestratificada y estéa
constituido principalmente por células mononucleadas (CMN) alternadas con células
binucleadas (CBN) que estan dispuestas a distinta altura y profundidad. Las CBN son
grandes y redondeadas, poseen dos nucleos grandes y claros, con predominio de
eucromatina. Su citoplasma se colorea mas oscuro que el de las CMN adyacentes, ademas
presenta estructuras redondeadas, sin colorear, semejantes a granulos citoplasmaticos.
Algunas de estas CBN se ubican en la profundidad del epitelio y no contactan con la
membrana basal; otras, en cambio, se ubican mas superficialmente y protruyen hacia el
lado materno. También se observaron algunas CBN libres en la zona de uniéon materno-
fetal. El interior de las CBN se presenta con variaciones en su coloracién, siendo mas
claras las ubicadas en proximidad a la membrana basal del epitelio y mas oscuras a medida
que se van acercando al epitelio materno. Estas fueron identificadas, tanto a los 50, 100 y
135 dias de gestacién (Figura N°12A).

Las CMN son las predominantes del epitelio fetal, siendo columnares altas en las
bases de las vellosidades fetales (zona arcada) y cubicas a lo largo del resto de la
vellosidad. Poseen un solo nucleo grande con predominio de eucromatina y un citoplasma
claro. La base de las mismas asienta sobre la membrana basal, mientras que su borde apical
contacta con la zona de union materno-fetal.

Se observan algunos capilares fetales como invaginados en la cara basal de dichas
células. La membrana basal del endotelio capilar esta fusionada con la membrana basal del
epitelio trofoblastico. Ademas en el tejido conectivo se observaron pequefios capilares

dispuestos muy cercanos al epitelio trofoblastico (Figura N°12B).
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Figura N°12: Microscopia 6ptica H/E, de placenta caprina de 50 dias de gestacion. A: se observa
la morfologia placentaria, con vellosidades cotiledonarias interdigitadas en el tejido caruncular. B:
se observa la base de una vellosidad fetal, zona arcada. COT: cotiledonario; CAR: caruncular. HP:
hematoma placentario; asterisco: células binucleadas; flecha entrecortada: sincitios; cabeza de

flecha: capilares fetales; flecha continua: hematies citoplasmaticos.
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La zona arcada es la region desde donde crecen las vellosidades fetales y penetran
las criptas maternas. En ella se observa la presencia de eritrocitos libres en la interfase
materno-fetal (hematoma placentario) y en el interior del citoplasma de las CMN. El
epitelio trofoblastico de dicha zona esta constituido principalmente por CMN y muy escasa
presencia de CBN. El epitelio materno de esta region se caracteriza por la escasa presencia
de sincitios. En todos los placentomas evaluados, en regiones semejantes, se encontré la
mencionada estructura (Figura N°12B).

Las placentas de 135 dias de gestacion mostraron una estructura mas compleja y
desarrollada, comparado con las placentas de 50 y 100 dias. El tejido cotiledonario, desde
la zona arcada emite vellosidades primarias que rapidamente se ramifican en secundarias y
terciarias penetrando las criptas carunculares con las que se entrelazan formando una malla
interdigitada entre el tejido materno en intimo contacto con el fetal. En el origen de las
vellosidades el tejido conectivo en el interior de las mismas, es laxo con presencia de vasos
sanguineos de gran calibre. En las vellosidades secundarias y terciarias dicho tejido
disminuye hasta aparentemente desaparecer y los vasos sanguineos reducen drasticamente
su diametro para formar pequefios capilares que se ubican en intimo contacto con la
membrana basal.

En los placentomas de los tres periodos gestacionales estudiados, el tejido
caruncular emite tabiques, que al proyectarse hacia el tejido fetal forma criptas invadidas
por las vellosidades fetales. Estos tabiques se ramifican ampliamente, aumentando la
superficie de contacto con el tejido cotiledonario. Hacia el final de la gestacion, en
placentas de 135 dias, los tabiques maternos son mas finos, con escaso tejido conectivo por

donde circulan los vasos sanguineos (Figura N°13 y 14).
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Figura N°13: Microscopia 6ptica H/E, de placenta caprina de A: 100 dias y B: 135 dias de gestacion.
Se observa la morfologia placentaria, con vellosidades cotiledonarias interdigitadas con los tabiques
carunculares. COT: cotiledonario; CAR: caruncular; flecha continua: epitelio trofoblastico; asterisco:

células binucleadas; flecha entrecortada: sincitios; cabeza de flecha: capilares fetales.
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Figura N°14: Microscopia dptica de alta resolucién (MOAR) de placentas caprinas de Ay B: 50, C y D:
100, E y F: 135 dias de gestacion. Se observan las vellosidades fetales conteniendo capilares en intimo
contacto con el epitelio trofoblastico que se interdigitan en la profundidad de las criptas maternas. COT:
cotiledon; CAR: cartincula; *: CBN; flecha entrecortada: sincitios maternos; flecha continua: capilares

fetales; cabeza de flecha: capilares maternos p: células polimorfonucleares fetales.
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6.4. Ultraestructura de los placentomas

A través de microscopia electronica de transmision se estudiaron en detalle los
componentes celulares de los epitelios trofoblastico y materno. Las CBN pudieron ser
localizadas a diferente altura dentro del epitelio trofoblastico sin contactar con la
membrana basal del epitelio. Las mismas tienen forma redondeada y sus ndcleos son claros
con nucléolos prominentes. En el citoplasma se visualizaron granulos de distintos tamafio
con material de baja y alta electrodensidad, dentro de una misma célula. Estos granulos son
maés abundantes en las CBN ubicadas en la superficie del epitelio. Las CMN del epitelio
trofoblastico, de forma cuboidal, tienen nlcleos claros, redondeados con gran cantidad de
eucromatina y ubicados en la region basal de las mismas. Su citoplasma presenta
numerosas mitocondrias y organoides celulares, pero no se visualizan granulos
intracitoplasmaticos. Estas CMN contactan, por su cara basal, con la membrana basal del
epitelio y su cara apical, provista de microvellosidades, se encuentra en la interfase
materno fetal. Se observaron gran cantidad de pequefios capilares en estrecho contacto con
el epitelio trofoblastico. La membrana basal del endotelio capilar se ve fusionada a la
membrana basal del epitelio fetal (Figura N°15).

En placentas préximas a concluir la gestacion (135 dias) se pudo visualizar en
detalle la estructura del epitelio fetal y materno, ademas de la zona de unién entre ambos.
El tejido es mas complejo y ramificado que en periodos anteriores. El epitelio trofoblastico
se dispone como pseudoestratificado constituido por algunas CBN y principalmente por
CMN. En el centro de las vellosidades se ubican capilares fetales que se encuentran
invadiendo los espacios entre las células del epitelio.

El tejido materno estd compuesto por un epitelio con abundantes sincitios y células
mononucleadas que asientan sobre un tejido conectivo denso. Es de remarcar que en las
placentas del ultimo tercio de gestacion los tabiques maternos son delgados con escaso
tejido conectivo por donde discurren los vasos maternos. Las células sincitiales estan
compuestas por un numero variable de nucleos de diferente morfologia pero todos con
gran cantidad de heterocromatina. Algunos de estos nucleos son pequefios con una
superficie irregular, con presencia de material nuclear electrodenso (granulos de
heterocromatina condensados) y disrupcion de la membrana nuclear. En su citoplasma se
observan vesiculas de baja electrodensidad. Estos cambios morfoldgicos son tipicos del

proceso de apoptosis (Figura N°16).
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Figura N°15: Microscopia
electronica de transmision de
placentas caprinas de 50 dias
de gestacion. A (1300 x)
epitelio  trofoblastico. B
(2800x) amplificacion de A
con CBN inmadura cercana a
la membrana basal. C (2800x)
amplificacion de A con CBN
madura rica en granulos
citoplasmaticos sobre el lado
apical del epitelio. *: CBN; #:
CMN; flecha  continua:
capilares  fetales;  flecha

entrecortada: membrana basal.
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Figura N°16: Microscopia
electronica de transmision de
placentas caprinas de 135 dias
de gestacibn mostrando la
interfase materno fetal. A (4000
x), B (3000 x) y C (6000 x): T:
epitelio trofoblastico; U: zona
de union materno fetal; #:
sincitio materno; flecha
continua:  capilares  fetales;
flecha entrecortada: nacleo de
célula sincitial apoptético; *:
CBN.
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6.5. Apoptosis
6.5.1. Analisis cualitativo

Se determind las células apoptoticas del tejido placentario por la técnica de
TUNEL. La misma detecta la fragmentacion del ADN, caracteristico del proceso de
apoptosis, incluso aquellos ndcleos que se encuentran en estadios muy iniciales de muerte
celular programada.

La observacion de los preparados en el microscopio Optico, evidencié ndcleos
inmunomarcados coloreados de marron y nucleos negativos a la técnica de color azul,
distribuidos tanto en el tejido caruncular como en el cotiledonario.

En placentas de 50 dias de gestacion se observd una gran concentracion e
intensidad de células inmunomarcadas principalmente en el tejido materno y dentro del
mismo, en el epitelio. Las células sincitiales fueron las principales que reaccionaron a la
técnica, mostrando sus nucleos un color marron intenso. Algunas células mononucleares
también resultaron marcadas. Dentro del tejido conectivo materno se visualizaron escasa
cantidad de ndcleos inmunopositivos. En el epitelio trofoblastico de la misma edad
gestacional la inmunomarcacién mostré diferencias evidentes en comparacion con el
materno, en cuanto a la cantidad como asi también a la intensidad de células reactivas a la
técnica. Es asi como se inmunomarcaron solo algunas células mononucleadas, no pudiendo
observarse células binucleadas coloreadas de marrén. En el tejido conectivo de la
vellosidad fetal se observé escasa presencia de ndcleos reactivos a la técnica.

En los tejidos placentarios caprinos de 100 y 135 dias de gestacion el patrén de
marcacion fue similar a los de 50 dias. Se observé una intensa marcacion en los sincitios
maternos comparado con la escasa coloracién marrén de células del epitelio trofoblastico
(Figura N°17).

El control positivo fue realizado sobre tejido placentario fetal de cerdos mostrando

intensa inmunomarcacion nuclear de células trofoblasticas (Figura N°18).
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Figura N°17: Microfotografia dptica de placentas A: 50 dias de gestacion, B: 100 dias de gestaciény C:
135 dias de gestacién marcadas con la técnica de TUNEL. COT: tejido cotiledonario; CAR: tejido
caruncular; *: célula binucleada; cabeza de flecha: epitelio trofoblastico; flecha continua: sincitio

materno; NA: nlcleos apoptéticos, NV: nlcleos viables (400x).

Figura N°18: Microfotografia Optica de tejido placentario fetal porcino tratado con la técnica de TUNEL

(400x).
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6.5.2. Andlisis estadistico

A partir del recuento de células inmunomarcadas y de células negativas a la técnica
se determind el indice de apoptosis (IAp). El analisis estadistico (ANOVA) revelo
interaccion del 1Ap entre los dias de gestacion y los tejidos analizados. El estudio indico
que hay diferencias estadisticamente significativas (p<0.0001) entre las diferentes
interacciones. A través del test DGC no se observo diferencias significativas en el 1Ap en
el tejido COT en los diferentes tiempos gestacionales, pero si con todos los tiempos del
tejido CAR. A su vez los IAp del tejido CAR para los dias 50 y 100 de gestacion fueron
mayores que para el correspondiente de 135 dias.

(Figura N°19).
Indice de Apoptosis
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Figura N°19: indice de células apoptdticas TUNEL (+) (IAp) en placentas caprinas de 50,
100 y 135 dias de gestacion en el tejido caruncular (CAR) y en el cotiledonario (COT). Las
columnas representan la media +/- EE. Letras diferentes representan diferencias

estadisticamente significativas con un p<0.0001, F=19.19, n=30 y gI=5.
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6.6. Proliferacion celular
6.6.1. Analisis cualitativo

La proliferacion celular se evaluo por la técnica inmunohistoquimica determinando
la distribucién témporo-espacial del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) a lo
largo de la gestacion y cuantificando las células inmunomarcadas para determinar el indice
de proliferacion celular (Ipr).

Los cortes histoldgicos se inmunomarcaron con anticuerpos anti-PCNA en ambas
porciones placentarias, caruncular y cotiledonaria, lo que se evidencié con una coloracion
marrén en los nucleos positivos.

A la observacion se advirti6 principalmente marcacion de las células
mononucleadas del epitelio trofoblastico. Asimismo las células binucleadas, tipicas de
dicho epitelio con capacidad de migrar, resultaron negativas a la inmunohistoquimica.

En el epitelio materno solo algunas células monucleadas intercaladas entre los
sincitios presentaron marcacion para PCNA. Sin embargo, no se observé inmumarcacion
en las células sincitiales.

Ademas algunas células del tejido conectivo materno, fetal y algunas células
endoteliales resultaron con marcacion nuclear.

En todos los tiempos gestacionales estudiados se muestra el mismo patrén de
inmunolocalizacion de PCNA (Figura N°20).

El control positivo de la técnica inmunohistoquimica para la marcacién de PCNA
fue realizado sobre tejido placentario fetal de cerdos, en donde se inmunodetectaron los
ndcleos de las células trofoblasticas (Figura N°21)
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Figura N°20: Inmunohistoquimica de PCNA, de placenta caprina, A: 50 dias de gestacion, B: 100 dias
de gestacion y C: 135 dias de gestacion (400 x). COT: cotiledonario; CAR: caruncular; flecha solidas:

células binucleadas; flechas entrecortadas: sincitios maternos; *: células inmunomarcadas; cabezas de

flechas: epitelio trofobléstico.

Figura N°21: Microfotografia ptica de tejido placentario fetal porcino inmunomarcado con anticuerpos

anti-PCNA (1000x).
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6.6.2. Andlisis estadistico

A partir de la cuantificacion de las células positivas y negativas a la
inmunomarcacion se calculd el indice de proliferacion celular (Ipr) y se realiz6 un estudio
estadistico para evaluar si existian diferencias estadisticamente significativas en el indice
entre los epitelios maternos y fetales y los diferentes tiempos gestacionales.

En primer lugar el analisis de la varianza reveld que habia interaccion en el Ipr
entre ambos tejidos (caruncular y cotiledonario) y el tiempo de gestacion.

Se realizé un estudio no paramétrico de Kruskal Wallis el que mostré que habia
diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001). El Ipr fue significativamente menor
para el tejido caruncular en relacién al tejido cotiledonario. En este Gltimo tejido, a los 135
dias de gestacidon, se observo un Ipr mayor estadisticamente significativo al de los periodos

gestacionales previos (Figura N°22).
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Figura N°22: indice de proliferacion celular de placentas caprinas a los 50, 100 y 135 dias de
gestacion en el tejido caruncular (CAR) y en el cotiledonario (COT). Las columnas representan
la media +/- EE. Diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas con un
p<0.0001, n=30Yy gl=5.
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6.7. Inmunolocalizacién del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

El VEGF se inmunolocaliz6 en el citoplasma de las células tanto del tejidos
maternos como fetales, durante los periodos gestacionales estudiados.

En la region COT de placentas de 50 y 100 dias de gestacién, se inmunomarcaron
intensamente las células endoteliales de los vasos sanguineos y las células del epitelio
trofoblastico que rodean a las vellosidades fetales, principalmente las células
mononucleadas y algunas células binucleadas. Las células del tejido conectivo del estroma
de las vellosidades placentarias no revelaron inmunoreaccion. El epitelio trofoblastico de
placentomas de 135 dias presentd intensa marcacion a excepcion de las células binucleadas
gue no inmunoreaccionaron.

En la region CAR de placentomas de 50 y 100 dias de gestacion, las células
epiteliales, endoteliales y del estroma se inmunomarcaron débilmente. A diferencia de lo
anterior, en placentomas de 135 dias, las células epiteliales se inmunomarcaron
moderadamente pero no se observd reaccion en las células del estroma ni en las
endoteliales (Figura N°23).
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Figura N°23: Inmunolocalizacién de VEGF en placentas caprinas, A: 50 dias de gestacion, B: 100 dias
de gestacion y C: 135 dias de gestacion (400 x). COT: cotiledén; CAR: carlncula; flecha continua;
sincitio materno; cabeza de flecha: epitelio trofoblastico; flecha entrecortada: capilares fetales; *: CBN.
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6.8. Inmunolocalizacion de angiopoyetina 1 (Ang-1)

En todas las muestras procesadas la inmunomarcacion de la proteina Ang-1 fue
citoplasmatica. En placentas de 50 dias de gestacion, el epitelio trofoblastico se
inmunomarcé intensamente, mientras que fue débil en las placas sincitiales del epitelio
materno. Las células binucleadas mostraron menor intensidad de coloracion en
comparacion al resto del epitelio fetal. Se observdO moderada inmunoreaccion en el
endotelio de los capilares fetales y maternos. A los 100 dias de gestacion la técnica
inmunohistoquimica demostré gran similitud con lo observado en el periodo anterior.

Diferente a lo descripto para los dos primeros tercios de gestacion, a los 135 dias se
identifico que a medida que las vellosidades maduran y se ramifican en el tejido materno,
la inmunoreaccion del epitelio trofoblastico disminuyo su intensidad hasta desaparecer,
conservando una intensa coloracion en la base de las vellosidades y las células endoteliales
no se inmunomarcaron. En el tejido materno se inmunomarcé intensamente el citoplasma
de las placas sincitiales y de las células mononucleadas sin observarse en las células

endoteliales inmunoreaccion a la proteina Ang-1 (Figura N°24).
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Figura N°24: Inmunolocalizacion de Ang-1en placentas caprinas. A: 50 dias, B: 100 y C: 135 dias de
gestacion. COT: cotiledon; CAR: cartncula; cabeza de flecha: epitelio trofoblastico; flecha continua: capilar
materno; flecha entrecortada: capilares fetales; #: sincitio materno *: CBN.
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El  ANOVA vy el test DGC, realizado para comparar HSCORE de la
inmunohistoquimica para Ang-1 de cada periodo estudiado, no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (p=0.5892) entre los diferentes tiempos gestacionales
(Figura N°25)
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Figura N°25: HSCORE de la intensidad de marcacion de la inmunohistoquimica para Ang-1 en
placentas de cabras a los 50, 100 y 135 dias de gestacién. Las columnas representan la media +/- EE.
No se observan diferencias estadisticamente significativas entre 50, 100 y 135 dias de gestacion.
p=0.5892, F=0.55, n=15y gl=2.
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6.9. Inmunolocalizacion de angiopoyetina 2 (Ang-2)

Se determind la localizacion de Ang-2 a traves de inmunohistoquimica donde la
inmunomarcacion fue citoplasmatica en todas las placentas caprinas de los periodos
gestacionales estudiados. Se observd a lo largo de la gestacion en el tejido materno una
intensa marcacion en las células mononucleadas y las placas sincitiales del epitelio
materno y moderada en el endotelio de los capilares. A diferencia, en el tejido fetal el
epitelio trofoblastico no mostré inmunoreaccion a la técnica en ninguno de los periodos

analizados (Figura N°26).
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Figura N°26: Inmunolocalizacién de Ang-2 en placentas caprinas. A: 50 dias, B: 100 y C: 135 dias de
gestacion. COT: cotiledon; CAR: carlncula; cabeza de flecha: epitelio trofoblastico; flecha continua:
capilar materno; flecha entrecortada: capilares fetales; #: sincitio materno *: CBN..
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6.10. Inmunolocalizacion de Tie-2

En las placentas estudiadas, la inmunohistoquimica del receptor Tie-2 exhibié un
patrén de marcacién citoplasmatico. En todos los periodos analizados se observé en las
células endoteliales de capilares maternos y fetales una moderada inmunomarcion. A su
vez, a los 135 dias de gestacion, se detectdé moderada inmunoreaccion en las células del

epitelio trofoblastico y débil en el epitelio endometrial (Figura N°27).
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Figura N°27: Inmunolocalizacion de Tie-2 en placentas caprinas. A: 50 dias, B: 100 y C: 135 dias
de gestacion. COT: cotiledon; CAR: carincula; cabeza de flecha: epitelio trofoblastico; flecha
continua: capilar materno; flecha entrecortada: capilares fetales.
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6.11. Estudio morfométrico de los vasos sanguineos

La metodologia de fijacién y coloracion empleada nos permitio visualizar y medir
de manera satisfactoria los vasos sanguineos del tejido placentario. Los capilares
conservaron su histologia y su didmetro promedio. Se observo una distribucion desigual
de los vasos entre ambos tejidos (CAR y COT) dentro de un placentoma y pequefios

capilares en estrecho contacto a la zona de union materno fetal (Figura N°28).

Figura N°28: Microscopia dptica de placenta caprina de 50 dias de gestacion. H/E. A: se observa la
morfologia y vasos sanguineos placentarios. B: area de vasos sanguineos cotiledonarios. C: &rea de

vasos sanguineos carunculares.
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6.11.1. Estudio de la densidad de area capilar (DAC)

La DAC para el tejido caruncular mostré diferencias estadisticamente
significativas (p=0.0159), siendo mayor a los 135 dias de gestacion en comparacién a los
tiempos anteriores estudiados. No se observaron diferencias entre 50 y 100 dias de
gestacion para el mismo tejido (Figura N°29A).

En el tejido cotiledonario el test de DGC mostr6 que la DAC aumentd a medida
que avanzé la gestacion (p<0.001) observandose diferencias estadisticamente

significativas entre todos los tiempos estudiados (Figura N°29B).
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Figura N°29: Densidad de area capilar. Las columnas representan las medias +/- EE. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. A: DAC caruncular, p=0.0159, n=15 gl=2 y
F=5.97. B: DAC cotiledonaria, p<0.0001, n=15, gl=2 y F=28.37.

6.11.2. Estudio de la densidad de perimetro capilar (DPC)

La DPC en el tejido caruncular reveld diferencias estadisticamente significativas
(p=0.0312) entre los tiempos gestacionales estudiados. Al igual que con lo sucedido para
la DAC, este pardmetro fue mayor a los 135 dias en comparacién con 50 y 100 de
gestacion. Entre estos dos ultimos tiempos no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (Figura N°30A).

En el tejido cotiledonario también se observé diferencias estadisticamente
significativas para la DPC, siendo mayor a los 135 dias en comparacion con los tiempos
gestacionales anteriores. Entre 50 y 100 dias de gestacion no se observaron diferencias

significativas (Figura N°30B).
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Figura N°30: Densidad de perimetro capilar. Las columnas representan las medias +/- EE. Diferentes
letras representan diferencias estadisticamente significativas. A: DPC caruncular, p=0.0312, n=15, gl=2

y F=4.70. B: DPC cotiledonaria, p=0.0003, n=15, gl=2 y F=16.86.

6.11.3. Estudio de la densidad de namero capilar (DNC)
En cuanto a la DNC para el tejido caruncular, el test DGC mostr6 un aumento

significativo al final de la gestacion (p=0.0431) no habiendo diferencias entre 50 y 100

dias de gestacion (Figura N°31A).
En el tejido cotiledonario se observd, similar a lo ocurrido para el tejido materno,

un aumento estadisticamente significativo a los 135 dias de gestacion (p=0.0005), sin

observarse diferencias significativas entre 50 y 100 dias (Figura N°31B).
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Figura N°31: Densidad de namero capilar. Las columnas representan las medias +/- EE. Diferentes
letras representan diferencias estadisticamente significativas. A: DNC caruncular, p=0.0431, n=15 gl=2

y F=4.13. B: DNC cotiledonaria, p=0.0005, n=15, gl=2 y F=15.15.
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6.11.4. Estudio del perimetro capilar medio (PCM)

Para comparar el PCM como medida del tamafio capilar, se realiz6 un ANOVA
para cada tejido comparando los diferentes tiempos gestacionales. En el tejido CAR no se
observo diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tiempos
gestacionales estudiados (p=0.404). En cambio en el tejido COT se evidencié una
disminucidn estadisticamente significativa del PCM a los 135 dias de gestacion.

Con el objetivo de comparar el tejido CAR con el COT para cada tiempo de
gestacion estudiado, se realiz6 un test t-student. En todos los tiempos gestacionales

analizados se observo un menor PCM en el tejido COT (Tabla N°1).

Perimetro capilar medio en el tejido CAR y COT (um).

Dias de gestacion

Tejido 50 dias 100 dias 135 dias E.E. valor p
CAR 36,72 41,26 36,44 2,73 0,404
COoT 31,99 33,14° 28,73 1,09 0,036
valor p 0,0229 0,0019 0,0637

Tabla N°1: Comparacion del perimetro capilar medio (um) entre el tejido caruncular y cotiledonario
y entre los diferentes tiempos de gestacion estudiados. p < 0.05 significa diferencias estadisticamente
significativa. Diferentes letras significan diferencias estadisticamente significativas.
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7.1. Discusién

En busca de un parametro fetal que permita predecir el tiempo de gestacion con
fines cientificos, evaluacion patoldgica o0 manejo reproductivo, siendo la fecha de servicio
y concepcion desconocida, numerosos autores evaluaron diferentes aspectos como la
longitud craneo-caudal, la osificacion esquelética y la longitud de la diéfisis de los huesos
largos (Gall et. al, 1994; Sanchis, 2013). Gall et. al, (1994) estudiaron la relacion existente
entre la longitud créneo-caudal y el tiempo de gestacion a partir de fetos caprinos
obtenidos de hembras abortadas o eutanasiadas de la raza alpina. A partir de sus datos
calcularon una regresion lineal semejante a la obtenida por otros autores. En nuestro
trabajo, habiendo relacionado las variables peso fetal con respecto a edad gestacional y
longitud craneo caudal en relacién a edad gestacional de todos los fetos procesados, nos
permitié obtener dos férmulas de regresion que estiman, con suficiente agudeza, el tiempo
de gestacion de fetos caprinos de raza criolla. Este es un aporte significativo para los
veterinarios, investigadores y criadores de ésta raza caprina, ofreciéndoles una herramienta
gue no existia hasta el momento

Varios autores estudiaron las diferentes morfologias que adoptan los placentomas
en bovinos y ovinos a lo largo de la gestacion y su relacion con la vascularidad y la
transferencia de nutrientes (Vatnick et. al, 1991; Reynols et. al, 2005; Hafez et. al, 2007;
Vonnahme et. al, 2008). Estudios realizados en ovinos por Reynols et. al, (2005) afirman
que una pequefia proporcion de los placentomas, hacia el Gltimo tercio de la gestacion, se
transforman a convexos y sus formas intermedias. Este cambio desde la forma concava
puede estar influenciado por el estrés materno (desbalance nutricional, inyecciones de
cortisol, altas temperaturas, etc.) donde el tipo convexo pareciera ser mas eficiente debido
a que tienen mayor desarrollo vascular materno y fetal por gramo de tejido. En contraste
Vonnahme et. al, (2008) concluyen que el aumento de la funcionalidad vascular, medida
como la densidad capilar y la concentracion de factores angiogénicos, no varia debido a la
morfologia de los placentomas, pero si a causa de su tamafio. Los resultados de nuestra
observacion macroscopica muestran que los placentomas en las cabras son en su mayoria
de forma concava, similar a los descriptos en ovinos (Vatnick et. al, 1991; Vonnahme et.
al, 2008) y difieren marcadamente a los observados en bovinos debido a su forma convexa
(Laven y Peters, 2001; Wooding y Burton, 2008). A los 135 dias de gestacion algunos
placentomas presentaron una forma plana semejante a los clasificados como tipo “C” en

ovinos, clasificacion basada en la forma de la placa coridnica (Vatnick et. al, 1991; Hafez
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et. al, 2007; Vonnahme et. al, 2008). Esta observacion fue similar a lo descripto por
Igwebuike y Ezearsor en 2013 en cabras de raza West African Dwarf. El cambio de forma
concava a plana de algunos placentomas podria estar influenciado por las mayores
demandas metabolicas del feto en su Gltimo tercio de gestacion y la necesidad, por parte de
la placenta, de aumentar la eficiencia de intercambio.

En los rumiantes, la ultima etapa del desarrollo embrionario antes de la
implantacion implica la elongacion del blastocisto desde una esfera de 1 mm de diametro
hasta una estructura filamentosa de méas de 10 cm de longitud. Los placentomas se forman
durante la implantacion, el cual es el proceso que resulta de la fijacién del conceptus al
endometrio materno, llevando al establecimiento de las estructuras placentarias. La
implantacion se inicia sobre las proyecciones aglandulares elevadas de la pared uterina
Ilamadas cartnculas. El epitelio corionico que recubre las mismas se vuelve focalmente
engrosado formando los cotiledones, que desarrollan pliegues paralelos interdigitandose en
las ranuras correspondientes sobre las criptas de la superficie caruncular (Sammin et. al,
2009). Este proceso comienza a los 15-16 dias de gestacion y culmina a los 56 dias de la
misma en ovinos (Igwebuike, 2009), quedando establecido el nimero final de placentomas.
En las placentas de cabras se determind que el nimero de placentomas vario entre
individuos desde 85 a 179, semejante a lo encontrado por otros autores para la especie
(Wooding y Burton, 2008; Turiello, 2012; Igwebuike y Ezearsor 2013). La mayor
demanda nutricional al final de la gestacion es compensada no por el aumento en el
namero de placentomas, sino por el tamafio de los mismo, tal lo demostrado por Igwebuike
and Ezearsor (2013) quienes establecieron una relacion lineal positiva entre el tamafio de
los placentomas y la edad gestacional.

A lo largo de la gestacion no solo se modifica el tamafio y la forma de los
placentomas, sino también su estructura histolégica. La sobrevivencia, desarrollo y
crecimiento del conceptus depende en gran medida de las modificaciones histolégicas de la
placenta para suplir las demandas crecientes del feto. Durante la prefiez temprana, la
totalidad del epitelio uterino es caracterizado por poseer células columnares altas que
asientan sobre una fina membrana basal. Dichas células epiteliales son mononucleadas, tal
lo observado por Dent en 1973. Durante la implantacion, el epitelio caruncular desarrolla
profundas criptas, que son penetradas por vellosidades coridnicas largas y fuertemente
ramificadas. Las criptas carunculares y las vellosidades coriales asociadas sirven como un
fuerte anclaje del conceptus a la superficie endometrial. Ademas, esta disposicion, permite

un gran aumento del area de superficie entre el tejido materno y el fetal en los placentomas
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(Igwebuike, 2009). A través del andlisis estructural y ultraestructural de las placentas de 50
y 100 dias de gestacion, se ha podido corroborar las caracteristicas descriptas para
placentas caprinas. En el epitelio trofoblastico, las células mononucleadas son
mayoritarias, poseen microvellosidades en su parte apical lo que indica su funcion de
absorcion de materiales, por lo tanto serian las encargadas principalmente del intercambio
materno fetal, tal lo demostrado por Igwebuike (2009) y Wooding y Burton (2008). Las
células binucleadas, se disponen intercaladas entre las mononucleadas y en menor nimero
que éstas, dando al epitelio un aspecto de pseudoestratificado. En su estadio de reciente
formacion se ubican profundamente en el epitelio trofoblastico y a medida que van
madurando se van haciendo superficiales, hasta desprenderse del mismo. En el citoplasma
de las células binucleadas maduras se observan granulos electrodensos, considerados de
secrecion, que fueron descriptos anteriormente por Igwebuike y Ezearsor (2013) donde se
observaron positivos a la reaccion del &cido periddico de Schiff indicando su contenido
glicoproteico. Se ha determinado que dichos granulos contienen lactégeno placentario
(Klisch et. al, 2010), hormona glicoproteica que tiene sus receptores en el epitelio
glandular endometrial (Noel et. al, 2003), donde juega un importante rol en la
morfogénesis de las glandulas endometriales, en el incremento de la produccion de
proteinas de la leche uterina y osteopontina durante la gestacién caprina. Ademas del
lactogeno placentario, se piensa que las células binucleadas producen proteina 1 asociada a
la prolactina (PRP-1) y glicoproteinas asociadas a la prefiez (PAGs) (Green et. al, 2000).
Los granulos de las células binucleadas liberan su contenido a las placas sincitiales
maternas una vez que dichas células han migrado hacia el epitelio materno y se han
fusionado a dichas células (Wooding, 1992; Igwebuike y Ezearsor, 2013). La formacién de
células hibridas materno-fetales y el transporte y liberacion de moléculas de origen fetal
nos indican que el concepto tiene la capacidad de influenciar la fisiologia materna para su
propio beneficio.

En el epitelio trofoblastico de la zona arcada se observaron células mononucleadas
(CMN) con presencia de eritrocitos en su citoplasma. Esto nos sugiere que las CMN
poseen una gran capacidad para fagocitar glébulos rojos desde el acimulo de sangre
extravasada ubicado en la interfase materno fetal (hematoma placentario). La
eritrofagositosis, también descripta en bovinos y ovinos es, tal vez, un importante
mecanismo de transferencia de hierro de la madre al feto (Santos et. al, 1996; Cazerta et.
al, 2007). Por otra parte se observaron escasas CBN en dicha zona, las mismas no
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contenian células hematicas en su interior, indicando que no estan implicadas en dicha
funcion

En los placentomas de rumiantes, el intercambio hemotrofico entre la sangre
materna y la fetal, debe sortear seis capas de tejido: el endotelio de los capilares fetales, el
tejido conectivo fetal, el epitelio trofoblastico, el epitelio endometrial, el tejido conectivo
materno y el endotelio materno. Se ha considerado a la placenta epiteliocorial como menos
eficiente que otras, debido al mayor grosor de la barrera placentaria y por ende la mayor
distancia interhemal. Sin embargo, este concepto puede ser erroneo teniendo en cuenta que
hay otros factores como el grado de permeabilidad de sus capas, el grosor de los epitelios y
la disposicion del sistema vascular, que pueden aumentar la eficiencia fisiologica del
transporte placentario. En el presente estudio se observo la presencia de capilares fetales
fusionados a la membrana basal del epitelio trofoblastico e invaginados en dicho epitelio, a
los que Igwebuike and Ezearsor (2013) denominé “capilares intraepiteliales”. A su vez, el
epitelio materno es modificado por la formacién de placas sincitiales planas, que también
disminuyen la distancia de intercambio. Estas adaptaciones morfoldgicas disminuyen
considerablemente la distancia interhemal existente entre la sangre fetal y la materna,
favoreciendo el intercambio transplacentario de nutrientes.

La placenta caprina de 135 dias presentd similitudes con la descripta en los 50 y
100 dias de gestacion, pero con ciertas modificaciones adaptativas en concordancia con las
mayores demandas metabdlicas de la gestacion en el ultimo trimestre. El continuo
crecimiento y desarrollo de los placentomas, generan estructuras histologicas mas
complejas y entrelazadas entre el tejido caruncular y cotiledonario. Las vellosidades se
ramifican ampliamente invadiendo cada vez maés el tejido materno. Tal lo observado por
Santos et. al, (1998) en el dltimo tercio de gestacion, junto con la mayor ramificacion de
las vellosidades se encuentra una disminucién en el tejido conectivo. De esta manera los
vasos sanguineos que se ubican en su interior toman intimo contacto con el epitelio
trofoblastico. Es de destacar, como se observa a traves de MOAR y MET que los capilares
fetales parecieran penetrar los surcos entre las células del epitelio como fue descripto por
Lawn et. al, (1969) similar a los capilares sinusoides descripto por Hafez et. al, (2010) en
placentas ovinas y caprinas. Esta disposicion de los capilares reduce la distancia entre la
sangre materna y fetal. Por otro lado, al final de la gestacion los tabiques maternos son
delgados con escaso tejido conectivo lo que favorece la aproximacion de los vasos al

epitelio endometrial. Los tabiques maternos, ademas forman criptas cada vez maés
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ramificadas aumentando la superficie de difusion con el tejido de las vellosidades
cotiledonarias.

A medida que avanza la gestacion y aumentan las demandas nutricionales, debido
al continuo crecimiento y desarrollo del concepto, la placenta experimenta un proceso
continuo de remodelacion. Esto es necesario para la regulacion del intercambio materno
fetal y asi asegurar el éxito de la prefiez (Boos et. al, 2003; Cobellis et. al, 2007). Esta
remodelacion involucra un crecimiento placentario gobernado por la proliferacion celular y
una reorganizacion estructural coordinada principalmente por el proceso de apoptosis. Es
asi que ambos procesos han sido estudiados en diferentes especies de placentados para
cada etapa de la gestacion, como asi también la relacidn existente con diferentes entidades
patoldgicas (Boos et. al, 2003; Rodriguez, 2011; Rudge, 2012; Cristofolini y col., 2013a,
2013b).

Particularmente en la placenta caprina observamos una evidente remodelacion de
los tejidos materno y fetal, determinado por los indices de apoptosis y de proliferacion
celular. En las muestras de tejido placentario estudiadas, la localizacion mas frecuente de
las células inmunopositivas a la técnica de TUNEL fue en el epitelio materno,
correspondiendo a las células multinucleadas, identificadas y definidas por Wooding
(2008) como placas sincitiales feto-maternas. Las mismas presentaron nucleos picnoticos,
con la cromatina altamente condensada, caracteristicas de células con escasa actividad
transcripcional o en vias de comenzar el proceso de muerte celular programada (Hécker,
2000). Dichos sincitios representan aproximadamente el 90% de la superficie del epitelio
materno y se postula que derivan de la migracion de las CBN del epitelio fetal y su
posterior fusion con células mononucleadas del epitelio materno (Wooding and Burton,
2008). ElI mencionado proceso ocurre de manera similar a la formacion del
sincitiotrofoblasto fetal de las placentas humanas. Si bien en la placenta caprina los
sincitios corresponden al epitelio materno y en las placentas humanas al fetal, ambos
participan del intercambio transplacentario. En humanos, una vez formados los sincitios
son incapaces de dividirse y se desencadena inevitablemente, el proceso de apoptosis
(Rodriguez et. al, 2011). Esto explicaria la inmunolocalizacion de células TUNEL
positivas encontradas en el epitelio materno de las placentas estudiadas.

Los indices de apoptosis aumentan paulatinamente a lo largo de la gestacion con un
importante incremento en los dias previos al parto, como mecanismo fundamental para la
eliminacion de las membranas fetales (Boos et. al, 2003; Pazdzior et. al, 2012). A

diferencia de lo que postulan estos autores, en nuestro trabajo no se observaron diferencias
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significativas entre los 50 y 100 dias de gestacion en el tejido caruncular, pero si una
disminucion a los 135 dias. Por el contrario, en el tejido cotiledonario no se detectaron
diferencias en el 1Ap a lo largo de la gestacion.

Por otra parte, se observé un mayor indice apoptotico en el tejido caruncular en
relacion al cotiledonario para todos los tiempos gestacionales. Esto puede deberse a que los
sincitios al poco tiempo de formados entran en apoptosis (Huppertz et. al, 2006; Rodriguez
y col., 2011) representando gran parte del epitelio materno, corroborado a través de la
microscopia electronica. En el epitelio fetal se encuentran las células binucleadas que
resultaron TUNEL negativas.

La deteccion del antigeno nuclear de proliferacion celular nos permitié observar
claramente que son las células del epitelio trofoblastico las que presentan una mayor
actividad proliferativa, en comparacion con las células epiteliales maternas. Las células
binucleadas no mostraron inmunomarcacion. Segun Wooding y Burton (2008), en ovinos y
caprinos, estas células se podrian originar a partir de la divisién de células mononucleadas
sin citocinesis que comienzan a migrar al epitelio endometrial a partir del dia 22 después
de la fecundacién. Este ultimo punto remarca la necesidad de una alta actividad
proliferativa por parte de las células mononucleadas, ya que ademas de mantener el epitelio
y su continuo crecimiento para aumentar la superficie de las vellosidades, deben generar la
poblacién celular encargada de migrar y formar parte del epitelio materno. La ausencia de
inmunomarcacion en las células sincitiales indicaria la falta de actividad proliferativa. En
contraste, Boos et. al, (2003) han demostrado en placentomas bovinos que en los dos
primeros trimestres de gestacion hay una activa proliferacion la cual decae en el ultimo
trimestre. Este proceso de proliferacion siempre es mayor en el epitelio materno que en el
corion fetal.

Ademas de la proliferacion celular el crecimiento de la placenta dependen de una
red vascular apropiada, la cual surge de la vasculogénesis y angiogenesis. Numerosos
trabajos realizados en placentas de ovejas indican que el desarrollo vascular de los tejidos
placentarios, tanto en la porcion caruncular como en la cotiledonaria, comienzan en la
prefiez temprana y contindan durante toda la gestacién (Reynolds y Redmer, 2001;
Reynolds et. al, 2004; Vonnahme et. al, 2008). La formacion de la red vascular desde
vasos sanguineos preexistentes o nuevos es un proceso de multiples etapas y es regulado
por numerosos factores de crecimiento de los cuales VEGF es ampliamente estudiado
(Reynolds and Redmer, 2001; Regnault et. al, 2003; Bairagi et. al, 2016). En las

placentas de cabras, de 50, 100 y 135 dias de gestacion, VEGF se inmunomarco
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fuertemente en el epitelio trofobléstico, a excepcion de las CBN y en las células
endoteliales de los vasos sanguineos fetales. En el tejido materno VEGF se inmunomarco
debilmente tanto en el epitelio como en las células endoteliales. Estos resultados son
coincidentes con lo encontrados en placentas de cerdos, ovejas y humanos donde la
principal localizacion del VEGF fue en el epitelio trofoblastico de las vellosidades
(Shore et. al, 1997; Bogic et. al, 2000; Reynolds and Redmer, 2001; Vohnname et al.,
2008; Sanchis y col., 2012). Basado en estudios realizados en placentas humanas y en
placentas de ovejas (Bogic et al., 2000) se sugiere que VEGF, expresado en las células
del trofoblasto, actia en forma paracrina sobre las células endoteliales para mediar el
crecimiento de los vasos sanguineos vellosos. Ademés VEGF puede regular la
proliferacion trofoblastica actuando como un mitdgeno autocrino, y este efecto podria
estar mediado por el receptor Flt-1 de las células trofoblasticas (Ahmed et. al, 1995; Li et.
al, 2005; Kaczmarek et. al, 2009). Al final de la prefiez cuando disminuye la angiogénesis,
la presencia de VEGF en las células del trofoblasto sugiere que estaria involucrado en el
crecimiento y desarrollo de este tejido (Bogic et. al, 2000).

En las ultimas etapas de la angiogénesis el sistema Ang y su receptor Tie-2 actlan
complementariamente al VEGF, siendo factores fundamentales para la funcionalidad
vascular (Rizov et. al, 2017). La inmunomarcacion de Ang-1 a los 50 y100 dias de
gestacion fue similar al observado para VEGF con marcaciéon moderada de los epitelios
maternos Yy fetales, en concordancia con lo descripto por Seval et. al, (2008) en placentas
humanas del primer tercio de gestacion. Hacia el final de la prefiez el patron
inmunohistoquimico fue diferente, observandose una intensa marcacion en el sincitio
materno y ausencia en el epitelio trofoblastico y en las células endoteliales maternas y
fetales. Estas observaciones no coinciden con lo descripto por Dunk et. al, (2000) en
placentas humanas donde Ang-1 fue localizado en el endotelio de los vasos vellosos. La
Ang-2 presento una intensa marcacion en el epitelio materno a lo largo de la gestacion. El
receptor Tie-2 se localizo principalmente en el endotelio de los vasos maternos y fetales y
también en el epitelio fetal. La localizacién endotelial del sistema Ang-1-Tie-2 es
consistente con su papel en la promocion de la maduracion y estabilizacion vascular.
Ademas la presencia tanto de Ang-1 como de su receptor Tie-2 en el trofoblasto indicarian
que estan implicados en la promocion del crecimiento y migracion del mismo (Dunk et. al,
2000).

Durante el periodo gestacional estudiado y por accion de los factores de

crecimiento, la red vascular se fue modificando. En nuestro estudio histomorfométrico
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observamos que la DAC y DPC en el tejido CAR aumentd significativamente hacia el final
de la gestacion, coincidente con lo observado en placentas ovinas por Borowicz et. al,
(2007). El aumento en la vasculatura materna se debié a un aumento en la DNC ya que el
tamano de los capilares, medido como el PCM, no mostrd diferencias significativas entre
los tiempos estudiados. Con respecto al tejido cotiledonario se observd igualmente un
aumento en la DAC con diferencias significativas en cada tiempo de gestacion estudiado.
En este caso, el incremento en DAC se debié a un aumento en la DNC y no al tamafio de
los capilares. Este ultimo disminuyo, hacia los 135 dias de gestacion. La disminucion en el
tamafio de los capilares se puede deber a la gran ramificacién, observado en nuestro
trabajo, en las vellosidades y en la red vascular en las placentas al final de la gestacion.
Estos resultados acuerdan con los observados en placentas de otras especies como en
ovejas (Borowicz et. al, 2007) y en humanos (Ramsey, 1982).

En nuestro estudio la arquitectura microvascular del tejido cotiledonario observada,
compuesta de abundantes capilares pequefios asegurarian un transporte sanguineo rapido,
lo que mejoraria el intercambio feto-materno (Reynolds and Redmer 2001; Reynolds,
2005; Bairagi et. al, 2016).
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7.2. Conclusiones

v

Relacionado las variables peso fetal vs edad gestacional y longitud craneo caudal vs
edad gestacional de todos los fetos procesados, nos permitio obtener dos férmulas
de regresion que estiman, con suficiente agudeza, el tiempo de gestacion de fetos

caprinos de raza criolla.

El uso de microscopia Optica y tinciones simples permitié la visualizacion de
diversas estructuras placentarias tipicas de la placenta caprina. EI empleo de
M.O.A.R. (Microscopia Optica de Alta Resolucion) dadas las caracteristicas de
fijacion, inclusion y espesor de los cortes, posibilitd la visualizacion de las
caracteristicas de las células placentarias fetales y maternas y de los capilares
sanguineos correspondientes, con una mayor definicién y resolucion que con las

técnicas convencionales de microscopia Optica.

La utilizacion de MET (Microscopia Electrénica de Transmision) debido a su alto
poder de resolucion, facilito la diferenciacion de células monucleadas (CMN) de
células binucleadas (CBN) y estas Gltimas entre inmaduras y maduras. A su vez nos
permitio la observacion de los pequefios capilares fetales “intraepiteliales” que

disminuyen la distancia interhemal.

Los estudios de la estructura y de la ultraestructura de la placenta caprina nos
permitio identificar las modificaciones adaptativas como la migracion de las células
binucleadas, presencia de capilares fetales fusionados con la membrana basal del
epitelio trofoblastico, a medida que progresa la gestacion, en concordancia con el

aumento de las demandas metabdlicas del feto en desarrollo.

Analizando los resultados de tnel, PCNA vy el estudio estructural y ultraestructural
podriamos concluir que el crecimiento placentario en todos tiempos gestacionales
estudiados, se produce a expensas de la proliferacion de las células mononucleadas
del trofoblasto. Estas ultimas, ademas de mantener el epitelio y su continuo
crecimiento para aumentar la superficie de las vellosidades, deben generar la

poblacién celular encargada de migrar y formar parte del epitelio materno.
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v La localizacién de los factores angiogénicos como VEGF, Ang-1, Ang-2 y su
receptor Tie-2 actuarian complementariamente en el desarrollo y maduracion

angiogenica y en la funcionalidad trofoblastica.

v El estudio histomorfométrico nos permitié identificar patrones de crecimiento
vascular diferentes para el tejido cotiledonario, donde hacia el final de la gestacion,
los capilares disminuyen su tamafio debido a una mayor ramificacion, en

comparacion con lo que sucede en el tejido caruncular.
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