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RESUMEN

La Angiopoyetina-1 y su receptor Tie-2 participan en el proceso de angiogénesis y de
este modo tienen un rol fundamental en el desarrollo y el crecimiento fetal, afectando
la supervivencia y el crecimiento neonatal. El objetivo de este estudio fue describir los
cambios estructurales y determinar la localizacion del sistema Ang-1/Tie-2 en placentas
caprinas en diferentes estadios gestacionales. Se utilizaron cortes histolégicos provenientes
de placentas de 50, 100 y 135 dias de gestacion, que fueron inmunomarcados con un
anticuerpo anti-Ang-1 y su receptor con anti-Tie-2. En placentas de 50 y 100 de gestacién
la marcacién con Ang-1 fue intensa en el trofoblasto y débil en el epitelio materno y vasos
fetales. En contraste, en placentas de 135 dias de gestacién, la afinidad fue intensa sobre el
epitelio materno y débil sobre el tejido fetal y endotelial. El receptor Tie-2 se identific6 en
las células endoteliales de capilares fetales y maternos, y también en el epitelio trofobldstico
en los periodos analizados. Estos resultados indicarian que el sistema Angiopoyetina-1/
Tie-2 acta por un mecanismo de accién autocrino y paracrino sobre la angiogénesis,
complementariamente al principal factor angiogénico, factor de crecimiento del endotelio
vascular.
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SUMMARY

Angiopoietin-1 and Tie-2 receptor participate in the process of angiogenesis and thus
plays a critical role in fetal growth and development, affecting neonatal survival and
growth. The objective of this study was to describe the structural changes and determine
the location of the Angiopoietin-1/Tie-2 system in goat placentas at different gestational
stages. Histological sections from placentas of 50, 100 and 135 days of gestation were
used. This were immunolocatization with an anti-Ang-1 antibody and with anti-Tie-2.
Ang-1 was evidenced in the trophoblastic epithelium in intense form in placentas of 50
and 100 days of gestation and in a weaker form in the maternal epithelium and fetal
blood vessels. In contrast, in placentas of 135 days of gestation, the immunolocatization
was intense on the maternal epithelium and weak on the fetal and endothelial tissue.
The Tie-2 receptor was located in the endothelial cells of fetal and maternal capillaries
and in the trophoblastic epithelium in the periods analyzed. This would indicate that the
Angiopoietin-1/Tie-2 system acts by an autocrine and paracrine mechanism of action on
angiogenesis, in addition to the main angiogenic factor, vascular endothelial growth factor.
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INTRODUCCION

El crecimiento y la supervivencia del feto
durante su desarrollo dependen de la placenta, la
cual se compone de tejidos maternos y fetales. El
componente fetal estd representado por el corion,
que posteriormente se va a unir con el alantoides,
el cual le proporciona la vascularizacién vy
forma la placenta definitiva corionalantiodea®.
Morfolégicamente la placenta de las cabras es
considerada cotiledonaria debido al desarrollo
de dreas restringidas de interdigitacién entre
el tejido materno y fetal, denominadas
placentomas®. Histolégicamente, es una placenta
sinepiteliocorial con células gigantes que
migran desde el epitelio coridnico para alcanzar
el epitelio endometrial donde se fusionan y
forman sincitios; originados tanto por células
maternas como embrionarias/fetales . En el
tejido placentario se desarrolla una red vascular
extensa que es fundamental para garantizar la
supervivencia embrionaria'® '® 2> 2. A medida
que la angiogénesis progresa en la unidad feto-
materna, se produce un incremento del flujo
sanguineo uterino y umbilical® ¥. De este
modo, las condiciones queafectan el crecimiento
de la red vascular tales como los niveles
nutricionales inadecuados, el aumento en el
namero de fetos, las caracteristicas genotipicas

ylo el estrés ambiental pueden provocar una
disminucién en la angiogénesis placentaria® **.
Durante la gestacién, las Angiopoyetinas (Ang)
se producen principalmente en la placenta
y actdan complementariamente al factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
promoviendo la angiogénesis placentaria® ®
5. El sistema Angiopoyetina-1 y su receptor
Tie-2 (Ang-1/Tie-2) desempena un
primordial en los endotelios interviniendo
en la regulacién de la supervivencia celular,
la maduracién y promoviendo su estabilidad
mediante el reclutamiento y la interaccién
con las células peri-endoteliales” '* '°. Ademds,
potencia la funcién de la barrera endotelial
favoreciendo las adhesiones celulares. Durante
el desarrollo vascular, controla el diametro de
los vasos y en el post-desarrollo, actiia como
un inhibidor de la permeabilidad vascular y
de la apoptosis endotelial, favoreciendo de
este modo, la supervivencia vascular’. Hay
evidencias que los ratones deficientes en Ang-
1/Tie-2 presentan graves defectos vasculares
que conducen a la muerte embrionaria> . Si
bien existen algunos trabajos sobre el rol que
desempena el sistema Ang-1/Tie-2 en placentas
humanas, actualmente no se encuentra

rol
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bibliografia disponible respecto a su localizacién y
funcionalidad en placentas caprinas. El objetivo de
este estudio fue describir los cambios estructurales
y determinar la localizacién del sistema Ang-1/Tie-
2 en placentas de cabras a lo largo de la gestacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 15 cabras adultas mayores de
dos anos, libres de enfermedades infecciosas,
con gestaciones previas. Los animales tuvieron
acceso al alimento yal agua ad libitum. Se efecttio
la deteccion del celo por observacién directa
una vez por dia y el servicio por monta natural.
El diagndstico de gestacion se realizé a los 25-
30 dias posteriores al servicio, seleccionando
las cabras con prefieces simples. Los animales
se sacrificaron a los 50 (n=5), 100 (n=5) y 135
(n=5) dias de gestacién y a partir de una incisién
en el abdomen por la linea media se extrajeron
los tteros grévidos. Cada cuerno uterino se
incidié a lo largo del borde antimesometrial y
el feto fue removido. De cada ttero se obtuvieron
diez placentomas al azar y se fijaron en formol
fostato tamponado (pH 7,5). Por medio de la
técnica histoldgica convencional se obtuvieron
cortes delgados (4 pm) que fueron coloreados
con Hemaroxilina Fosina (H/E) para identificar
los cambios estructurales de la placenta en los
distintos tiempos gestacionales y para la realizacion
de inmunohistoquimica (avidina-estreptavidina-
peroxidasa). Se utilizaron los anticuerpos anti Ang-
1 (Santa Cruz Biotechnology Inc. USA, 1/50) y
ant Tie-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc. USA,
1/50) para determinar la localizacién de Ang-1y
su receptor Tie-2. La adquisicion de las imdgenes
se realizd con una cdmara digital AxioCam ERc 5s
adosada a un microscopio (Carl Zeiss, Alemania)
y se procesaron con el software AxioVision Release
4.6.3. Para la cuantificacion de Ang-1 se evaluaron
5 campos al azar del tejido placentario por
animal, con un aumento de 200 X. Los resultados
obtenidos se expresaron en forma semicuantitativa,
en funcién de una escala elegida por la intensidad
de marcacion detectada en la técnica: (-): negativo,
(+): débil, (++): moderado, (+++): intensa. Se
evalué la distribucién de la intensidad de

marcacién por medio del valor High Score. El
mismo se obtuvo a través de la sumatoria de
los porcentajes de tejido placentario marcados
a cada nivel de intensidad y multiplicado por el
ponderado para esa intensidad de marcacién,
de la siguiente manera: HS: X Pi (i + 1) dénde:
i: intensidad de marcacién. Pi: porcentaje de
células para cada intensidad de marcacién®.

Los valores fueron determinados por dos
investigadores a diferentes tiempos, se calculd
su promedio y luego se realiz6 un ANOVA
con el software InfoStat” para evaluar la
dependencia de Ang 1 en relacién al estadio
gestacional.

Para Tie-2 se realiz6 una evaluacién
cualitativa para demostrar su localizacién en
el tejido placentario en cada edad gestacional.

RESULTADOS

Estructura placentaria a lo largo de la
gestacion

El estudio morfolégico de las placentas
de 50, 100 y 135 dias de gestacién con la
coloracién de H/E revelé que a medida que
la gestacidn progresa, las placentas desarrollan
una estructura mds compleja. En todas las
edades gestacionales estudiadas se evidencid
que el tejido caruncular emite tabiques que se
proyectan hacia el tejido fetal y forma criptas que
estan invadidas por vellosidades fetales. Estos
tabiques se ramifican y aumentan la superficie
de contacto con el tejido cotiledonario.

En los placentomas de 50 y 100 dias el
epitelio materno, ubicado en contacto con
el epitelio fetal, es delgado y estd constituido
principalmente por las células mononucleadas
(CMN) que se intercalan con las células
multinucleadas. Las primeras tienen forma
ctibica y presentan un nicleo de color claro con
cromatina laxa, en cambio, las multinucleadas,
también denominadas sincitios, presentan un
nimero variado de nucleos con predominio de
cromatina condensada y con escaso citoplasma.
En el tejido conectivo se observé la presencia de

vasos sanguineos de diferente tamano (Figura
1Ay B).
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El  epitelio fetal cotiledonario, es
de apariencia pseudoestratificado 'y
constituido por CMN que se intercalan con
células binucleadas (CBN), las cuales estin
presentes en menor cantidad y se disponen a
diferente profundidad y altura. Las primeras,
son de forma columnar alta en las base de las
vellosidades y se van modificando a cubicas en
el resto de las mismas, poseen un niicleo de gran
tamafo con predominio de cromatina laxa y
su citoplasma es de color claro. Las CBN son
células de gran tamafio, de forma redondeada
y contienen dos nicleos con cromatina laxa,
su citoplasma se colorea con mayor intensidad
que el de las CMN adyacentes. Estas células no
se distribuyen uniformemente, algunas estdn
ubicadas hacia la superficie del tejido y protruyen
hacia el lado materno, mientras que hay otras que
se ubican en la profundidad del epitelio fetal.

En los placentomas de 135 dias de gestacién
se evidencié una estructura mds compleja
y desarrollada en relacién a las placentas de
50 y 100 dias. El tejido cotiledonario emite
vellosidades primarias que rdpidamente se
ramifican en secundarias y terciarias penetrando
las criptas carunculares con las que se entrelazan
formando una malla interdigitada entre el tejido
materno para aumentar la superficie de contacto
con el tejido fetal. El epitelio cotiledonario en
la base de las vellosidades es de tipo ctbico alto
pseudoestratificado, compuesto principalmente
por CMN con presencia de eritrocitos en
su interior y escasas CBN. A medida que va
avanzando hacia la parte materna este epitelio se
ramifica y se transforma en un epitelio ctibico
bajo que cuenta con una mayor cantidad de
CBN a distinta altura o que estdn en la interfase
materno-fetal. El tejido mesenquimdtico en
el interior de las vellosidades presenta vasos
sanguineos de gran calibre. En las vellosidades
secundarias y terciarias este tejido disminuye y se
observan capilares pequefios (Figura 1C).

estd

Inmunolocalizacién de Angiopoyetina-1.

La inmunomarcacién para la proteina
Ang-1 en el tejido placentario presenté un
patrén  citoplasmdtico. En las placentas de
50 y 100 dias de gestacién se observé una
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Figura 1. Microscopia éptica H/E de placentas caprinas. A:
50 dias de gestacion B: 100 dias de gestacién. C: 135 dias de
gestacion. 400X. COT: cotiledén; CAR: cartincula; flecha
continua: epitelio trofobldstico; cabeza de flecha: epitelio
materno, flecha entrecortada: capilares fetales; #: capilares
maternos, * CBN: células binucleadas.

intensa inmunomarcacién en el epitelio
trofobldstico, en contraste con los sincitios
del epitelio materno, cuya inmunomarcacién
fue débil. En las CBN también se observo
una coloracién débil en comparacién con el
resto del epitelio fetal. En los endotelios de
los capilares maternos y fetales se evidencié
una moderada inmunoreaccién (Figura 2A).
A los 135 dias de gestacién se observé que
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a medida que las vellosidades maduran y se
ramifican en el tejido materno, la intensidad
de inmunoreaccién del epitelio trofobldstico se
torna débil hasta desaparecer, mientras que en la
base de las vellosidades la inmunomarcacién fue
intensa. En el tejido materno el citoplasma de
los sincitios y de las CMN se inmunomarcaron
en forma intensa. En contraste, las células

endoteliales fetales y maternas no presentaron
inmunoreaccién (negativa) (Figura 2B).

El andlisis de HSCORE para Ang-1
demostré que no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas  (p>0,05) en
la intensidad de inmunomarcacién entre los
diferentes periodos de gestacién analizados en
placentas caprinas (Figura 3).

Figura 2. Inmunolocalizacién de Ang-1: A (100 dias) y B (135 dias) y su receptor Tie-2: C (100 dfas) y D (135 dias) en placentas
caprinas. COT: cotiledén; CAR: cartincula; flecha continua: epitelio trofobldstico; cabeza de flecha: epitelio materno; flecha

entrecortada: capilares fetales; #: capilares maternos, * CBN.
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Figura 3. High Score de la inmunohistoquimica de Ang-1 en placentas de cabras gestantes.
Las columnas representan la media +/- EE, p<0.05.

InVet Vol. 21 Ne 1, 2019 31



MURA, N; DIAZ, T; GROSSO, MC; FLORES BRACAMONTE, MC; CONIGLIO, V; MERKIS C; & BOZZO, A.

Inmunolocalizacién del receptor Tie-2

Al igual que Ang-1, la inmunomarcacién
del receptor Tie-2 presenté una localizacién
citoplasmadtica. Tanto en las células endoteliales
de los capilares fetales y maternos como en las
células del epitelio trofobldstico, se observé
una moderada inmunoreaccién. Este patrén se
evidencié en todos los periodos analizados. Por
otro lado, el epitelio endometrial, a los 135 dias
de gestacion, presenté una inmunoreaccién

débil (Figura 2Cy D).

DISCUSION

La placenta posee una organizacién
estructural que le posibilita lograr un eficiente
intercambio entre los tejidos de la madre y el
feto para optimizar el crecimiento y el desarrollo
fetal””. Por medio del estudio de la estructura
placentaria caprina durante la gestacién se pudo
evidenciar que es coincidente con lo descripto
por otros autores para esta especie® ' .

Para que la placenta pueda desempefar su
funcién en el intercambio materno-fetal, se
necesita de una red vascular apropiada originada
delos procesos de vasculogénesis y angiogénesis,
la que es regulada por factores angiogénicos™.
En este estudio no se evidenciaron diferencias
en la intensidad de la inmunomarcacién en los
tejidos placentarios a lo largo de la gestacién
mediante High Score. Sin embargo, algunos
autores demostraron en la placenta humana
que, a lo largo de la gestacién, la expresion de
la Ang-1 se incrementd, mientras que Ang- 2 y
Tie-2 disminuyeron'® .

En nuestro trabajo, se observéd en las
distintas edades gestacionales variaciones en
la inmunolocalizacién de Ang-1 en los tejidos
que conforman la placenta. Esto indicaria su
importancia funcional en la supervivencia,
maduracién y estabilidad del endotelio
vascular. En otras investigaciones realizadas
por Seval ez al., (2008) y Goldman-Woh ez al.
(2000), demostraron la localizacién de Ang-1
en placentas humanas durante el primer tercio
de la gestacién con una marcacién intensa en el
citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto.

A partir del estudio cualitativo, la
inmunolocalizacién de Ang-1 se observé

principalmente en el epitelio trofobléstico en
los dias 50 y 100 de la gestacion, y en el epitelio
materno a los 135 dias. En relacién a las células
endoteliales, Seval et 2/ (2008), evidenciaron
una débil coloracién; mientras que nosotros
observamos una moderada marcacién tanto en
el endotelio fetal como en el materno.

Con respecto a Tie-2, Dunk ez 4l
(2000) observaron que se encuentra en
el sincitiotrofoblasto de las vellosidades
placentarias a término, lo que indicaria que
actta regulando su comportamiento. Ademis,
estos autores evidenciaron durante el primer
trimestre de la gestacién en placenta humana,
una co-localizacién de Ang-1, Ang-2 y Tie-2
en el trofoblasto, lo que sugiere que las Ang
pueden desempefiar un papel autocrino en la
funcién de este tejido. Asimismo, Goldman-
Wohl ez al., (2000) demostraron que Tie-2
actia en el desarrollo vascular y se expresa
en el endotelio de los vasos sanguineos
tanto maternos como fetales. Con respecto
a la intensidad de inmunomarcacién, Seval
et al., (2008) evidenciaron en la placenta
humana una inmunomarcacién intensa en
el citotrofoblasto, en las células angiogénicas
y endoteliales, mientras que no encontraron
cambios significativos en su intensidad en la
gestacién avanzada. Esto no concuerda con
nuestros resultados ya que la inmunomarcacién
fue moderada en el epitelio trofobldstico y en
los endotelios de los capilares maternos y fetales
en los dos primeros periodos gestacionales
estudiados. Esta diferencia podria obedecer a
un patrén de inmunomarcacién y de intensidad
propia de la especie caprina.

Estudios en placentas ovinas® permitieron
identificar la importancia de Ang-1 y 2y
su receptor Tie-2, que al actuar en forma
conjunta con el VEGF y el FGF promueven la
remodelacién, la organizacién microvascular y
la sobrevivencia de las células endoteliales.

CONCLUSION

La participacién delos factores angiogénicos
en la placenta de los caprinos indica la relacién
entre el VEGF y las angiopoyetinas. Ang-1/
Tie-2 controlan la diferenciacién vascular
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fetoplacentaria y en forma conjunta con el
VEGE, actuarian de forma autocrina y paracrina
en el proceso de angiogénesis para garantizar
el desarrollo y maduracién de la vasculatura
placentaria y su remodelacién durante los
distintos periodos de la gestacién.

Esta investigacién pretende  contribuir
en el avance de los conocimientos vinculados
a la angiogénesis placentaria. Consideramos
que, ademds, es necesario investigar el rol de
Ang-2 para interpretar el funcionamiento del
sistema de Angiopoyetina-Tie-2 y de factores
antiangiogénicos que se encuentran involucrados
en la angiogénesis placentaria caprina en
condiciones fisiolégicas. De este modo, la
identificacién de los factores que intervienen en
la angiogénesis placentaria puede ser de utilidad
para comprender los mecanismos involucrados
en situaciones nutricional, que
frecuentemente se presentan en la produccién
caprina de Argentina.

de estrés
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