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RESUMEN

Una de las principales caracteristicas de la placenta porcina es que en ella se forma una
extensa red de vasos sanguineos, por diferentes mecanismos angiogénicos y vasculogénicos,
que permiten el continuo intercambio de nutrientes, oxigeno y desechos. Factores tales como
VEGF, angiopoyetinas, osteopontina, fibrindogeno y proteina CD31 intervienen para crear
una vasculatura que cumpla eficazmente sus funciones. El objetivo fue estudiar la estructura
vascular placentaria, a través de tinciones diferenciales, inmunohistoquimica y
lectinhistoquimica a los 30, 60 y 114 dias de gestacion. Ademas se realizd microscopia
optica convencional y Microscopia Optica de Alta Resolucion (MOAR) para observar con
detenimiento la histologia placentaria. CD31 fue revelado por inmunohistoquimica, y las
lectinas Ulex europaeus (UEA), Artocarpus integrifolia (AlA), Concanavalin-A (Con-A),
Maackia amurensis (MAA), Phaseolus vulgaris (PHA-E) y Pisum sativum (PSA) fueron
estudiadas utilizando patrones de glicosilacion. Se detecté que los vasos sanguineos de la
placenta fetal y materna cambian a lo largo de la gestacion, disponiéndose cerca de los
epitelios de ambas partes. MOAR permitid visualizar detalles minimos de las células
constituyentes. Por otra parte, CD31 inmunomarc6é con exactitud la pared de los vasos
sanguineos y asi se pudo diferenciar del tejido conectivo que los rodea. A través de UEA se
marcaron células endoteliales, sanguineas y demas constituyentes del tejido placentario. Las
lectinas se han unido a sus glicidos afines y asi, han servido para saber donde y en qué
cantidad se encuentran dispuestos en la placenta porcina, cumpliendo diferentes funciones y
modificando su cantidad conforme avanza la gestacion. Los glucidos han aumentado en los
vasos fetales hacia el fin de la misma. El nlimero y el area vascular mostraron cambios que

responden a las demandas, aumentando hacia el final de la prefiez.



SUMMARY

One of the main characteristics of porcine placenta is that it forms an extensive network of
blood vessels, by different angiogenic and vasculogenic mechanisms, which allow the
continuous exchange of nutrients, oxygen and debris. Factors such as VEGF, angiopoietins,
osteopontin, fibrinogen and CD31 protein intervene to create a vasculature that effectively
fulfills its functions. The objective was to study the placental vascular structure, through
differential staining, immunohistochemistry and lectinhistochemistry at 30, 60 and 114 days
of gestation. In addition, conventional optical microscopy and High Resolution Optical
Microscopy (MOAR) were performed to closely observe the placental histology. CD31 was
revealed by immunohistochemistry, and lectins Ulex europaeus (UEA), Artocarpus
integrifolia (AlA), Concanavalin-A (Con-A), Maackia amurensis (MAA), Phaseolus
vulgaris (PHA-E) and Pisum sativum (PSA) were studied using glycosylation patterns. It
was detected that the blood vessels of the fetal and maternal placenta change throughout
gestation, being arranged close to the epithelia of both parts. MOAR allowed to visualize
minimum details of the constituent cells. On the other hand, CD31 accurately
immunostained the wall of blood vessels and thus could be differentiated from the
connective tissue that surrounds them. Through UEA endothelial cells, blood and other
constituents of the placental tissue were marked. The lectins have been linked to their related
carbohydrates and thus, have served to know where and in what amount they are arranged in
the porcine placenta, fulfilling different functions and modifying its amount as the pregnancy
progresses. The carbohydrates have increased in the fetal vessels towards the end of it. The
number and vascular area showed changes that respond to the demands, increasing toward

the end of pregnancy.
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INTRODUCCION

1. Cerdas

1.1 Produccion de carne porcina

La carne roja de mayor consumo mundial es la de cerdo, cuya demanda en las
ultimas décadas ha experimentado un fuerte incremento. Asi, Argentina duplic6é su consumo
en el transcurso de los ultimos 7 afios (Confederacion Intercooperativa Agropecuaria
Limitada-CONINAGRO, 2018). Ello se ha debido a los cambios en los patrones de consumo
derivados del aumento de ingresos en los paises en desarrollo, con economias de rapido
crecimiento. Junto con el de las aves de corral, el porcino es el subsector pecuario de mayor
crecimiento, con un nimero de animales que alcanzé los mil millones en 2015 (el doble que
en la década del "70). Las tendencias en los mercados mundiales demuestran una creciente
diversificacion en el consumo de proteinas carnicas, con el 43,2 % del consumo de carne
correspondiente a la de cerdo, contra el 32, 8 % de carne aviar, y el 24, 2 % de carne bovina

(Organizacion de las Naciones Unidas-FAQO, 2018).

[Consumo MNundial de
Carnes

Carne
Carne aviar vacuna

328% ‘ 5%

Carne
porcina

0,
[lutctp://abueloeconomico.blogspot.con 4N.3%

Figura N° 1: Consumo de carne a nivel mundial. Abuelo econémico. 2006. El consumo de carnes: ;hacemos un

lech6n?

http://abueloeconomico.blogspot.com/2006/10/el-consumo-de-carnes-hacemos-un-lechn.html

De acuerdo a lo anunciado por el Ministerio de Agroindustria (2019), el consumo de
carne alcanzé los 15,21 kg/hab/afio en el ultimo semestre de 2018, reflejandose que el
consumo pas6 de 15.87 kg/hab/afio en el mes de junio a 14.07 kg/hab/afio en febrero del
2019.

La ubicacion territorial de los establecimientos porcinos marca su mayor
concentracion en el norte de la provincia de Buenos Aires, sur de Santa Fé y centro de
Cordoba, mas alla de su distribucion dispersa en todo el territorio nacional (Servicio

Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria-SENASA, 2018).
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Figura N° 2: Consumo de carne porcina en Kg/hab/ailo. Fuente: Ministerio de Agroindustria. Boletin Porcino.
(2019).
https://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/porcinos/estadistica/_archivos//000000_Bolet%C3%ADn%20Porcin
0/000000 Bolet%C3%ADn%20Porcino%202018.pdf

El Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, 2017) ha proyectado que
el consumo interno llegaria a los 25 kg por persona en la proxima década, siempre y cuando

se logren cubrir los objetivos y demandas del mercado.

1.2 Reproduccién porcina

La cerda es un animal poliéstrico, que en condiciones favorables manifiesta celo a lo
largo de todo el afio. La pubertad en la hembra joven ocurre alrededor de los 6 a 7 meses de
edad, cuando alcanza un peso corporal de 100 a 110 Kg, siendo el resultado de la interaccion
de factores internos (genotipo, raza, control neuroendodcrino) y externos (nutricion, salud,
medio ambiente, manejo). Su ciclo estral dura aproximadamente 21 dias, con un rango de 18
a 24 (Trolliet, 2005).

El ciclo estral de la cerda se divide en 4 etapas, la primera: el proestro, con
crecimiento folicular por accion de la hormona FSH (foliculo estimulante) y LH
(luteinizante), teniendo una duracion de 48 horas. Se continta con el celo o estro, con
comienzo de receptividad sexual por parte de la hembra, por los altos niveles de estrégeno,
durando 2 o 3 dias (56 horas en promedio) en cerdas adultas, y 1 o 2 dias (47 horas) en
cachorras. Aqui se produce la ovulacion por accion de la LH, alrededor de 36 a 42 horas
después del celo. El metaestro es la etapa siguiente, donde se comienza a formar el cuerpo
luteo (CL), que produce PG (progesterona), hormona que mantiene la gestacion y controla la
duracion del ciclo estral. Por ultimo, el diestro es la etapa donde el CL tiene su maxima
actividad y predomina la accion de la PG. En hembras no gestantes, 2 o 3 dias antes del
nuevo celo, el CL involuciona por la PGF2 alfa (prostaglandina F2a) que se produce en el

utero (Fiorimanti, 2018).
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Figura N° 3: Esquema de las etapas del ciclo estral de la cerda y comportamiento hormonal a lo largo

del mismo. Fuente: PORCICULTURA, 2012. https://www.porcicultura.com/destacados/articulos

2. Placenta

Una de las principales caracteristicas del desarrollo temprano en los mamiferos es la
existencia de un aporte de nutrientes a través de la placenta. Esta es una aposicion o fusion
de membranas fetales al endometrio materno, que permite el intercambio fisiologico entre
ambas partes. Es un o6rgano sumamente peculiar y diferente de los restantes, se origina
debido a diversas interacciones materno-fetales, y se comunica con el embrioén a través de un
cordon de vasos sanguineos. Para el feto, la placenta es una estructura donde se combinan

muchas funciones de las que sera independiente en la vida adulta (Hafez y Hafez, 2002).

2.1 Desarrollo placentario
La formacion de la placenta depende del tipo de membranas fetales existentes, ya
que de acuerdo a como éstas se combinen van a formar tres tipos: coridnica, corionalantoidea

(presente en animales domésticos) y vitelina. La corionalantoidea tiene la caracteristica de
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que en ella se encuentran fusionados el corion y el alantoides, con el objetivo de aumentar la
superficie de contacto entre el feto y la madre. Dicho contacto se realiza a través de
vellosidades coridnicas (conos mesenquimatosos vasculares, rodeados por células
trofoblasticas cuboides), que penetran en el endometrio y que poseen la funcion de llevar
vasos sanguineos fetales (alantdicos) a los vasos sanguineos maternos (Hafez y Hafez,
2002).

Una vez implantado el embrion porcino (10-20 dias post-coito), comienza el
crecimiento placentario, alcanzando su maximo el dia 60 a 70 de gestacion (Soraci, 2012).
Durante y después de dicha implantacion, se origina en el embrioblasto una prolongacion del
mesodermo extraembrionario que migra entre el trofoectodermo y el endodermo. Esta capa
mesodérmica se separa y se combina con el trofoectodermo para formar el saco vitelino. El
mesodermo también contribuye a la formacion del amnios y alantoides, que se forman como
una prolongacion de la parte caudal del intestino del embrioén. El amnios se forma sobre el
embrion conforme éste cae adentro de la vesicula y el corion se dobla y se fusiona sobre la
parte de arriba. El saco vitelino sufre regresion entre la segunda y la tercera semana de la
prefiez, mientras que el alantoides se expande para fusionarse con el corion (Hafez y Hafez,

2002).

A ANEXOS EMBRIONARIOS DE CERDO

CELOMA EXTRAEMBRIONARIO

AMNIOS

ALANTOIDES

e \\‘\Q"j—_{)}//’ 2= ‘coRION

i, (trofoblasto+mesodermo
SACO VITELINO

B === Cavidad
¢ amniética

Cavidad
alantoidea

L

|

Saco vitelino

Figura N° 4; A) y B): Esquema que representa la morfogénesis de las membranas fetales durante el desarrollo

embrionario temprano (A) y como evoluciona en etapas mas avanzadas de la misma (B), donde es posible
diferenciar el feto y las estructuras placentarias anexas. Adaptado de: Embriologia. Placenta.2008. Catedra de
histologia y embriologia, Facultad de Ciencia Agrarias y Veterinarias, Universidad Catolica de Salta

https://es.slideshare.net/PthithCamachoTorres/embriologia-32008-8004527.

La estructura bésica de la placenta corionalantoidea porcina comprende, por el lado
de la madre, vasos sanguineos, tejido conectivo y epitelio, y por el lado del feto, epitelio

coridnico, tejido conectivo y vasos sanguineos (Hafez y Hafez, 2002). Esto la convierte en
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una placenta epiteliocorial, es decir, constituida por seis capas de tejido, no invasiva, difusa,
plegada y adecidua (Amoroso, 1952; Leiser and Kaufmann, 1994). EIl término no invasiva
implica que el corion y el revestimiento uterino se encuentran proximos entre si, pero siendo
posible separarlos e impidiendo que los concepti erosionen la superficie uterina (Hafez y
Hafez, 2002). El concepto de adecidua se refiere a que dicha separacion ocurre sin lesion del
epitelio uterino, y el término difusa hace referencia a la disposicion de sus vellosidades (las
que se ramifican en vellosidades secundarias y terciarias) (Pond and Houpt, 1981). Contiene
pliegues coridnicos primarios, secundarios y terciarios que se entrelazan con pliegues
endometriales, incrementando a su vez, el area de contacto materno-fetal por
microvellosidades que se interdigitan entre el trofoblasto y el epitelio materno (Dantzer et.
al., 1981), estando esta interfase, altamente glicosilada (Dantzer and Leiser, 1993; Jones et.

al., 1995).

\"‘1-___.1..--'

| Tejido conectivo materno

Figura N° 5: Esquema de la placentacion epiteliocorial, constituida por seis capas histologicas, donde el epitelio

uterino intacto se pone en contacto con el corion intacto. Adaptado de: Mellisho E., 2006.

5 Waso sanguinen
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—— Mesodenmo extra-embrionario Citotrofoblian £
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— Sincitotrofoblasto y basal
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vascular SR 2 : Vidosiad
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Figura N° 6: Esquema de las vellosidades primarias, secundarias y terciarias, que se van desarrollando conforme

avanza la gestacion. Tomado de: Apaza Valencia (2014).
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Por otra parte, la presencia de células placentarias con caracteristicas
ultraestructurales apoptoticas (muerte programada una vez culminado su ciclo de vida) (Kerr
et al., 1972), permiten determinar que la remodelacion celular en vellosidades placentarias
del inicio, mitad y final de la prefiez, acontece por fenomenos de apoptosis. Dichos procesos
permiten mantener el equilibrio fisiolégico en la interfase, redundando en beneficios
nutricionales para los concepti y facilitando los mecanismos desencadenantes del parto

(Cristofolini, 2013).

2.2 Funciones placentarias

La placenta realiza muchas funciones y sustituye al tubo digestivo, los pulmones,
rifiones, higado y glandulas enddcrinas del adulto. Ademas, separa los organismos materno y
fetal, asegurando por tanto, el desarrollo independiente del feto. Con respecto al transporte
de gases, existen muchas similitudes entre su intercambio a través de la placenta y el que
ocurre en los pulmones. Sin embargo, la principal diferencia radica en que la placenta actta
como un sistema liquido-liquido, mientras que en los pulmones se trata de un sistema gas-
liquido. Las arterias umbilicales llevan la sangre no oxigenada del feto a la placenta,
mientras que las venas umbilicales llevan sangre oxigenada en la direccion opuesta. El
diéxido de carbono se difunde libremente de la circulacion fetal a la materna (Hafez y Hafez,

2002).

2.3 Nutricion placentaria

La placenta permite el transporte de azicares, aminoacidos, vitaminas y minerales
como sustratos para el crecimiento del feto, a través del flujo neto desde la madre o en la
direccion opuesta, que puede producirse por diferencia de concentracion, o realizarse por
transporte unidireccional mediado por portadores. Muchos nutrientes, como glucosa,
aminoacidos, electrolitos y vitaminas son transportados por sistemas portadores localizados
en el trofoblasto (Hafez y Hafez, 2002). Numerosas glandulas se encuentran dispuestas en el
estroma uterino, secretando su contenido activamente a lo largo de la prefiez (Bazer y First,
1983). La absorcion del contenido glandular, denominado histiotrofo, por parte del embrion,
se realiza a través de las células fagociticas especializadas que forman las areolas. Estas
ultimas se forman por expansion fetal alrededor de las bocas glandulares, distinguiéndose a
partir del dia 15 de gestacion (Leiser y Dantzer, 1994). Asi la unidad glandula-areola, se
observa macroscopicamente a medida que avanza el desarrollo placentario (Johansson ef al.,

2001).
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Figura N° 7: Esquema de una seccion de la placenta y pared uterina de la cerda mostrando una areola.
(Umbilical artery: arteria umbilical; Cavity of areola: cavidad de la aréola; Trophoblast: trofoblasto; Opening
of uterinegland: apertura de la glandula uterina; Uterine glands: glandulas uterinas; Uterine artery: arteria
uterina; Myometrium: miometrio; Perimetrium: perimetrio). Tomado de: Mc Carthy (2001).
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2.4 Circulacion placentaria

El sistema vascular sanguineo placentario estd compuesto por arteriolas, capilares,
venas y vénulas. Las arteriolas son los vasos sanguineos que evacuan sangre desde arterias
cardiacas de mayor calibre, mientras que las venas y vénulas realizan una circulacion
contraria, devolviendo los desechos a eliminar. Ambas estructuras se encuentran unidas por
los capilares. El sistema nervioso actua sobre la pared de estos vasos para regular el flujo
sanguineo. Las arteriolas miden entre 20 y 120 pm (micrometros) de didmetro y poseen una
capa en contacto con el fluido sanguineo, denominada tunica intima. Dicha tinica soporta al
conjunto de células que componen el endotelio. La capa continua es denominada tunica
media, que segun el calibre del vaso, posee entre 3 y 30 capas concéntricas de células
musculares lisas. Por ultimo, la capa mas externa de los vasos sanguineos, llamada

adventicia, contiene fibrocitos, fibras elasticas y colagenas (Sobotta Welsch, 2009).
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Figura N° 9: Arteriola (1), vénula acompafiante (2) y vaso linfatico.

La pared arteriolar consiste en unas pocas

capas de células musculares y un endotelio. En cambio, la pared de la vénula, de un didmetro visiblemente mayor,

es mas delgada y tiene una estructura mas laxa (Sobotta Welsch, 2009).

En la placenta existen dos circulaciones paralelas que son la fetal y la materna, no

entrando nunca en contacto. El suministro de sangre materna a la placenta se deriva de

arterias y venas uterinas. Las arterias umbilicales llevan sangre del feto a la placenta, y las

venas umbilicales la llevan en sentido opuesto (Hafez y Hafez, 2002).

El crecimiento exponencial de los fetos durante la ultima mitad de la gestacion,

depende principalmente del aumento de la vascularizacion placentaria (Espinoza, 2011),

influenciada por el tamafio de la camada, el desarrollo vascular y la capacidad uterina

18



(Wright et. al., 2016). La angiogénesis y vasculogenésis son acciones consecutivas y
fundamentales para un adecuado flujo sanguineo materno-fetal, que asegure el correcto
aporte de nutrientes (Soraci, 2012). La vasculogénesis implica la formacién de vasos
sanguineos de células precursoras derivadas mesodérmicamente (Charnock-Jones ef. al.,
2004), donde se establecen nuevos vasos sanguineos mediante la diferenciacion y migracion
de las células progenitoras endoteliales para formar capilares de interconexion. Las células
endoteliales y hematopoyéticas comparten un progenitor comun: el hemangioblasto. Estas
células forman agregados en el saco vitelino en desarrollo (llamadas islas de sangre). Las
sefiales que regulan la migracidon y organizacion de estas células en tubos son complejas y se
han identificado factores de crecimiento involucrados en ello (Espinoza, 2011). Por otro lado
la angiogénesis implica la creacion de nuevos vasos a partir de los preexistentes, para lo cual
se requiere la migracion de angioblastos, proliferacion de células endoteliales, formacion de
un tubo vascular a partir de otro, e incremento de la permeabilidad, esto lograndose mediante
una variedad de procesos. Existen dos mecanismos de angiogénesis, por un lado el de
brotacion, donde células endoteliales migran hacia un estimulo angiogénico en porciones de
tejidos previamente desprovista de vasos. Por otro lado, puede ocurrir angiogénesis por
intususcepcion, ello implica la formacidon de vasos sanguineos por un proceso en el que la
pared del vaso se expande, las células endoteliales se reorganizan y se produce la division
del vaso original, dando como resultado dos nuevas estructuras vasculares (Adair y Montani,
2010). Aunque el resultado final (un aumento en el nimero y/o longitud de los segmentos
capilares) puede ser el mismo, puede requerirse un examen cuidadoso de la red capilar
usando metodologias morfologicas y estercologicas para hacer el analisis vascular.

(Charnock-Jones et. al., 2004, Espinoza, 2011).

Vasculogenesis Angiogenesis
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Figura N° 10: Clasificacion de los procesos de desarrollo de los vasos sanguineos, Vasculogenésis y
Angiogénesis. Tipos de angiogénesis, por brotacion (sprouting) o por intususcepcion (intussusceptive growth).
(Angioblast: angioblastos; Vasculogenesis: vasculogenésis; Angiogenesis: angiogénesis; Sprouting: brotacion;

Intussusceptive growth: crecimiento por intususcepcion). Adapatado de: Carmeliet y Collen, 2000.
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2.5 Factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF)

El factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), asi como sus respectivos
receptores, es clave EN la angiogénesis y en la vasodilatacion. Es un importante mitégeno y
factor de sobrevivencia para aquellas células endoteliales que han demostrado ser iniciadoras
de vasculogenésis y angiogénesis, por inducir migracion, proliferacion y crecimiento de
dichas células, y promoverlas a que den lugar a estructuras en forma de tubo. El VEGF es el
mayor modulador del crecimiento y remodelaciéon vascular que provoca el incremento de la
permeabilidad en el endometrio. La implantacion y subsecuente placentacion no son posibles
si previamente VEGF no torna receptivo al endometrio para el desarrollo del embridon
(Espinoza, 2011). Particularmente en la cerda, tanto VEGF como sus receptores se
encuentran en las células epiteliales corionicas y adyacentes al ttero, asi como en los vasos
sanguineos desde la gestacion temprana a la tardia (Charnock-Jones et. al., 2001; Vonnahme

y Ford, 2004).

2.6 Angiopoyetinas
Las angiopoyetinas son una familia de factores de crecimiento en la que estan incluidas Ang-
1 y Ang-2. Estas moléculas poseen dos receptores, Tie-1 y Tie-2, respectivamente, y a su
vez, Tie-2 es un receptor comiin para ambas. Se expresan casi exclusivamente en células
endoteliales, promueven el mantenimiento y la estabilizaciéon de los vasos sanguineos
maduros, mediante la interaccion entre células endoteliales y la membrana basal (Espinoza,
2011). Tanto Ang-1 como Ang-2 fueron inmunomarcadas en la zona perivascular de los

vasos sanguineos y en cé¢lulas del epitelio uterino y trofoblastico (Fiorimanti, 2018).

Estos factores permiten que el lecho vascular materno crezca a través del aumento de
tamafio de los capilares, con so6lo pequefios aumentos en el nimero de los mismos, mientras
que la microvasculatura de la placenta fetal se desarrolla al aumentar la cantidad de vasos y
por lo tanto, su superficie (Reynols et al., 2001). Esto ayuda a explicar el mayor flujo de
sangre umbilical y de entrega de nutrientes al feto que se produce durante la tltima mitad de
la gestacion (Reynols y Redmer., 2001). La eficiencia del transporte sanguineo placentario
dependera no so6lo del nimero de vasos por unidad de area, sino también del acercamiento de
los capilares para disminuir la distancia de difusion hemotréfica (Fiorimanti, 2018). Asi, en
placentas de cerdas a término se ha demostrado una distancia de difusion tan pequefia como
0,18 um (Cristofolini y col., 2017).

El crecimiento placentario hace que aumente el nimero de areolas y disminuya la
distancia intercapilar (Merkis y col., 2006), dado que con este tipo de placentacion la
comunicacion entre los tejidos maternos y fetales dependen en gran medida de interacciones

precisas célula-célula y con la matriz extracelular (MEC) (Sanchis y col., 2012).
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Se ha establecido que dicha matriz desempefia un papel clave en la arquitectura
placentaria, estando constituida por osteopontina (OPN), una glicoproteina que se une a
varios receptores, y el fibrindgeno, también glicoproteina pero del plasma sanguineo,
precursor de la fibrina. Es aqui donde se determind que en ausencia de fibrindgeno, se
produce una separacion de la unidad feto-placentaria de la pared uterina que causa la pérdida
completa de la integridad de la placenta y una hemorragia fatal, ya que la presencia de
fibrinégeno en el endometrio y en el mesénquima fetal estaria relacionado a procesos de
reestructuracion y de neovascularizacion (Cristofolini A., 2010).

Otra macromolécula de la MEC placentaria, es el sistema del coldgeno, con diferente
localizacion en los tejidos embrio-maternos. Es producido por los fibroblastos, jugando un
rol vital en el mantenimiento de la integridad estructural y en la determinacion de la funcion
del tejido, participando en la composicién de la placenta. Aumenta durante la gestacion,
relacionandose esto con la remodelacion estructural y la maduracion fisiologica de la
placenta. La abundancia de sus fibras de diferente grosor en tejido conjuntivo y miometrio,
es una clara evidencia de su importancia en el soporte del sistema vascular y del sistema
areola-glandula. Tanto la OPN como el fibrindgeno contribuyen en los cambios
embrionarios para favorecer la adhesion al utero durante la placentacion. Poseen un papel
importante para equilibrar los procesos angiogénicos y mantener la disposicion del tejido que
asegure una prefiez exitosa. Aunque las tres moléculas nombradas poseen estructuras
diferentes, y por lo tanto, funciones diferentes, se ha concluido que su presencia en el
embarazo resulta esencial para mantener la integridad de la placenta y permitir una nutricién

adecuada de los embriones (Sanchis y col., 2012).

2.7 Proteina CD31

La proteina integral de membrana CD31 se encuentra en la superficie de plaquetas,
leucocitos y en las uniones intercelulares de las células endoteliales. Dicha molécula también
es conocida como PECAM-1 (molécula de adhesion de células endoteliales y plaquetas) y
estda implicada en el proceso de angiogénesis in vivo (Fiorimanti, 2018), teniendo una
participacion critica en la neovascularizacion, estimulando la motilidad de la CE (célula
endotelial) y estableciendo contactos de union intercelular y de adhesion con la MEC (Cao
et. al., 2002; Kondo et. al., 2007).

Se expresa en todos los endotelios continuos, incluidos arterias, arteriolas, venas,
vénulas y capilares no sinusoidales, y es un excelente marcador de células endoteliales para
la determinacion de la microvasculatura placentaria porcina, permitiendo complementar los
estudios de vascularizacion (Fiorimanti y col., 2018). Se ha establecido como el mas efectivo
para la deteccion de la micro vascularizacion por inmunohistoquimica en tumores mamarios

de caninos (Clemente, 2010), asi como también en placenta de ovinos sobrealimentados
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(Carr et. al., 2016). Ademas de facilitar la diapédesis y transmitir sefiales de supervivencia
en la célula (Paddock et. al., 2016), permite delimitar con exactitud el perimetro de los vasos
sanguineos y asi, delimitar el area vascular (Fiorimanti, 2018).

De esta manera, el volumen del lecho capilar aumentara a un régimen constante de
angiogénesis en la membrana alantoidea, permitiendo que el crecimiento placentario alcance
su maximo al dia 60 de gestacion, mientras que el crecimiento fetal se producirda mas
rapidamente a partir del dia 50 de prefiez (Soraci, 2012; Bazer y Johnson., 2014).

Todos los factores antes detallados, asi como sus respectivos agentes
proangiogénicos resultan fundamentales en el establecimiento adecuado de una red vascular

para el desarrollo y supervivencia de los fetos (Pereyra, 2015).

3. Glicobiologia

La biologia actual puede explicar las bases moleculares de multiples procesos
biologicos y la herramienta para estudiar todos ellos proviene de la variedad de carbohidratos
de superficie que interviene en el reconocimiento entre células. Se reconoce entonces, la
importancia de los glicoconjugados, compuestos formados por la unién entre mono, oligo o
polisacaridos por un lado, y lipidos y proteinas por otro, logrando ser una gran fuente de
informacion bioldgica (Gimeno y Barbeito, 2004).

Durante el desarrollo de la placenta, la composicion estructural de los carbohidratos
de las superficies celulares cambia drasticamente, sirviendo esto para su reconocimiento y
adhesion celular (Gimeno y Barbeito, 2004; Ambrosi et. al., 2005). La presencia de estos
residuos de carbohidratos en la interfase materno-fetal porcina es de fundamental
importancia, ya que permiten las interacciones entre los componentes fetales y maternos,
dando el tipo de placenta epiteliocorial (Sanchis et. al, 2005). Todos los complejos de
carbohidratos presentes en el tejido placentario pueden ser reconocidos mediante lectinas,
dado que son proteinas con capacidad de unirse con cierta especificidad a ellos, en forma
semejante a como las inmunoglobulinas se unen a los antigenos, pero sin que medie para ello
una reaccion antigeno-anticuerpo (no poseen un origen inmune) (Sharon y Lis, 1989).

El término lectina, propuesto por Mendoza W. (2007), deriva del latin legere
(seleccionado, escogido) y se refiere a la capacidad de unién selectiva que poseen azlicares
particulares. Este término fue generalizado desde 1972 para todas aquellas proteinas
ligadoras de azucares y aglutinadoras de células que son encontradas en animales, vegetales
y microorganismos (Sharon y Lis, 1989). Las semillas de leguminosas son particularmente
fuentes ricas de lectinas (Carlini y Grossi-de-Sa, 2002).

Si bien las lectinas pueden ser glicoproteinas, la porcidon que une al carbohidrato es
siempre peptidica. Poseen dominios especiales llamados CRD (dominio de reconocimiento

de carbohidrato) con capacidad de unirse a ciertos azicares mediante interacciones no
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covalentes como puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas (Hernandez Cruz y col.,

2005).

3.1 Aplicaciones de las lectinas

Las lectinas han aportado importante informacion para la identificacion de diferentes
glicoconjugados en diversas estructuras, sean normales o patologicas (Koncurat y col,
2004), por lo cual se utilizan en técnicas bioquimicas para estudiar la estructura y funcion de
la membrana plasmatica.

En histologia y patologia las lectinas son utilizadas para identificar oligosacaridos
presentes en las glicoproteinas y glicolipidos de membranas y constituyentes celulares. En
biologia se han utilizado lectinas conjugadas con marcadores fluorescentes como el
isotiocianato de fluoresceina (FITC), para localizar y caracterizar glicoconjugados en
condiciones normales y patoldgicas en varios tejidos (Dallar et al., 2001). Permiten también
detectar aglutinacion de glébulos rojos, linfocitos y células tumorales, estimular la
proliferacion y diferenciacion linfocitica y caracterizar carbohidratos, en cortes de tejidos
para microscopia Optica y electronica, en frotis ¢ improntas y de determinacion
cromatografica (Gimeno y Barbeito, 2004).

Las lectinas pueden identificarse y usarse para hallar células que son dificiles de
discriminar con técnicas convencionales. En casos, reemplazan a técnicas mas costosas,
como la inmunohistoquimica (Gimeno y Barbeito, 2004). Ademas, las lectinas poseen un
nivel de especificidad mayor al de otras técnicas utilizadas para marcar carbohidratos, como
la reaccion de Shiff acido peridodico (PAS), comparable a la de aquellas técnicas basadas en

uniones Ag-Ac y enzima-sustrato (Gabius y Gabius, 1993).
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Figura N° 11: Esquema de las interacciones entre lectinas y carbohidratos en la superficie celular. Las lectinas
sirven como adherentes de diferentes tipos de células, incluso virus, a otras células via carbohidratos de la
superficie celular. En algunos casos, lectinas de la superficie celular unen glicoproteinas particulares, mientras

que en otros casos, carbohidratos constituyentes de glicoproteinas o glicolipidos sirven como sitios de unién para
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moléculas biologicamente activas que son las lectinas. Tomado de: Sharon y Lis (2004).

https://academic.oup.com/glycob/article/14/11/53R/627369

3.2 Tipos de lectinas

AlIA (Artocarpus integrifolia): posee una estructura tetramérica de dos cadenas que
consta de 4 protoméros idénticos, con un peso molecular de 66.000 Da (daltons). Se

considera lectina especifica de galactosa. (FUENTE: Laboratorio Glicomatrix. 2018

www.Glicomatrix.com).

Con-A (Concanavalin A): reconoce manosa con enlace o (alfa) presente como
parte de un oligosacarido de 4 subunidades idénticas. Se disocia en dimeros de 52 kDa
(kilodaltons). Requiere de iones Ca (calcio) y Mn (manganeso) en cada uno de sus 4 sitios de

unioén a sacaridos (Fuente: laboratorio VECTOR, 2018).

MAA (Maackia amurensis): los acidos sialicos son de ocurrencia generalizada
como componentes de las cadenas de oligosacaridos de las glicoproteinas y glicolipidos
presentes en las células y tejidos animales. Las lectinas que reconocen al acido sidlico son
reactivos valiosos para la deteccion, el aislamiento y la caracterizacion de glicoconjugados
que contienen azucar (Irwin y Goldstein, 1997). MAA consiste en 2 especies moleculares,
una hemaglutinina fuertemente hemoaglutinante (MAH) y una hemaglutinina fuertemente
mitégena (MAL), ambas unidas por puentes disulfuro. MAA interactia con el
glicoconjugado que contiene acido sidlico y puede ser tutil para el fraccionamiento de
oligosacaridos sialicilados, tiene un peso de 140.000 Da y se une a glicoconjugados que

tienen estructuras de galactosil (b1, 4) N-acetil glucosamina. (Fuente: Laboratorio MyBioSurce

2018. www.MyBioSurce.com).

PHA-E (Phaseolus vulgaris): nombre que se le atribuye a una familia de lectinas,
cada una de las cuales consta de 4 subunidades. Hay 2 tipos diferentes de subunidades, una
parece estar involucrada principalmente en la aglutinaciéon de globulos rojos y ha sido
designada como subunidad “E” (para la eritroglutinina). El otro tipo esta involucrado en
aglutinacion de linfocitos y en la actividad mitégena y se ha determinado como subunidad
“L” (para la leucoaglutinina). Estas subunidades se combinan para producir 5 isolectinas.

PHA-E posee una fuerte afinidad hemoaglutinante pero es un mitdogeno pobre (Fuente:

laboratorio VECTOR, 2018).

PSA (Pisum sativum): lectina con especificidad por los oligosacaridos que contiene

manosa con enlace o, con un residuo de a-fucosa unido a acetilquitobiosa incluido en el
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sector del receptor. Se utiliza para fraccionar células, para asilar glicoproteinas y

glicolipidos, distinguir entre células normales y viralmente transformadas (Fuente: Laboratorio

VECTOR, 2018).

Ulex europaeus (UEA): aglutinina que reacciona con las proteinas séricas, util para
el marcaje de endotelios vasculares. Tiene especificidad de grupos sanguineos y existen dos
tipos: UEA-I que tiene especificidad por L-fucosa con enlace o y UEA-II que tiene afinidad

por la N-acetilquitobiosa (Fuente: Laboratorio VECTOR, 2018).
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HIPOTESIS

Dado el tipo de placenta que poseen los porcinos, el estudio de los vasos sanguineos
placentarios y la remodelacion celular placentaria durante el inicio, la mitad y el fin de la
gestacion, permitira comprender y evaluar el rol de la angiogénesis a lo largo de la
placentacion porcina, proceso indispensable para el correcto intercambio metabdlico

materno-embrionario, permitiendo el crecimiento fetal y placentario.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este plan es estudiar la estructura vascular placentaria, a través de
tinciones diferenciales, inmunohistoquimica y lectinhistoquimica a lo largo de la gestacion

en porcinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Describir la morfologia tisular y vascular por microscopia Optica
convencional y microscopia optica de alta resolucion (MOAR), en cortes de
placentas provenientes de gestaciones de 30, 60 y 114 dias.

o Inmunomarcar las células endoteliales a través de la localizacion de
CD31 en los periodos gestacionales seleccionados.

o Marcar las células endoteliales con Ulex europaeus a los 30, 60 y
114 dias de gestacion, por lectinhistoquimica.

o Analizar por morfometria, el nimero y el area vascular en los
periodos gestacionales estudiados.

. Determinar el patron de glicosilacion en los vasos sanguineos
placentarios, a través de la marcacion con AIA, Con-A, MAA, PHA-E y PSA por

lectinhistoquimica, en los diferentes estadios seleccionados.
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MATERIALES Y METODOS

A. Obtencion de tractos reproductivos y placentas

Las placentas de 30, 60 y 114 dias de prefiez (n=5 de cada periodo) fueron obtenidas
de cerdas mestizas destinadas a faena de frigorificos y criaderos porcinos de la zona de Rio
Cuarto. En todos los casos, el tracto reproductivo se removi6 inmediatamente después de la
muerte del animal y se lavaron con solucion salina de Hank’s (SSH) (Gibco, USA),
conteniendo 10.000 U/mL de penicilina G sdédica, 10 mg/mL de sulfato de estreptomicina y
2,5 ng/mL de fungizona (Gibco, USA), manteniéndolo a 4 °C hasta su procesamiento en el
laboratorio. Se detect6 la ubicacion de los embriones/fetos y se realizé una incision por el
borde anti-mesometrial de los cuernos uterinos, para observar el sitio de implantacion y
recoger muestras del tejido mesometrial endometrial y placentario fetal, en formol
tamponado al 10 % y en glutaraldehido al 2,5 %. Se estim6 la edad gestacional de las
placentas de acuerdo a la longitud céfalo-caudal de los embriones y/o fetos obtenidos de

cada cerda gestante (Marrable, 1971).

B. Analisis de estructura

B.1 Técnicas utilizadas para el procesamiento de placentas

B.1.1 Técnica de histologia convencional para microscopia éptica.

Se tomaron porciones de tejido placentario de 6 mm’ aproximadamente, y se fijaron
con formol salino tamponado al 10 %. Posteriormente, se deshidrataron con baterias de
alcoholes de graduacion creciente atemperado a 38-40 °C (3 veces por alcohol 96 % y 2
veces por alcohol absoluto, 15 minutos cada uno de los lavados), para ser incluidos en
parafina. Se realizaron cortes histoloégicos de 4-5 pum, parte de los mismos se tifieron con
hematoxilina eosina y tricromica de Gallego para el reconocimiento de estructuras tisulares.
El resto de los cortes se destinaron para los ensayos de inmunohistoquimica y

lectinhistoquimica.

B.1.2 Preparacion de solucion tamponada fosfato de Sorensen (PBS)
0,1 M pH 74.
Para la obtencion de formol tamponado al 10 % y para la rehidratacion del tejido
placentario antes de las respectivas tinciones, se utilizé la solucion PBS de Sorensen,

preparada de la siguiente manera:

Solucion A: Na,HPO,.H,0. 35,61g/1000 mL
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Solucién B: NaH2PO4.H20 27,60g/1000 mL
Para obtencion de pH 7,4: Solucion A: 40,5 mL
Solucién B: 9,5 mL
Se mezclaron las soluciones A y B, se controlo el pH y luego se enrasé con agua

destilada hasta volumen final de 100 mL.

B.1.3 Tratamiento para tejidos incluidos en parafina.

Los cortes histologicos de 4-5 um fueron montados de a 3-4 cortes sobre
portaobjetos de vidrio. Previo al montaje, los cortes fueron pasados por un recipiente con
agua destilada a 45 °C durante 10 minutos, para evitar plegamientos de los mismos. Los
portaobjetos con los cortes se colocaron sobre una plancha termostatizada a 40 °C durante 15
hs y se guardaron toda la noche a 37 °C en estufa, para lograr el secado completo de los
mismos. Previo a las diferentes coloraciones, los tejidos fueron desparafinados y
rehidratados mediante el siguiente protocolo:

- 2 pasajes en xilol 100 % de 10 minutos c/u.

- 2 pasajes en alcohol 100 % de 5 minutos c/u.
- 1 pasaje en alcohol 90 % de 5 minutos.

- 1 pasaje en alcohol 80 % de 5 minutos.

- 1 pasaje en alcohol 70 % de 5 minutos.

- 2 pasajes en agua destilada de 10 minutos c/u.

- 2 pasajes en solucion salina tamponada (PBS) de 10 minutos c/u.

B.1.4 Tincion de Hematoxilina Eosina (Clark, 1981)
a) Se prepararon las siguientes soluciones:

a.1) Soluciones stock para preparar hematoxilina

° Hematoxilina al 10 % en etanol 95 % o etanol absoluto.
. Alumbre de sodio, de potasio o de amonio al 4 %.
° I03;Na al 0,1 %.

a.2) Solucidn de trabajo de hematoxilina

e Hematoxilina al 10 %: 1 mL.

Alumbre de sodio, de potasio o de amonio al 4 %: 40 mL.
I03Na al 0,1 %: 4.5 mL.
e Agua destilada: 100 mL.

Una vez mescladas las soluciones, se dejo reposar y luego se filtro.

b.1) Solucidn stock para preparar eosina
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. Eosina: 1g.

. Etanol al 70 %: 99 mL.
b.2) Solucién de trabajo de eosina

o Solucion stock: 1 mL.

. Agua destilada 15 mL.

Una vez mezcladas las soluciones, se dejo reposar y luego se filtro.

Los cortes histologicos obtenidos en el punto B.1.1 fueron desparafinados en 2
pasajes por xilol de 15 minutos cada uno, posteriormente se rehidrataron con bateria de
alcoholes de graduacion decreciente de 5 minutos cada uno, luego se lavaron 2 veces en agua
destilada (10 minutos cada uno) y 2 veces en tampon fosfato salino (PBS) (10 minutos cada
uno). Posteriormente se colored con la solucion de trabajo de hematoxilina de 2 a 3 minutos
y se lavd durante 5 minutos con agua corriente. Luego se colored con la solucion de
hematoxilina-eosina de 2-3 minutos y se lavd, nuevamente, 5 minutos con agua corriente.
Finalmente, los cortes de tejidos placentarios fueron deshidratados y montados en Entellan
(Merk, Alemania). La observacion se realizd a través de un microscopio electronico
Axiophot (Carl Zeiss, Alemania), las imagenes se adquirieron mediante una cdmara digital
Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japon), adosada al microscopio.

La hematoxilina es un colorante catiénico y la eosina es un colorante anidnico,
ambos pertenecen a la familia de los xantenos (compuestos heterociclicos formado por tres
anillos aromaticos). Con la tincion de hematoxilina-eosina se observa la cromatina nuclear y
los compuestos basofilos teflidos de azul, mientras que, el citoplasma, el colageno y los
componentes acidofilos se tifien de fucsia; los globulos rojos se observan en naranja o rojo y

la fibrina en rosa intenso.

B.1.5 Tincién tricromica de Gallego

En esta tincion se agrego la solucion de trabajo de hematoxilina férrica de Weigert
recién preparada sobre los cortes histologicos durante 6 minutos y luego de ese tiempo, se
lavé con agua corriente. Seguidamente, se colocd el mordiente por 30 segundos y se enjuagd
con agua. Luego se tifio con una solucion de trabajo recién preparada de carbol-fucsina por 5
minutos y se enjuagd nuevamente con agua. Se colocd nuevamente un mordiente por 2
minutos y se volvidé a enjuagar con agua. A continuacidn, se tifid con solucion de azul de
anilina-acido picrico por 1 minuto. Posteriormente, se procedié a enjuagar en solucion de
acido acético 0,1 %. Finalmente, los cortes fueron deshidratados y montados.

A través de esta tincion el colageno y las fibras reticulares adquieren una coloracion
azul profundo. El tejido muscular se torna de verdoso a anaranjado amarillento, mientras que

el tejido cartilaginoso, se colorea de purpura a violeta. Por otro lado, el tejido conectivo se
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tifie de azul violeta. El citoplasma, toma un color verde oliva a marrén y las fibras elasticas,
se tifien de purpura a rojo (Bartholomew et. al., 1981).

La deshidratacion final de los portaobjetos se realizd6 mediante pasajes en alcoholes
de graduacion creciente (70 %, 80 %, 90 %, 100 %) y dos pasajes en xilol 100 % durante 5
minutos cada uno. Luego se procedié al montaje con medio Entellan (Merk, Alemania) y se
colocaron en cubreobjetos. Finalmente las imagenes fueron adquiridas con una camara
Canon Powershot G6 7.1 megapixels (Canon, Japon) adosada a un microscopio Axiophot

(Carl Zeiss, Alemania).

B.2. Técnica para Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR)

Las muestras de tejido placentario fijadas en glutaraldehido al 2,5 % en solucidon
salina tamponada (PBS) (0,1 M, pH 7,4), fueron procesadas para el estudio de la estructura
placentaria por microscopia optica de alta resolucion (MOAR). Luego de la fijacion durante
3 horas a 4 °C, las muestras se lavaron dos veces con PBS, se refijaron con tetréxido de
osmio al 1 % durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se lavaron dos veces
en solucion tampon fosfato y se deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona (1
pasaje en acetona 30 %, 50 %, 70 % y 90 % durante 15 minutos cada uno) y 3 pasajes en
acetona 100 % durante 15 minutos. Se procedio a la preinclusion en resina epoxi EMbed 812
1:1 en acetona 100 % durante toda la noche a temperatura ambiente y posteriormente a una
inclusion en EMbed 812 a 60 °C, durante 24 horas. A través de un ultramicrétomo manual
(Sorvall MT-1A, DuPont, USA), utilizando cuchillas de vidrio, se obtuvieron cortes
semifinos (£ 0,25 um) los que se colocaron sobre portaobjetos de vidrio y se tifieron con azul
de toluidina sobre una platina termostatizada, para permitir la entrada del colorante al tejido
incluido en la resina. Los cortes semifinos se montaron con Entellan (Merck, Alemania) para
ser observados con un microscopio Axiophot (Zeiss, Alemania), la adquisicion de imagenes
se realizo a través de la camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japén),

adosada al microscopio.

B.3. Estudio de vasos sanguineos

B.3.1. Inmunohistoquimica para la marcaciéon de células endoteliales

mediante CD31.
Los portaobjetos se colocaron en coplin de plastico, llenos con solucidon tamponada
de citrato 10 mM, pH 6, para la recuperacion antigénica en microondas durante 15 minutos.
Los cortes se trataron con peroxido de hidrogeno al 3 % en PBS durante 20 minutos. Los

anticuerpos inespecificos se bloquearon con suero de caballo (1/1000 PBS: 50 pL de suero
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puro + 5 mL PBS), durante 1 hora a temperatura ambiente. Se incubaron con el primer
anticuerpo anti-CD31, diluido 1/100 (ab28364, Abcam, Reino Unido) over-night en camara
htimeda a 4 °C. Posteriormente, como anticuerpo secundario se empleo el equipo comercial
Polivalent Biotinylated Link YELLOW- pool de segundos anticuerpos-biotinilados anti-
rabbit, anti-mouse, (HiDef Detection TM HRP Polymer System Cell Marque, USA). Se
incubaron con solucion cromogena (diaminobenzidina: DAB) (DAB Cell Marque, USA) y
se tifieron con hematoxilina de Mayer, se deshidrataron y montaron con Entellan (Merck,
Alemania) para ser observados con un microscopio Axiophot (Zeiss, Alemania). La
adquisicion de imagenes se realizd a través de la camara digital Powershot G6, 7.1
megapixels (Canon INC, Japon), adosada al microscopio, y el analisis digital de las mismas,

mediante el software AxioVision Release 4.6.3 (Zeiss, Alemania).

B.3.2. Lectinhistoquimica para la marcacion de células endoteliales mediante la
lectina Ulex europaeus (UEA).

La marcacion del residuo glicosilado L-fucosa se realizd sobre los cortes
placentarios obtenidos en el punto B./, a través de una lectinhistoquimica por fluorescencia
directa. Se utiliz6 la lectina Ulex europaeus conjugada con FITC, dilucidon de trabajo 1/50
(Laboratory film —American National TM, USA), incubando en camara himeda durante 1
hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego se realizaron dos lavados con abundante
PBS a temperatura ambiente, manteniéndolos en oscuridad. Se observaron con un
microscopio epifluorescente Axiophot (Zeiss, Alemania), la adquisicion de imagenes se
realizo a través de la camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japon),
adosada al microscopio y el analisis digital de las mismas, mediante el software AxioVision

Release 4.6.3 (Zeiss, Alemania).

B.3.3. Analisis morfométrico de los vasos sanguineos

Para el analisis vascular por morfometria se adquirieron imagenes mediante una
camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japdn) adosada al microscopio
optico Axiophot (Carl Zeiss), provenientes de la inmunohistoquimica para CD31 y de la
lectinhistoquimica de UEA. Se evaluaron 5 imagenes al azar de cada placenta por periodo
gestacional estudiado. El andlisis de las variables morfométricas, como el area total de tejido
(AT) y nimero de vasos por unidad de area (NVA) se determinaron a través de la utilizacion

del software Axiovision Release 4.6.3 (Zeiss, Alemania).
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B.3.4. Lectinhistoquimica para la determinacion del patron de glicosilacion en
vasos sanguineos mediante las lectinas AIA, MAA, Con-A, PHA-E y PSA.

Para la determinacion del patron de glicosilacion en la placenta porcina durante la
gestacion, se utilizoé una lectinhistoquimica por fluorescencia directa utilizando el siguiente
panel de 5 lectinas conjugadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (EY Laboratories ®,
USA y SIGMA®, USA): Artocarpus integrifolia (AIA), Concanavalin-A (Con- A), Maackia
amurensis (MAA), Pisum sativum (PSA) y Phaseolus vulgaris (PHA-E).

Tabla I. Lectinas empleadas y algunas de sus propiedades: acrénimo, nombre,

fuente y especificidad de union.

Acrénimo Nombre Fuente Especificidad
AlIA Artocarpus Semillas de A. a-Galactosa
integrifolia integrifolia
Con-A Concanavalin-A Semillas de a-Manosa, a-Glucosa
Canavalia
ensiformis
MAA Maackia amurensis Semillas de M. Acido sialico
amurensis
PHA-E Phaseolus vulgaris Judias Oligosacéridos
(eritroglutinina)
PSA Pisum sativum Guisantes a-Manosa

Las lectinas empleadas pertenecen a dos marcas diferentes: EY Laboratories (MAA,
PHA-E y AIA) y SIGMA (PSA y Con-A), ambas procedentes de USA. Las lectinas
fluoresceinadas se diluyeron a 1 mg/mL de agua destilada. Se alicuotaron de a 100 uL en
ependorf y se mantuvieron a -20 °C, envueltas en papel de aluminio para preservarlas de la
luz. La concentracion de trabajo elegida fue de 100 pg/mL. El tejido placentario fue
incubado en camara humeda colocando 100 puL de la lectina conjugada con FITC sobre el
tejido y cubriendo los mismos con parafilm “M” (Laboratory film-American National, USA)
para que no quedaran burbujas y lograr la homogeneizacion de la lectina sobre el corte. La
humedad requerida en la camara se consiguié mediante colocacion en la misma de papel de
filtro embebido en PBS. Se dejaron durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad,
para evitar la pérdida de fluorescencia debido al estimulo de la luz. Los cortes fueron lavados

con abundante PBS a temperatura ambiente, manteniéndolos en oscuridad.
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B.3.5 Semicuantificacion

La observacion de los ensayos lectinhistoquimicos se efectu6 a través de un
microscopio epifluorescente Axiophot (Zeiss, Alemania), adquiriendo las imagenes mediante
una camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japon), adosada al mismo.

Los resultados de la técnica de marcacion con glicoconjugados se expresaron en
forma semicualitativa en funcion de una escala elegida por la intensidad de la fluoresceina
detectada, determinando que: 3 (+++) fluorescencia cuantiosa, 2 (++) fluorescencia
abundante, 1 (+) fluorescencia positiva y 0 (-) fluorescencia negativa. Ademas, se determind
la distribucion de la intensidad de marcacion de las moléculas, a través del valor de High
Score (Sanchis et. al., 2015). Se definié High Score como:

HS: > Pi(i+1)
Doénde:
i: intensidad de marcacion.

Pi: porcentaje de células para cada intensidad de marcacion.

C. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con el software estadistico InfoStat version
2018e (Di Rienzo y col, 2018), para evaluar la dependencia de las moléculas analizadas con
respecto a los estadios gestacionales estudiados. Se realiz6 un ANOVA y una comparacion a
posteriori con el test LSD Fisher. Cuando los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza no se cumplian, un test a posteriori no paramétrico Kruskal Wallis fue utilizado. El
mismo método fue aplicado para analizar estadisticamente el nimero de vasos por unidad de

area y el area vascular de acuerdo al periodo gestacional evaluado.
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RESULTADOS

A. Analisis de la estructura placentaria

A.1 Estudio macroscépico

A continuacion se muestra la imagen de un tracto reproductivo, correspondiente a
una cerda gestante de + 30 dias de prefiez (Figura N° 12). En el mismo se observan los

ovarios y cuernos uterinos.

Figura N° 12: Tracto reproductivo de una cerda de + 30 dias de gestacion. Se observan embriones (E), ovarios

(0), y cuernos uterinos derecho (CUD) e izquierdo (CUI).

En la Figura N° 13 se aprecia un conceptus porcino de 29,7 cm de longitud
céfalo-caudal, coincidente con una gestacion de alrededor de 30 dias. El mismo se encuentra
contenido en el saco amniodtico y rodeado por la membrana corionalantoidea. Posee una
extensa red vascular que proporciona nutricion hemotrofica al feto a través de numerosos

vasos sanguineos, que se desarrollan desde y hacia el interior del saco amniotico.

34



Figura N° 13: Conceptus de + 30 dias de gestacion. MCA: membrana corionalantoidea; SA: saco amniotico;

LA: liquido amnidtico.

A.2 Estudio microscopico

A través del empleo de tinciones diferenciales, como hematoxilina-eosina y
tricromica de Gallego, fue posible analizar las estructuras de tejidos placentarios porcinos de
los diferentes estadios gestacionales. El protocolo que se utilizé se detalla en el punto B.1 de

Materiales y Métodos.

A.3 Estudio con tincion de hematoxilina-eosina

A continuacion, se muestra la figura N° 14 (A y B), la cual corresponde a una
placenta de 30 dias de gestacion aproximadamente, coloreada con hematoxilina-eosina.

En dicho preparado se puede observar el endometrio cargado de glandulas y vasos
sanguineos. En la imagen inferior, y con mayor aumento, se logra obtener el detalle de uno
de dichos vasos, siendo éste una arteriola, caracterizada por poseer una pared conformada
por el endotelio que contacta con el contenido (sangre), una capa media, conformado por
fibras musculares lisas, y una capa externa, adventicia, compuesta por fibras coldgenas,

elasticas y fibroblastos.
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Figura N° 14 A) y B): Corte histologico de una placenta porcina de + 30 dias de gestacion, coloreada con
hematoxilina eosina A): 100x; B): 200x. VSM: vaso sanguineo materno (vénula). TCM: tejido conectivo

materno. G: glandula.

En la Figura N° 15 se observa un corte de una placenta de 60 dias de gestacion
aproximadamente, coloreada con la tincion de hematoxilina-eosina. En dicho tejido se
pueden observar los pliegues de la membrana corionalantoidea que se interdigitan con los
pliegues uterinos, conformando las vellosidades placentarias como parte de la interfase

materno-fetal.

Figura N° 15: Corte histoldgico de una placenta porcina de + 60 dias de gestacion, coloreada con hematoxilina-

eosina (200x). IMF: interfase materno-fetal; Tr: trofoblasto; TCM: tejido conectivo materno.
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Figura N° 16 A), B) y C): Corte transversal de vellosidades en placenta de 114 dias de gestacion.
A) 100x, B) 200x y C) 400x. VSF: vaso sanguineo fetal.
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A.4 Estudio con tincién tricromica de Gallego

Figura N° 17: Imagen de tejido placentario porcino a los 60 dias de gestacion, coloreado con tincion tricromica
de Gallego. Se observa un vaso sanguineo (arteriola) a un aumento de 100x, con sus capas correspondientes:

interna (endotelio), media (muscular), y externa (adventicia).

Figura N° 18: Imagen de tejido placentario porcino a los 114 dias de gestacion, coloreado con tincion tricromica
de Gallego. Se observa un vaso sanguineo (vénula) a un aumento de 400x, con sus capas correspondientes:

interna (endotelio), media (muscular), y externa (adventicia).
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A.5 Estudio por microscopia optica de alta resolucion (MOAR)

Se utilizaron cortes semifinos para el estudio de la estructura de la placenta por
microscopia optica de alta resolucion, que permitié la visualizacion con mayor detalle de
diversas estructuras celulares placentarias.

En la Figura N° 19 se observan vasos sanguineos en un corte de 30 dias de gestacion
aproximadamente, con contenido eritrocitario abundante y bien marcado. En el epitelio
trofoblastico se observan células grandes, con marcados nucléolos. Se evidencian gran
cantidad de granulos citoplasmaticos en la cara apical de las células del epitelio uterino,

mostrando una gran actividad lisosomal.

Figura N° 19: Imagen de corte semifino de tejido placentario porcino de + 30 dias de gestacion, observado por
MOAR (1000x). IMF: interfase materno-fetal, EU: epitelio uterino; VSF: vasos sanguineos fetales; TR:
trofoblasto.
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Figura N° 20: Imagen de tejido placentario de = 60 dias de gestacion, observado por MOAR (1000x). Se

detectd un vaso sanguineo fetal, con su pared y contenido.

En la Figura N°21 A y B, se muestra un tejido placentario de = 114 dias de
gestacion. Debe tenerse en cuenta que estas muestras pertenecen a cerdas paridas, por lo que
solo se cuenta con el componente fetal.

A medida que avanza la prefiez, los vasos sanguineos fetales aumentan tanto en
tamafio como en numero, disponiéndose muy cerca del epitelio para disminuir la distancia
con los vasos sanguineos maternos. Es posible visualizar el contenido eritrocitario en el

interior de ellos.

Figura N° 21 A) y B): Cortes semifinos de tejido placentario de + 114 dias de gestacion, correspondiente al
tejido fetal, observada por MOAR (1000x). Se aprecia la proximidad de los vasos sanguineos al epitelio

trofoblastico. TR: trofoblasto; VSF: vasos sanguineos fetales.
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A.6 Determinaciéon inmunohistoquimica de CD31

Para poder visualizar con mayor detalle el endotelio de los vasos sanguineos, y
asi determinar el area y nimero vascular en el tejido placentario a través del software

AxioVision Release 4.6.3., se realiz6 la inmunomarcacion de CD31 (Figura N° 22).

Figura N° 22: Inmunomarcacion de CD31 en tejido placentario de 30 dias de gestacion, contrastado con
hematoxilina-eosina (400x). EU: epitelio uterino; TR: trofoblasto; TCF: tejido conectivo fetal; TCM: tejido
conectivo materno; VSM: vasos sanguineos maternos. Se pudieron observar vasos de diferente calibre, los mas

pequeflos son arteriolas, vénulas y capilares, y los mas grandes, venas y arterias.



Figura N° 23: Localizacion de vasos sanguineos en tejido placentario de 30 dias de gestacion, a través de
inmunomarcacion con CD31 (100x). Se aplicé el andlisis histomorfométrico realizado a través del Software

Axiovision Release 4.6.3.

Figura N° 24: Inmunomarcacion de CD31 en tejido placentario de 30 dias de gestacion, revelado con la tincion
de hematoxilina-eosina (100x). TCM: tejido conectivo materno; GL: glandulas uterinas; Tr: trofoblasto; TCF:
tejido conectivo fetal; Art: arteriola; Ven: vénula. Se puede observar como los vasos sanguineos pequefios se
disponen cerca del epitelio trofoblastico (flechas azules), e inmediatamente después del epitelio uterino (flechas

rojas).
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Figura N° 25 A) y B): Inmunomarcacion de CD31 en tejido placentario de 60 dias de gestacion (400x). TCM:
tejido conectivo materno; GL: glandula uterina. A): tincion con CD31; B): andlisis histomorfométrico del tejido

placentario

Figura N° 26 A) y B): Inmunomarcacion de CD31 (200x). A) tejido placentario de 114 dias de gestacion.

B) analisis histomorfométrico de los vasos sanguineos.

A través de la inmunomarcacion con CD31 se pudo realizar analisis morfométrico
de los vasos sanguineos de la misma forma que con las tinciones diferenciales de
hematoxilina-eosina y tricromica de Gallego, obteniendo grandes diferencias con estas

ultimas técnicas, especialmente al inicio y al final del periodo gestacional.
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El Software AxioVision Release 4.6.3 permitio hacer el conteo y medicion del area
de los vasos sanguineos. El niimero de vasos sanguineos detectados por CD31 para el
periodo temprano de 30 dias de gestacion presentd una media de 50,60 y de 17,80 para el

ultimo periodo.

Tabla II. Namero de vasos sanguineos por periodo de gestacion inmunomarcado con CD31.

N° de
vasos/periodo Media DE Min. Max.
de gestacion
Temprano 50,60 3,36 47,00 54,00
(30 dias)
Medio 17,00 9,11 8,00 29,00
(60 dias)
Tardio 17,80 5,81 11,00 27,00

(114 dias)

DE: desvio estandar.

Del area vascular determinada con CD31, la mayor media se obtuvo para el periodo
final de la gestacion, con un valor de 1397,17 um?, pero no mostrando demasiada diferencia
con los dos periodos anteriores. El valor minimo de area de vasos sanguineos también se
detecto a los 114 dias, con una medida de 73,08 umz, y el mayor valor, a los 60 dias, con

88.80 pm®. Dichos resultados se muestran en la Tabla III.

Tabla IIL Area vascular por periodo de gestacion, inmunomarcado con CD31.

Area vascular/

periodo
de gestacion Media DE Min. Max.
Temprano 1230,75 p? 3554,77u° 88,80p> 23297,71u*
(30 dias)
Medio 980,04 p* 4784,35p° 77,981 4275246
(60 dias)
Tardio 1397,17u* 4677,37u* 73,08 37461,14p°
(114 dias)

La gran utilidad que presenta la inmunomarcacion de CD31, es que permite
delimitar vasculatura mucho mas pequefia de manera mas precisa. Asi, la molécula CD31 se
convirtio en una de las herramientas mas utiles para el analisis morfométrico, ya que

comparandola con las tinciones convencionales, los desvios estandares con CD31 en la
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mayoria de los casos fueron menores, demostrando lo eficaz de la técnica para delimitar las

células endoteliales de los vasos sanguineos.

A.7 Ulex europaeus (UEA)

Los vasos sanguineos de la placenta fetal, presentaron una marcacion

endotelial negativa (0) para Ulex a los 40 dias de gestacion, pero positiva (1) a los 60 y 114

dias. Por parte del contenido de éstos, no se observd marcacion (0) en los dos primeros
periodos, pero si fue positiva a abundante (1/2) hacia el final de la prefiez.

Los vasos sanguineos de la placenta materna presentaron un endotelio marcado

positivamente (1) con esta lectina en el primer y segundo periodo estudiado. El contenido

vascular se mostro positivo a abundante (1) en el primer periodo y positivo (1) en el periodo

medio de gestacion.

Figura N° 27: Tejido placentario de + 30 dias de gestacion enfrentado con UEA (100 x).

De acuerdo al analisis estadistico, se observo un descenso en los niveles de High
Score (HS) para UEA desde el inicio hacia el final de la gestacion, encontrandose una
disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) entre el dia 30 y 114 dias de prefiez

(Figura N° 28).

45



NNNNNNNH =

Figura N° 28: Valores de HS de UEA en funcion de los dias de gestacion. Letras diferentes (A y B) muestran

diferencias estadisticamente significativas (30, 60 y 114 dias de gestacion).

A.8 Lectinhistoquimica para la determinacion del patron de glicosilacion en

vasos sanguineos
Se determino la presencia de residuos glicosilados sobre cortes de tejido placentario

provenientes de distintos estadios gestacionales, mediante fluorescencia directa, utilizando

un panel de lectinas conjugadas con FITC (Isotiocianato de Fluoresceina).
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Tabla IV. Marcacion de lectinas en el endotelio y contenido de los vasos sanguineos fetales

placentarios a lo largo de la gestacion porcina.

VASOS SANGUINEOS FETALES

ENDOTELIO |CONTENIDO

Lectina | Residuo 30 60 114130 |60 114

AIA a-Galactosa 0 1 1 0 2 1/2

Con-A | o-Manosa 1 0 0 0 0 1/2

a-Galactosa

MAA Ac. Sidlico Va 0 0 |1 2 172

PHA-E |Oligosacaridos |2 1 10 2 2

PSA a-Manosa 1 1 1 0 0 1

Tabla V. Marcacion de lectinas en el endotelio y contenido de los vasos sanguineos

maternos a lo largo de la gestacion.

VASOS SANGUINEOS MATERNOS

ENDOTELIO | CONTENIDO

Lectina | Residuo 30 60 114130 |60 |114

AIA a-Galactosa 1 1 ND|1 2 ND

Con-A |a-Manosa 1 1 ND |2 % |ND
a-Galactosa

MAA Ac. Sidlico 0/1 |2 ND |2 2 |ND

PHA-E |Oligosacaridos |2 1 ND|O 2 |ND

PSA a-Manosa 1 1 ND |1 1 ND

ND: no determinado. En los vasos sanguineos maternos no se ha considerado la ultima fase
gestacional, teniendo en cuenta que con las cerdas paridas, solo se cuenta con la parte fetal

de la placenta.
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A.8.1 AIA (Artocarpus integrifolia: reconoce a-galactosa)

Se observo que el endotelio de los vasos sanguineos de la placenta del lado fetal
present6 una fluorescencia negativa (0) a AIA a los 40 dias, pero positiva (1) alos 60y 114
dias de gestacion. En cuanto al contenido vascular, no ha presentado marcacion con esta
lectina en el primer periodo estudiado, pero si, y de manera abundante (2) en la mitad y
positiva a abundante (1/2) en el final de la gestacion.

Por parte de los vasos sanguineos de la placenta materna, el endotelio presentd
fluorescencia positiva (1) para la lectina en cuestion a los 40 y 60 dias de prefiez. El
contenido vascular presentd marcacion positiva (1) a los 40 dias y abundante (2) a los 60

dias de gestacion.

Figura N° 29: Tejido placentario de + 60 dias de gestacion enfrentado con AIA (100 x).

En lo que refiere al andlisis estadistico, a partir de los valores de HS para AIA, se
observo que hubo una tendencia al aumento hacia mitad de la gestacion, pero no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) entre los tres periodos gestacionales

estudiados. Obsérvese en la Figura N° 30.
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Figura N° 30: Valores de HS de AIA en funcion de los dias de gestacion. Letras iguales (A) demuestran que no

hay diferencias estadisticamente significativas.

A.8.2 Con-A (Concanavalin-A: reconoce o-manosa, o-glucosa)

La marcacion fluorescente con la lectina Con-A en los vasos de la placenta fetal fue
positiva (1) a los 40 dias, y negativa (0) en los dos periodos gestacionales posteriores
estudiados. El contenido vascular no mostr6 (0) fluorescencia a los 40 y 60 dias de gestacion,
mientras que si lo hizo de forma positiva a abundante (1/2) a los 114 dias.

Por el lado materno, el endotelio vascular placentario tuvo fluorescencia positiva (1)
en los dos primeros periodos de prefiez considerados. El contenido de estas estructuras
mostro fluorescencia abundante (2) a los 40 dias y positiva a abundante (1/2) a los 60 dias de

gestacion.

Figura N° 31: Tejido placentario de & 60 dias de gestacion, enfrentado con Con-A (100 x).
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Figura N° 32: Tejido placentario de + 114 dias de gestacion, enfrentado con Con-A (100 x).

En lo que respecta al analisis estadistico para Con-A, a partir de los niveles de HS
se observd un aumento en la expresion hacia mediados de la gestacion, seguido de un
descenso mas marcado hacia el periodo final. No hubo diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.05) entre el primer periodo con los demas, pero si entre el segundo y el
ultimo.
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Figura N° 33: Valores de HS de Con-A en funcién de los dias de gestacion. Letras diferentes (A y B) muestran

diferencias estadisticamente significativas.

A.8.3 MAA (Maackia amurensis: reconoce acido sialico)
La lectina MAA present6 fluorescencia de negativa a débil (0/1) en el endotelio de
los vasos sanguineos fetales a los 40 dias, y negativa (0) a los 60 y 114 dias de gestacion,

mientras que en el contenido de estas estructuras, la marcacion fue positiva (1) a los 40 dias,
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abundante (2) a los 60, y positiva a abundante (1/2) a los 114 dias de prefez.

Por el lado materno, el endotelio de los vasos placentarios marca fluorescencia
negativa a débil (0/1) a MAA en el primer estadio de gestacion estudiado y abundante (2) en
el segundo. En cuanto al contenido vascular, la marcacion se presenta abundante (2) en el

primer periodo gestacional estudiado y positivo a abundante (1/2) en el segundo.

Figura N° 34 A), B) y C): Tejidos placentarios de + 30 dias (A), £ 60 dias (B) y + 114 dias (C) de gestacion
enfrentado con MAA (100 x).

A partir del analisis estadistico de MAA, se reflejé un aumento en sus niveles de
HS desde el primer hacia el segundo estadio gestacional, marcandose una diferencia

estadisticamente significativa (p< 0.05) entre los dias 30 y 60 de gestacion.
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Figura N° 35: Valores de HS de MAA en funcién de los dias de gestacion. Letras diferentes (A y B) muestran

diferencias estadisticamente significativas.

A.8.4 PHA-E (Phaseolus vulgaris: reconoce oligosacaridos).
En los vasos fetales, la marcacion fluorescente a través de PHA-E fue abundante (2)
en el primer periodo de gestacién estudiado, positiva (1) en el segundo y positiva a
abundante (1/2) en el tercero. El contenido no se marcé a los 40 dias de prefiez, pero siy de
forma abundante 2) a los 60 y 114 dias.
Por el lado de la placenta materna, el epitelio vascular presenté marcacion abundante
(2) a los 40 y positiva (1) a los 60 dias de prefiez. El contenido vascular no tuvo marcacion

en el primer periodo (0), pero si, y de forma positiva a abundante (1/2) en el segundo.

Figura N° 36: Tejido placentario de & 60 dias de gestacion, enfrentado con PHA-E (100 x).
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Figura N° 37: Tejido placentario de + 114 dias de gestacion, enfrentado con PHA-E (200 x).

Por otro lado, la interpretacion estadistica arrojé un HS para PHA-E sin cambios a lo
largo de todo el periodo gestacional. La Figura N° 38, muestra que no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) entre los tres momentos estudiados.
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Figura N° 38: Valores de HS de PHA-E en funcion de los dias de gestacion. Letras iguales (A) no muestran

diferencias estadisticamente significativas.

A.8.5 PSA (Pisum sativum: reconoce 0-manosa)
Los vasos sanguineos de la placenta fetal, presentan marcacion por fluorescencia con
PSA positiva (1) en su endotelio en los tres estadios gestacionales presentados. El
contenido de estas estructuras se presenta sin marcacion (0) en el primer y segundo periodo,
pero con fluorescencia positiva (1) en el ultimo.
Los vasos sanguineos de la placenta materna, poseen un endotelio con marcacion
positiva (1) a los 40 y 60 dias de gestacion, mientras que el contenido vascular se presenta

positivo (1) a los 40 dias y positivo a abundante (1/2) a los 60 dias.
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Figura N° 39 A) y B): Tejidos placentarios de + 30 dias de gestacion, enfrentado con PSA (100 x).

+-

Figura N° 40: Tejido placentario de + 114 dias de gestacion, enfrentado con PSA (100 x).

En lo que respecta al analisis estadistico para PSA, su HS mostr6 que no hay
cambios a lo largo de la gestacion. No existen diferencias estadisticamente significativas

(p< 0.05) dentro de ésta.
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diferencias estadisticamente significativas.

Figura N° 41



DISCUSION

La prefiez es un proceso fisiologico delicado pero complejo que requiere de la
interrelacion precisa de muchos elementos como hormonas y factores de crecimiento, entre
la madre y los concepti (Kridli et. al., 2016). La placenta los aportara y asi regulara la
difusion de los productos del metabolismo fetal, actuando como un verdadero organo
enddcrino.

A través del estudio anatomico e histologico de la placenta porcina, y con el apoyo de
diferentes técnicas, se determinaron los cambios que ocurren en su vasculatura a lo largo de
la prefiez. En el presente trabajo se llevo a cabo el andlisis de los vasos sanguineos que se
forman y crecen de manera dinamica en la placenta, para asegurar la mantencion exitosa de
la gestacion.

En aquellos tejidos coloreados con hematoxilina/eosina se observd que las
vellosidades placentarias se disponen como verdaderas ramificaciones aumentando su
superficie de absorcion y contacto entre el componente materno y fetal. Esto se pudo
evidenciar a través de las imagenes obtenidas, coincidiendo con lo sugerido por Dantzer et.
al., (1981). Las afirmaciones de Bazer y First (1983) se lograron constatar, mostrando como
los vasos sanguineos se entremezclan con las glandulas uterinas de la placenta materna,
formando una estructura soportada por el tejido conectivo. La gran cantidad de vasos
sanguineos responden a lo propuesto por Soraci (2012), quien demostré que la irrigacion
sanguinea desde la madre debe aumentar desde la concepcion, y por ende el tamafio vascular,
para responder a las demandas de los embriones primero, y fetos mas tarde.

Se destaco la presencia de las areolas, que receptan el contenido proveniente de las
glandulas.

Segun lo propuesto por Cristofolini y col. (2017), y con la utilizacion de tinciones
tricromicas como la de Gallego, se pudo determinar que vasos de distinto calibre, como
vénulas, arteriolas y capilares, se disponen muy cercanos al epitelio trofoblastico. A través
de microscopia Optica de alta resolucion (MOAR), se observo de forma mas detallada la
estructura tisular y se constatd que en los tres periodos en estudio (30, 60 y 114 dias de
gestacion), los vasos sanguineos se forman y crecen cerca de los epitelios, teniendo como
funcion principal la entrega de nutrientes. Por MOAR se pudo observar también, hasta la
presencia de nucléolos en células del epitelio trofoblastico, en coincidencia con Fiorimanti
(2018) y confirmando lo propuesto por la misma autora, que la actividad celular aumenta
conforme transcurre la prefiez.

Coincidiendo con lo descripto por Soraci (2012) y Espinoza (2011), los procesos
angiogénicos se producen continuamente y desde bien temprana la gestacion. El estudio

morfométrico del endotelio vascular se ha realizado por inmunohistoquimica a través del
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marcador CD31. De acuerdo a lo planteado por Sobotta Welsch (2009) el endotelio se
conforma por una capa de células planas delgadas, tapizando la pared interna de los vasos
sanguineos. El endotelio fue muy bien localizado y marcado por el CD31, en comparacion
con las tinciones diferenciales previamente descriptas. Dentro de este trabajo, se ha
constatado lo propuesto por Clemente (2010) y Carr et. al., (2016), donde ademas de los
vasos sanguineos se pudieron apreciar las células constituyentes de la pared vascular al
inicio, mitad y final de gestacion y diferenciar el limite entre los vasos sanguineos y el tejido
conectivo que los rodea.

El Software AxioVision 4.6.3 proporciond informacién relevante y precisa en
cuanto al nimero de vasos sanguineos presentes en la placenta. Se establecié que existe un
aumento en la presencia de los mismos en el inicio de la prefiez, habiendo entonces, una
relacion directa entre el proceso angiogénico y la cantidad de vasos. Esto se confirma por lo
establecido por Fiorimanti (2018) quien reveld que existe un incremento en el conteo desde
el dia 30 al 60 de gestacion. En cuanto al area vascular, se determindé que las mayores
variaciones se detectan en el periodo medio de la prefiez. Coincidiendo con Merkis (2006),
indicamos que esto puede deberse a que el crecimiento placentario disminuye para permitir
el desarrollo de los fetos, y que luego se retomaria para nutrir la mayor necesidad de
nutrientes en el periodo preparto.

Las lectinas son moléculas que derivan de compuestos vegetales y poseen afinidad
por diferentes glicidos presentes en células de distintos tejidos. Dichas lectinas han servido
para determinar qué aztcar predomina en cada periodo de gestacion y qué papel cumpliria su
presencia. Para revelarlas es necesario utilizar marcadores fluorescentes como es el
isotiocianato de fluoresceina que se acopla a estas moléculas.

Ulex europaeus aglutinina 1 (UEA 1), es una lectina obtenida de la planta del mismo
nombre, que muestran tener afinidad especifica por ciertos tipos de fucosa, uniéndose a
células endoteliales humanas y animales. Se ha demostrado que UEA presenta marcacion
tanto en los endotelios fetales como en los maternos. Sin embargo, se ha utilizado
corrientemente para el estudio y comparacion de células normales y neoplasicas y no solo en
los vasos sanguineos, sino también en otros tejidos. Asi lo plantea Miettinen et. al., (1983),
afirmando que ademas es capaz de acoplarse a células epiteliales malignas y benignas,
coincidiendo con lo hallado en nuestros estudios de laboratorio, donde se encontro
marcacion para UEA también en sangre y en epitelio y contenido glandular. En concordancia
con Holthofer et. al., (1982), quien determind que UEA es de baja especificidad, es decir
puede unirse solo a L-fucosa, pero de diferentes tejidos.

Debido a que el reconocimiento de que las diferentes superficies celulares estan

glicosiladas y que los azucares juegan un rol importante a una amplia gama de mecanismos
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biologicos, se ha desarrollado un gran interés en los sacaridos de las superficies celulares
(Jones et. al., 1999).

Artocarpus integrifolia (AIA), posee afinidad por a- galactosa, azicar implicada en
procesos morfogénicos en distintos 6rganos y tejidos, incluida la placenta. Se determiné que
esta presente en cantidades altas en todos los estadios, excepto al principio de la prefiez,
coincidiendo con Sanchis (2007). La galactosa es necesaria para la sintesis placentaria a
medida que aumentan las demandas nutricionales del feto.

Concanavalin-A (Con-A), lectina con afinidad hacia a-manosa y a-galactosa, esta
presente cerca de la prefiez a término. Asi lo hemos determinado, con marcacion en vasos
sanguineos fetales en el primer periodo, pero negativizandose luego, mientras en la placenta
materna estuvo siempre presente, coincidiendo con Jones et. al. (2000, 2004).

Otra lectina con afinidad a manosa y galactosa es Pisum sativum (PSA), la hemos
podido reconocer tanto en el endotelio vascular materno como en el fetal a los 60 dias de
prefiez, en contraposicion a Sanchis (2007), quien no la detect6 en arterias y venas desde los
55 dias de gestacion en adelante. Sin embargo, estudios mas recientes de la misma autora,
confirman que el endotelio se vuelve negativo hacia el final, coincidiendo con el patron de
Jones et. al., (1999) en placentas equinas.

Maackia amurensis (MAA) mostré pobre marcacion en endotelio, pero abundante en
el contenido fetal. El acido sidlico, molécula afin a MAA, estaria involucrado en procesos de
reconocimiento celular, por lo que podria aseverarse lo planteado por Sanchis (2007), de que
disminuye una vez llevada a cabo esta tarea.

La lectina encargada de unirse a oligosacaridos fue Phaseolus vulgaris (PHA-E),
presente en toda la gestacion en cantidades abundantes, tanto para el epitelio como para el
contenido vascular. No se ha concordado con Sanchis (2007), quien no ha encontrado PHA-
E en estadios tempranos.

Finalmente, cabe destacar que a los 114 dias todas las lectinas determinadas se
encuentran en valores altos, a causa principalmente de los altos requerimientos metabdlicos

fetales en el ultimo tercio de gestacion y momentos previos al parto.
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CONCLUSION

La wvasculatura materna y fetal se modifican, tanto morfoldégica como
estructuralmente a lo largo de la gestacion, la microscopia Optica convencional y de alta
resolucion, al igual que las tinciones diferenciales utilizadas para ellas, facilitaron la

observacion de la placenta en su conjunto.

Los vasos sanguineos de diferente calibre como arteriolas, vénulas y capilares se
establecen y distribuyen de tal manera que aseguren una nutriciéon continua, proximos a la
interfase materno-fetal, aumentando su nimero desde el periodo temprano de prefiez. El area
vascular también aumenta pero hacia el periodo final de la gestacion, disminuyendo al
minimo la distancia hemotrofica y logrando un intercambio fluido en ambas direcciones. La
irrigacion sanguinea materna debe aumentar asi como el tamafio vascular, para responder a

las demandas fetales crecientes.

La inmunomarcacion con CD31 es la forma mas eficaz para identificar al endotelio
de los vasos sanguineos, logrando con éxito distinguirlos del tejido conectivo que los rodea,
medirlos y cuantificarlos.

Ulex europaeus (UEA), resulta ser también una herramienta para visualizar células
endoteliales, sin embargo UEA no marca exclusivamente paredes vasculares, sino que su
enfoque se distribuye también a otras células como las constituyentes de epitelios, glandulas

uterinas y tejido sanguineo.

La existencia de glucidos en la pared vascular ha servido para determinar sus
variaciones, demostrando con un patréon heterogéneo, como aumentan o disminuyen en
funcion de los procesos bioldgicos que acontecen en la placenta.

Las lectinas se encargan de mostrar este activo patron de glicosilacion. Altos niveles
de PHA-E durante toda la prefiez representan como los oligosacaridos y N-acetil
galactosamina son siempre necesarios. Otra lectina perteneciente al mismo grupo como AlA,
muestra que no hay demanda de galactosa desde los vasos sanguineos fetales en los inicios
de la gestacion, pero si en los maternos. A los 60 dias de gestacion, los vasos maternos
evidencian que los niveles de o-galactosa, a-manosa, a-glucosa, dacido sialico y
oligosacaridos comienzan a aumentar. Por otra parte, en los vasos fetales la abundante
expresion de estos glucidos en el periodo final refleja que previo al parto los requerimientos

fetales son mayores.
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