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Resumen

El objetivo fue estudiar la inmunolocalizacién de los filamentos intermedios, desmina y
vimentina en placentas a término de cabras Anglo-Nubian, sometidas a restriccidon
alimentaria prepuberal. Las hembras fueron mantenidas en restriccion energética por
250 dias, luego fueron alimentadas a voluntad; el servicio se realizd6 por monta natural;
luego de la paricidn las placentas fueron recolectadas. Se tomaron muestras
cotiledonarias, se fijaron en formaldehido tamponado, cortes de 4 um fueron tefiidos
con hematoxilina-eosina para el analisis de la estructura placentaria y el resto se

destinaron para la deteccién de desmina y vimentina por inmunofluorescencia. La
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estructura microscépica de los cotiledones presentd caracteristicas tipicas de una
placenta sinepiteliocorial, adecidua a término; membranas fetales con restos celulares
generados por la ruptura de las vellosidades placentarias para su expulsion luego del
parto. Si bien se pudo apreciar una menor cantidad de vasos sanguineos en las
placentas de cabras restringidas, no se observaron cambios estructurales significativos.
El analisis de la distribucién de intensidad de fluorescencia determind una disminucién
de ambos filamentos intermedios, siendo significativa para vimentina en placentas
restringidas. Dados los procesos en los que interviene vimentima, la disminucién de su
localizacidn en placentas de hembras restringidas, estaria afectando la integridad del
tejido placentario; lo que coincide con el incremento de la remodelacién celular por

apoptosis determinada en estudios previos, atribuibles al tratamiento nutricional.

1- Introduccion

En Argentina, la produccién caprina ostenta bondades como actividad econdmica, en
estrecha relacién a la situacion de los paises en desarrollo, con sus excedentes de mano
de obra y en la busqueda de nuevas alternativas productivas que comulgan con la
preservacion de los recursos y la calidad de vida, sumandose a esto la técnica, con su
oportunidad de intensificar la producciéon en calidad y cantidad, dando una nueva
dimensién a las potencialidades del minifundio, modalidad de produccién, donde se
encolumna la gran masa de productores ®. Los sistemas productivos en el pais son
predominantemente extensivos sobre pastizales naturales muy degradados por sobre
pastoreo y tala indiscriminada 2.

En la provincia de Cérdoba, en particular, la crianza de ganado caprino tiene relevancia
por cuanto es uno de los pocos recursos que permite obtener ingresos a numerosas
familias campesinas que desarrollan la actividad con un nivel tecnoldgico tradicional >.
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 *. La cria extensiva de cabras con
escasos insumos externos, con poco manejo y con una estacionalidad en la produccién
en los meses estivales, dan como resultado una baja eficiencia reproductiva/productiva,
mas aun si se considera, que las cabras son susceptibles a abortos frecuentes > haciendo

aln mas vulnerable a estos sistemas de produccién.



Los beneficios en la cria de animales de granja dependen de la eficiencia en la
produccion, del crecimiento y el desarrollo después del nacimiento y de la disminucion
de la mortalidad neonatal. Para optimizar esto, es importante partir de un eficiente
crecimiento fetal y un buen peso al momento del nacimiento ®’. 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. La cabra posee
una placenta sinepiteliocorial, cotiledonaria y adecidua 8; los placentomas son las
unidades funcionales y de intercambio de nutrientes en la unidad fetoplacentaria °. Los
mismos se forman durante la implantacidén, el cual es el proceso que resulta de la
fijacion del conceptus al endometrio materno, llevando al establecimiento de las
estructuras placentarias. La implantacién se inicia sobre las proyecciones aglandulares
elevadas de la pared uterina llamadas carunculas. El epitelio coridnico que recubre las
mismas se vuelve focalmente engrosado formando los cotiledones, que desarrollan
pliegues paralelos interdigitdndose en las ranuras correspondientes sobre las criptas de
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la superficie caruncular En ovinos, este proceso comienza a los 15-16 dias de

11 quedando establecido el numero final

gestacién y culmina a los 56 dias de la misma
de placentomas. En caprinos, nuestros estudios determinaron que el numero de
placentomas varia entre individuos desde 85 a 179 °. El normal desarrollo placentario
comprende un importante crecimiento vascular 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
funcidn placentaria y, en Ultima instancia, resulta en bajo desarrollo gestacional 3,
Ademas, el 6ptimo establecimiento del sistema de sostén placentario sobre el cual se
desarrollard el lecho vascular, permitird el correcto intercambio materno-fetal *'°,
Dentro del sistema de sostén se encuentran los filamentos intermedios presentes en el
citoesqueleto celular. Los mismos se hallan involucrados en numerosas e importantes
funciones celulares, entre ellas, el mantenimiento de la organizacién celular y el contacto
célula-célula '* 7, Constituyen un grupo de proteinas relacionadas a la diferenciacién del
citoesqueleto '® compuestos por una familia de al menos 5 clases de proteinas, cada una
de las cuales presenta una especificidad tisular distinta, entre las que encontramos a
desmina y vimentina * . La desmina, proteina de 52 kD, forma el citoquesqueleto de

las células musculares lisas, esqueléticas y cardiacas, proporcionando una red




citoesquelética para la insercidon e integracion mecanica de las proteinas contractiles
1920 por su parte, vimentina, constituye una proteina de 57 kD, que se encuentra en
diferentes tipos celulares en su estado embrionario para ser reemplazados por los
filamentos intermedios especificos en el proceso de diferenciacién de las células
mesenquimaticas a fibroblastos, células endoteliales, condrocitos, histiocitos y algunas
células musculares lisas constituyentes de paredes vasculares 2! %2,

Se ha estudiado que la presencia de los filamentos intermedios, desmina y vimentina,
juega un rol fundamental en la implantacién y en el desarrollo placentario en diferentes

17,23

especies Los primeros estudios placentarios caprinos en Argentina han sido

realizados por nuestro equipo de investigaciéon 32%2%2°,

Sin embargo, es necesario
continuar estudiando la estructura placentaria para poder reconocer aquellas
modificaciones adaptativas originadas como consecuencia de una subalimentacion
materna.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la inmunolocalizacién de los filamentos
intermedios, desmina y vimentina en placentas a término de cabras Anglo-Nubian,

provenientes de hembras sometidas a restriccién alimentaria prepuberal.

2- Materiales y métodos

2-1 Animales

El estudio fue realizado sobre muestras placentarias a término, obtenidas de cabras
Anglo-Nubian consideradas libres de enfermedad (n= 10), provenientes de un
establecimiento de cria extensiva de la zona de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina (33,11°
S, 64,30 0).

2-2 Modelo de restriccion alimentaria

La restriccion alimentaria energética, se realizd durante la etapa prepuberal, con
posterior realimentacién, se utilizaron 10 cabrillonas prepuberes nacidas en primavera,
de 4 meses de edad y de aproximadamente 12 kg de peso, de la zona de Rio Cuarto,

27 Los animales fueron

Cérdoba, Argentina, bajo condicion de fotoperiodo natural
asignados segun peso vivo (PV), a dos grupos de similar peso promedio, que recibieron
diferentes tratamientos: C (n=5): grupo control, animales con consumo de materia seca
(CMS) a voluntad y R (n= 5): grupo restringido, animales sometidos a una restriccion

del 50% del consumo potencial logrado en las hembras del grupo C. La dieta estuvo



compuesta por una mezcla 70:30 de heno de alfalfa picado y grano de maiz molido,
logrando una concentracién energética de 2.4 Mcal/kg MS. El alimento se ofrecié en
jaulas individuales durante 8 h diarias, de 8 a.m a 4 p.m. a fin de controlar el consumo
diario, permaneciendo los animales libres el resto del tiempo durante el cual tuvieron
libre acceso a la provision de agua y pudieron desarrollar interaccion social y
comportamiento reproductivo. Los animales del grupo R fueron mantenidos en
restriccién por el término de 250 dias, luego del cual fueron alimentados a voluntad
hasta la 20 estacion reproductiva. El servicio se realizd por monta natural. Luego de la

paricién las placentas fueron recolectadas inmediatamente tras su expulsion.

2-3 Técnica de histologia convencional para microscopia optica

Se tomaron muestras de cotiledones los cuales fueron fijados en formol tamponado al
10% por 48 h, se deshidrataron en baterias de alcoholes de graduacién creciente a 38-
40 °C. Luego se aclaro el tejido mediante 3 pasajes por xilol, 10 min cada uno; y se
impregnd colocandolo en parafina fundida a 51 °C de 2 a 4 h. Los tejidos fueron
seccionados en un micrétomo IEC Minetome en delgadas laminas de 5 a 6 um las que
se colocaron en agua atemperada a 52 °C para ser recogidas sobre portaobjetos y luego
ser secados sobre platina térmica. Parte de los cortes se tifileron con hematoxilina-
eosina para el andlisis por microscopia 6ptica de la estructura tisular placentaria y el

resto se destinaron para la deteccién de desmina y vimentina por inmunofluorescencia.

2-4 Determinacion de desmina y vimentina

Para la inmunolocalizacion de los filamentos intermedios desmina y vimentina, se
utilizaron los anticuerpos comerciales anti-desmina RTU-DES-DERII y anti-vimentina
RTU-VIM-V9, ambos de Novocastra®, USA. Las secciones placentarias obtenidas en el
item 2.3 fueron desparafinadas y rehidratadas en solucion salina tamponada (PBS) pH
7,2-7,4. La incubacién con el primer anticuerpo se realizé6 en camara hiumeda durante 1
hora a temperatura ambiente, cubriendo las secciones con una pelicula de Parafiim®
para distribuir homogéneamente el anticuerpo sobre el tejido. Luego de lavar con PBS
se realizd la incubacion con el segundo anticuerpo anti-IgG conjugado con isotiocianato
de fluoresceina (FL-2001, Vector®, USA), durante 1 hora a temperatura ambiente en
camara humeda y en oscuridad. Las muestras fueron observadas a través de un
microscopio O6ptico/epifluorescente Axiophot (Carl Zeiss, Alemania), adquiriendo las

imagenes mediante una camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC,




Japon) adosada al microscopio. Se realizd un estudio semicuantitativo, donde se
determiné la intensidad de fluorescencia mediante una escala normalizada en donde
(++) era indicativo de fluorescencia abundante, (+) de fluorescencia positiva y (-) de
fluorescencia negativa o ausencia de fluorescencia. Luego la distribucién de la
intensidad de fluorescencia fue determinada mediante un valor de High Score
(HSCORE), calculado 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 fluorescencia de la siguiente manera: HSCORE = Z Pi (i+1), donde i
representa el valor de intensidad y Pi el porcentaje de células marcadas
correspondientes. Los valores fueron determinados por dos investigadores a diferentes

tiempos y su promedio fue calculado.

2-5 Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente con el software InfoStat 28,
mediante un ANOVA con un test a posteriori LSD-Fisher para evaluar la dependencia de

las moléculas analizadas con respecto al tratamiento nutricional.

3- Resultados y Discusion

Todas las cabrillonas llevaron su gestacion a término, no habiéndose registrado ninguna
anormalidad en este periodo. No se detectaron diferencias a nivel del peso medio de las
placentas, ni del nimero de placentomas, la restriccién alimentaria en la etapa
prepuberal no afectd el desarrollo placentario ni sus caracteristicas morfoldgicas 2*?.

La estructura microscépica de los cotiledones presentd caracteristicas tipicas de una
placenta sinepiteliocorial, adecidua a término; membranas fetales con restos celulares
generados por la ruptura de las vellosidades placentarias para su expulsién luego del
parto. En cortes histolégicos coloreados con hematoxilina-eosina se pudo apreciar el
plegamiento de la membrana corioalantoidea conformando las vellosidades placentarias
caprinas. En el epitelio trofobldstico se visualizaron células cilindricas dispuestas en
empalizada y numerosas células trofoblasticas gigantes binucleadas, ademas, se
observd un mesénquima fetal laxo muy vascularizado con presencia de vasos
sanguineos de diverso calibre, algunos ubicados muy proximos al epitelio, tal lo

26 Diaz et al ?»° determinaron un aumento

determinado en publicaciones anteriores
significativo de la densidad capilar del tejido cotiledonario en placentas caprinas a

término, si bien en el presente estudio el analisis estructural ha sido descriptivo, se



pudo apreciar una menor cantidad de vasos sanguineos en las placentas de cabras
restringidas.

El filamento intermedio desmina presenté tanto en placentas controles como
restringidas una marcacion positiva y abundante en el epitelio fetal, positiva en el tejido
conectivo adyacente al epitelio y abundante en el contenido de vasos sanguineos. El
analisis de la distribucién de intensidad de fluorescencia determind una disminucién no
significativa para desmina en placentas restringidas (p>0,05) (Tabla I y Figura 1).

En tejido placentario control, vimentina presenté una marca abundante en el epitelio
fetal, positiva y abundante por zonas en el tejido conectivo, mientras que en el
contenido de los vasos sanguineos la localizacion de vimentina fue abundante. En las
placentas sometidas a la restriccion alimentaria, la inmunolocalizacién de vimentina fue
abundante y dispuesta de manera puntillada en el apice de las vellosidades fetales, y
positiva en la base de las mismas y en tejido conectivo, mientras que en el contenido de
vasos sanguineos la marcacion fue abundante. El andlisis de la distribucion de
intensidad de fluorescencia arrojé una disminucion estadisticamente significativa para la
inmunolocalizacion de vimentina en placentas del grupo restringido (p< 0,05) (Tabla II
y Figura 2).

La presencia de los filamentos intermedios desmina y vimentina en el microambiente
placentario/fetal, favorecen el mantenimiento de la integridad tisular durante el
desarrollo placentario **!723, En placentas de cabras sometidas a restricciéon alimentaria
durante la etapa peripuberal, se determind una disminucién de ambos filamentos
intermedios, siendo significativa para vimentina. Dados los procesos de diferenciacion
de fibroblastos y células endoteliales en los que interviene vimentina, la disminucion de
su inmunolocalizacion afectaria la integridad del tejido placentario, destacandose
ademas, una menor observacion de vasos sanguineos. Esto coincide con trabajos
previos en donde hemos determinado en placentas caprinas sometidas al mismo ensayo
nutricional, una mayor remodelacién tisular por apoptosis, atribuible al tratamiento
nutricional %%,

De manera que aunque la restriccidon alimentaria prepuberal de las madres no indujo
cambios histoldgicos placentarios significativos, produjo una disminucion en la
localizacién de filamentos intermedios, especialmente de vimentina, lo que afectaria
algunos procesos de diferenciacion celular y de integridad tisular placentaria; para
lograr el mantenimiento de la homeostasis tisular se inducirian procesos de

remodelacidén celular necesarios para el sostenimiento de la prefiez. Resulta necesario




continuar con estudios de proteinas de matriz extracelular placentaria, asi como de

morfometria tisular y vascular

4- Conclusiones

El presente estudio muestra el efecto del tratamiento nutricional prepuberal de las
madres, sobre la localizacién placentaria de los filamentos intermedios, especialmente
de vimentina. La placenta caprina bajo estas condiciones, desarrolla adaptaciones
fisioldgicas para mantener la integridad tisular y garantizar el intercambio materno-fetal

hasta la paricién.
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Anexos

Tabla I- Distribucidon de intensidad de inmunomarcacion High Score (HS) del
filamento intermedio desmina en placentas caprinas de madres controles vy
sometidas a restriccidon alimentaria (HS = = Pi (i+1), donde i representa el valor de
intensidad y Pi el porcentaje de marcacién).

Placenta caprina Control Restringida
160 200
170 200
140 180
160 190
Valores de 140 150
High Score para 145 150
desmina. 155 100
145 100
140 185
180 190
180 190
170 170
160 180
A A
166,27
T
142,51
118,76
©
£
£  9501-
(%]
(0]
o
o 71,26+
I
47,50+
23,75+
0,00 T 1
Control Restringidas

Figura 1- Analisis estadistico de la distribucion de intensidad de inmunomarcacién
(HS) del filamento intermedio desmina. No existen diferencias significativas
entre los valores de intensidad de desmina en las placentas en estudio (medias
con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).
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Tabla II- Distribucion de intensidad de inmunomarcacion High Score (HS) del
filamento intermedio desmina en placentas caprinas de madres controles y
sometidas a restriccidon alimentaria (HS = % Pi (i+1), donde i representa el valor de
intensidad y Pi el porcentaje de marcacién).

Placenta caprina Control Restringida
175 190
175 190
180 180
190 180
Valores de
High Score para 160 190
vimentina. 175 190
175 200
200 200
210 200
190 180
180 190
200 100
210 100
B
196,47 - _
A
168,41 1
140,34
©
£
S 112,27
0]
£
> 84,20
(9]
I
56,14
28,07
0,00 T 1
Control Restringidas

Figura 2- Analisis estadistico de la distribucion de intensidad de inmunomarcacién
(HS) del filamento intermedio vimentina. Se observa una disminucion
estadisticamente significativa en placentas de madres sometidas a restriccion
alimentaria (medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>
0,05).



