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RESUMEN

Las moléculas de adhesién son indispensables para el anclaje y la adhesién de los epitelios
materno y fetal en la placentacién porcina. El objetivo fue determinar la inmunolocaliza-
cién de la integrina a.5B1, la laminina y el coldgeno V, en placentas porcinas de diferentes
periodos de gestacién: 30, 60, 70 y 114 dias de gestacién (dg; n=23). Se determiné la
inmunolocalizacién de las moléculas por inmunohistoquimica. La integrina o581 fue
fuerte en el tejido conectivo del endometrio y alrededor de vasos sanguineos en placenta
materna y fetal. La laminina se identific6 en la interfase feto-materna porcina, a los 30,
60 y 114 dg de forma leve; en cambio, la intensidad de marcacién fue fuerte en estroma
endometrial, glindulas endometriales, en los vasos sanguineos y en la membrana basal de
las vellosidades a lo largo de toda la gestacién. El coldgeno V se evidencié con una fuerte
intensidad en el mesénquima de las vellosidades placentarias maternas, y alrededor de los
vasos sanguineos en placenta fetal y materna. En base a nuestros resultados, postulamos
que la integrina a.5B1, la laminina y el coldgeno tipo V, podrian cumplir un rol crucial en
el desarrollo y el mantenimiento de la arquitectura placentaria y angiogénesis.
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SUMMARY

Adhesion molecules are essential for anchoring and adhesion during swine placentation
in both the maternal and the fetal epithelia. The aim of this work was to determine the
expression of a5P1 integrin and its receptors, laminin and collagen type V, in swine pla-
centas at different gestation intervals: 30, 60, 70 and 114 days of gestation (dg; n = 23).
The expression of these molecules was determined by immunohistochemistry. Here we
found that the 581 integrin was expressed at high levels in endometrial connective tissue
and around blood vessels of the maternal and fetal placenta. Laminin was expressed in the
swine fetal-maternal interface, at 30, 60 and 114 dg in a mild manner. On the other hand,
the expression was strong in endometrial stroma, endometrial glands, blood vessels and
basal membrane of the villi throughout pregnancy. Collagen type V was strongly expres-
sed in the mesenchyme villi of the maternal placenta and around the fetal and maternal
placenta vessels.

Based on our results, we postulate that a5B1 integrin, and its receptors, could play a cru-
cial role in the development and maintenance of placental architecture and angiogenesis.
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INTRODUCCION

La placenta porcina cumple sus funciones a
través de la adhesién entre las membranas feta-
les y el endometrio, permitiendo el intercambio
fisiolégico entre el feto y la madre.

En cerdos, debido a su placentacion epite-
liocorial®, existen procesos de remodelacién en
diferentes momentos de la gestacién'’, que se
complementan con cambios en los perfiles de
citoquinas*. Estas modificaciones nos permi-
ten postular que las moléculas de adhesiéon de
la interfase feto-materna, pueden modificarse
en el transcurso de la prefiez. Dentro de estas
moléculas de adhesidn, las integrinas intervie-
nen en la adhesién célula a célula y conectan la
matriz extracelular con el citoesqueleto de la cé-
lula. A través de esta interaccién, participan en
la adhesién, la migracidn, la invasion tisular y
el control de la fisiologfa celular, transmitiendo
senales de activacién metabélica. Conforman
una familia de proteinas heterodiméricas que
son receptores transmembrana, catién-depen-
dientes, compuestas de dos subunidades: o y
pe.

Diversos estudios sobre la implantacién
embrionaria en diferentes especies mostra-
ron la participacién de las integrinas en los
acontecimientos involucrados en la implanta-
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cién!»8101216 - Se detectaron integrinas en los
sitios de fijacién durante la implantacién tem-
prana en humanos', murinos®y porcinos®'".
En la mujer, se considera a las integrinas como
probables marcadores de la receptividad uteri-
na para la implantacién del embrién, cuando
el Gtero se encuentra bajo la influencia de la
progesterona’. Hanashi ez al°, demostraron
que la subunidad de integrina B1 participa en
la fase final de la implantacién en la decidua
humana. La integrina a5B1posee un rol crucial
en la implantacién de murinos®, bovinos'® y
porcinos'®. Sin embargo, no se han hallado es-
tudios de la expresion de la integrina o531 en
la placenta porcina en los periodos posteriores
a la implantacién.

Los principales ligandos de las integrinas
incluyen un gran nimero de proteinas extra-
celulares de la matriz, como la fibronectina, la
laminina y el coldgeno tipo V'*. En el cerdo,
se ha estudiado el papel de las integrinas y de
sus ligandos de la matriz extracelular (MEC),
comparando su expresién en Utero no gestante
con una prefiez temprana a los 10-15 dias>%;
pero no se realizaron estudios en estadios mds
avanzados de la prefiez. Este trabajo tiene como
objetivo determinar la inmunolocalizacién de
la integrina a5B1, la laminina y el coldgeno
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tipo V, en placentas porcinas de diferentes pe-
riodos de gestacion.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 23 tractos reproductivos de
cerdas destinadas a faena, entre segundo y ter-
cer parto, mestizas (Landrace x Large White)
con periodos gestacionales entre los 30 y 114
dias de gestacion (dg) y 8 uteros de cerdas no
gestantes (NG). Los tractos se obtuvieron de
frigorificos de la zona de General Pico, pro-
vincia de La Pampa, Argentina (35° 45" y 63°
50" de latitud y longitud, respectivamente),
excepto 8 muestras placentarias de cerdas a tér-
mino que se tomaron en criaderos de la misma
zona, durante el parto. Todos los animales se
encontraban en buen estado de salud con plan
sanitario completo.

Los tractos reproductivos gestantes (n=23)
se obtuvieron de cerdas de 30 dg (n=7), 60 dg
(n=4), 70 dg (n=4) y 114 dg (n=8). Se determi-
né la edad gestacional de acuerdo al promedio
de la longitud céfalo-caudal de los embriones/
fetos segtin la tabla desarrollada por Marrable".
La eleccién de los dias de gestacion estudiados
estuvo en relacion a que en ellos se producen
procesos determinantes para una gestacién
exitosa. A los 30 dg comienza la osificacién y
el desarrollo del sistema inmunolégico®. En
el periodo de 60 dg se alcanza el mayor cre-
cimiento placentario y se terminan de formar
las vellosidades secundarias y terciarias de la
interfase feto-materna’. A los 70 dg las placen-
tas inician un estado de meseta en su desarro-
llo y los fetos comienzan a crecer de manera
exponencial, y ademds, se observa la mayor
remodelacién placentaria celular’. El periodo a
término (114 dg), se escogié porque indica el
fin de los mecanismos moleculares involucra-
dos en el mantenimiento de la gestacién. Los
cuernos uterinos se incidieron por la curvatura
mayor. Se recogieron muestras de placenta y
tteros no gestantes (NG); que se fijaron en for-
mol bufferado al 10%. Las placentas de 114 dg,
fueron obtenidas en el momento del parto. Las
muestras fueron procesadas para su inclusién
en parafina. Algunos cortes se colorearon con
la técnica convencional de la Hematoxilina-Eo-
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sina”® y otros fueron procesados para inmuno-
histoquimica.

Determinacién de integrinas y sus ligandos

Se determiné la inmunolocalizacién de la
integrina a5B1 y sus ligandos laminina y co-
lageno V utilizando la técnica de inmunohis-
toquimica indirecta detallada en el trabajo de
Vélez” por inmunoperoxidasa con Diamino-
bencidina como cromégeno. Para la integrina
a5B1: se utilizé un anticuerpo de ratén mono-
clonal, MAB1969 (Chemicon, USA), dilucién
1:1500. Para laminina se utilizé un anticuerpo
de conejo policlonal (ab11575; Abcam, USA),
dilucién 1:500; y para coldgeno V se utilizd
un anticuerpo de ratén monoclonal (NBP1-
05118; Novus Biologicals, USA), dilucién
1:300. A las muestras se las incubé 20 horas
a 4°C. Se utilizé como control positivo cortes
de piel de ratén. El control negativo se traté
igual que las muestras, s6lo que se reemplazd
el anticuerpo primario por PBS. Los resultados
de las técnicas inmunohistoquimicas se obser-
varon en un microscopio Axiophot (Carl Zeiss,
Alemania) montado con una cdmara Canon
PowerShot G20 (Tokio, Japén). Se tomaron
microfotografias (n=20) a 400X, de cada es-
tructura estudiada (epitelio luminal endome-
trial, trofoblasto, glindulas y tejido conectivo).
La intensidad de marcacién de las integrinas y
sus ligandos se expresé en forma semicuantita-
tiva como: (-)negativo, (+)leve, (++)moderada
y (+++)fuerte.

RESULTADOS

Integrina o531

Los resultados de la intensidad de inmu-
nomarcacién de la integrina a5p1en diferentes
periodos de gestacion se detallan en la Tabla I 'y
se pueden observar en la Figura 1.

Laminina

Los resultados de la intensidad de inmuno-
marcacién de laminina en diferentes periodos
de gestacion, se detallan en la Tabla IT y se pue-
den observar en la Figura 2.
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Tabla I: Expresion de la integrina a.5B1 sobre diferentes estructuras de la placenta materna y la placenta fetal; en ttero
no gestante y de diferentes periodos de gestacién. NG: ttero no gestante. ND: no determinado. +, ++, +++: Diferentes
grados de positividad. -: Negativo. *: Coloracién en porcién apical del trofoblasto. vs: inmunomarcacién alrededor de

vasos sanguineos.

Placenta materna

Placenta fetal

Dias
Gestacién (dg) Epitelio . Epitelio 15 id,o Trofoblasto Mesénquima
endometrial Glandular conectivo
NG - - + ND ND
30 dg + - +++ ++ -
60 dg - - —_— + 4
70 dg + - 4" - -
114 dg ND ND ND +* 47

Figura 1. Expresién de integrina 581 en la placenta porcina
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Tabla II: Expresion de laminina sobre diferentes estructuras en placenta materna y fetal; en ttero no gestante y de
diferentes periodos de gestacién. NG: Gtero no gestante. +, ++, +++: diferentes grados de positividad. -: Negativo. ND:
no determinado. vs: vasos sanguineos. mb: membrana basal.

Dias Placenta materna Placenta fetal
Gestacién (dg) Ep itelio. Epitelio 5 id.o Trofoblasto Mesénquima
endometrial Glandular conectivo
NG - - - ND ND
30 dg + - " 4 4vemb
60 dg + - +44+mb + vemb
70 dg - - ++° - -
114 dg ND ND ND ++ ++

Figura 2. Expresion de laminina en la placenta porcina

Colédgeno V

Los resultados de la intensidad de inmuno-
marcacién del coldgeno V en diferentes perio-
dos de gestacién, se detallan en la Tabla IIT y se
pueden observar en la Figura 3.

DISCUSION

Este trabajo se realizé con el fin de aportar
conocimientos acerca de la fisiologia molecu-
lar reproductiva porcina. Para que la gestacién
progrese, es necesario que se establezca una
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interaccion entre el conceptus y el endometrio,
que involucra, entre otras moléculas, a las inte-
grinas y sus ligandos, que serfan responsables
del reconocimiento y anclaje de los epitelios
materno y fetal en la interfase placentaria por-
cina?®®. En trabajos anteriores postulamos que
la integrina awvf3, participaria en el desarrollo
de la arquitectura de la interfase feto-materna
junto a su ligando, la fibronectina®?*; debido
a que hallamos estas moléculas fuertemente
inmunomarcadas en ambos epitelios luminales
en diferentes periodos de gestacion.
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Tabla III: Expresion de ColV en diferentes estructuras de placenta materna y fetal; en ttero no gestante y de diferentes perfodos de
gestacién. NG: ttero no gestante. +, ++, +++: Diferentes grados de positividad. -: Negativo. ND: no determinado.vs: vasos sanguineos.

Dias Placenta materna Placenta fetal
Gestacién (dg) Ep itelio. Epitelio Tej id,o Trofoblasto Mesénquima
endometrial Glandular conectivo
NG - - ++ ND ND
30 dg + - ++ + -
60 dg + - ++ ++ I
70 dg - - + - 4+
114 dg ND ND ND + +4%

Figura 3. Expresion de coldgeno V en la placenta porcina

Estudios realizados en porcinos durante la
prefiez temprana por Rashev ez 4/'®, demos-
traron que la expresién de a5B1 fue elevada
en trofoectodermo, superficie epitelial del en-
dometrio uterino y glindulas endometriales,
disminuyendo levemente a los 35 dias. La inte-
grina a.5B1 es un receptor promiscuo, tanto de
fibronectina y fibrinégeno como de coldgeno,
que participa en la formacién de la arquitectura
tisular, la vasculogénesis y la angiogénesis®'.
Coincidente con el estudio de Rashev ez a/'®,
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hemos hallado que la integrina a.5B1 se presen-
ta con mayor intensidad en la interfase placen-
taria, a los 30 dg; tanto en la placenta materna
como en la fetal. Sin embargo no ha sido evi-
denciada la expresién de la integrina a5p1 en
la interfase feto-materna (IFM) durante la ges-
tacién porcina en los periodos posteriores a la
implantacién. En el presente trabajo se observo
que, la integrina a5B1 disminuyd, tanto en su
intensidad de marcacién como en su extensidn,
en los epitelios que conforman la interfase, a
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partir de los 60 dg hasta el periodo a término.
Probablemente se deba a que a partir de los 70
dg la placenta cesa su crecimiento para permitir
el aumento de peso de los fetos™. Sin embargo,
esta molécula se detecté intensamente en el
tejido conectivo del endometrio y alrededor de
vasos sanguineos tanto en la placenta materna
como en la fetal, lo que indicaria su posible
participacién en la angiogénesis en estas etapas
de la placentacién.

La laminina es el principal componente
de la ldmina basal, se la ha observado en las
membranas basales de las vellosidades de pla-
centas humanas a término®. Estudios realiza-
dos en placenta humana y murina en gestacién
temprana'’, demostraron que el rol principal
de la laminina es el de adhesion de las células
epiteliales a la ldmina basal, ya que se presenta
en el estroma decidual y en la ldmina basal de
las vellosidades placentarias, en el cordén um-
bilical, en las glindulas endometriales y en los
vasos sanguineos. Cristofolini ez 2/.° observaron
neovascularizacién en gestaciones avanzadas,
que estaria relacionada con el mdximo creci-
miento placentario entre los dias 60 y 70, que
permitirfa un incremento de la superficie de
intercambio y del flujo sanguineo materno/
fetal, para sostener la gran demanda metabdlica
de este periodo gestacional®. En este estudio
determinamos la laminina en la IFM porcina, a
los 30, 60 y 114 dg de forma leve. Ademds, en
concordancia con los resultados de los autores
mencionados, se evidencié una inmunomarca-
cién fuerte en el estroma endometrial, en las
glindulas endometriales, en los vasos sangui-
neos y en la membrana basal de las vellosidades
placentarias tanto maternas como fetales a lo
largo de toda la gestacién. De este modo la
laminina participaria en la angiogénesis y en
la adhesién de las células epiteliales de las ve-
llosidades a la ldmina basal. Estudios realizados
en humanos sugieren que el coldgeno V tendria
un rol en la implantacién, migracién y mante-
nimiento de la interfase durante la gestacién, al
regular el correcto desarrollo de la matriz extra-
celular de la decidua'®. Posiblemente, cumpla
funciones similares en el porcino, debido a que
se expres6 intensamente en el mesénquima de
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las vellosidades placentarias maternas, y alrede-
dor de los vasos sanguineos en la placenta fetal
y materna. Debido a esto observamos que en la
especie porcina el coldgeno V también cumple
un rol en el mantenimiento de la MEC mater-
na durante la gestacién.

En base a nuestros resultados, la integrina
a5B1, la laminina y el coldgeno tipo V estarfan
cumpliendo un rol crucial en el desarrollo y
mantenimiento de la arquitectura placentaria
y angiogénesis.

En trabajos previos demostramos que las in-
tegrinas avf33, B1, a3 y B3 aumentan su expre-
sién a los 5 dias de gestacién en el endometrio
gestante’’. Esto supone que la remodelacién
celular necesaria para el establecimiento y con-
tinuidad de la prefiez porcina podria deberse a
la influencia de los estrégenos, ya que previa-
mente observamos que los picos de estrégenos
séricos se correlacionan con la presencia de estas
integrinas, tanto en el periodo de pre-implanta-
cién como en el de post-implantacién. Debido
a esto hallamos que la expresién de las integri-
nas estudiadas en el utero durante la gestacién
temprana porcina acompana la presencia de los
estrogenos, secretados principalmente por el
componente placentario fetal?*?.

En base a nuestros resultados, postulamos
que la integrina a5B1, la laminina y el coldge-
no tipo V, podrian cumplir un rol crucial en
el desarrollo y el mantenimiento de la arqui-
tectura placentaria y angiogénesis. Es necesario
continuar con los estudios de las moléculas de
adhesién y los ligandos que permitirian la cons-
truccion de la interfase feto-materna no invasi-
va de la especie porcina. Ya que son diversas las
moléculas que estarfan presentes, tomando un
rol fundamental de adhesién y mantenimiento
de la arquitectura placentaria, en los periodos
donde las moléculas aqui estudiadas no se en-
cuentran presentes, o su inmunomarcacion es
leve.
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