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RESUMEN

Se determinaron las variables morfolégicas, nimero, area de lumen y altura celular de las glandulas
endometriales de la cerda gestante en una etapa temprana de 30 dias y en una media tardia al dia 70. Se
obtuvieron muestras placentarias de 30 y 70 dias de gestacion, provenientes de frigorificos de Rio Cuarto
(Cordoba, Argentina). Parte de las placentas fueron procesadas mediante la técnica para microscopia
Optica convencional y destinados al analisis digital de la morfometria glandular. Otra parte fue procesada
por la técnica de microscopia electrénica convencional para la técnica de MOAR. Se detecté un nimero
significativamente mayor de glandulas endometriales en el dia 30 de gestacion respecto del dia 70. El
area de lumen glandular fue significativamente mayor al dia 70 respecto del dia 30 de gestacion. La altura
celular fue significativamente mayor en el dia 30 de gestacién. La técnica de MOAR permitié visualizar
con mayor detalle el epitelio glandular y diferenciar células ciliadas de secretoras. En la gestacién
temprana, el crecimiento glandular es activo, hay numerosas glandulas y moderada actividad secretora.
En la gestacion media tardia, las glandulas endometriales no aumentan en niimero, pero si en actividad
secretora acompafiando las crecientes demandas metabdlicas del feto en desarrollo.
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SUMMARY

Morphological variables, number, lumen area and cell height of the endometrial glands of the pregnant
sow were determined at an early stage of 30 days and in a late average at day 70. Placental samples of 30
and 70 days of gestation were obtained from slaughterhouses from Rio Cuarto, (Cérdoba, Argentina). Part
of the placentas were processed using the conventional optical microscopy technique and destined for digital
analysis of glandular morphometry. Another part was processed by the conventional electron microscopy
technique for the MOAR technique. A significantly higher number of endometrial glands was detected on day
30 of gestation compared to day 70. The glandular lumen area was significantly greater on day 70 compared
to day 30 of gestation. Cell height was significantly higher on day 30 of gestation. The MOAR technique
allowed visualizing the glandular epithelium in greater detail and differentiating ciliated from secretory cells.
In early gestation, glandular growth is active, with numerous glands and moderate secretory activity. In late
mid-gestation, the endometrial glands would not increase in number, but in secretory activity, accompanying
the increasing metabolic demands of the developing fetus.
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INTRODUCCION

La gestacion en cerdas dura en promedio
114 dias, dando camadas de 8 a 10 lechones
para cerdas de primera paricién y de 10 a 16
lechones en cerdas adultas?’®. En la cerda gestante,
el crecimiento placentario comienza desde el
dia 20 de gestacion, desarrollandose mediante
el contacto que se establece entre el epitelio
uterino y el trofoectodermo®!®. De esta manera,
las microvellosidades maternas y fetales se van
interdigitando paraincrementarelareade contacto
sin pérdida de la continuidad de las membranas
fetales?'. La placenta porcina se caracteriza por
ser epiteliocorial, difusa, no invasiva, plegada
y adecidua®. La eficiencia del intercambio de
nutrientes entre las circulaciones materna y fetal
afecta el desarrollo de los embriones/fetos y, por
lo tanto, influye en el tamafio de la camada, el
peso al nacer y la supervivencia postnatal'”-2%2,
El componente materno de la placenta proviene
del endometrio de la cerda gestante, su superficie
posee surcos o fosas que se entrelazan con los
numerosos y complejos pliegues del corion fetal
conformando las vellosidades placentarias*>¢. A
medida que avanza la gestacion pequeiias ondas
de crecimiento de los pliegues dan lugar a los
pliegues secundarios y terciarios, incrementando
la superficie para el intercambio metabdlico®. En
el componente fetal, el trofoblasto se continta
con el tejido mesenquimatico que presenta vasos

sanguineos de distintos tamafios que nutren
al embrién3®*. En el tejido conectivo materno,
subyacente al epitelio uterino, existen abundantes
glandulas uterinas que son encargadas de
la nutricién histiotrofa. Cuando la gestacién
avanza se distinguen macroscépicamente en
la placenta dos zonas, las areolas, discernibles
histolégicamente a partir del dia 18 de gestacién”°
y las regiones interareolares. Las areolas surgen
como prominencias proliferativas del trofoblasto
frente a las cavidades de las glandulas uterinas
y constituyen el principal sitio por donde se
realiza la nutricion histiotrofa®®. El epitelio de
revestimiento areolar es cilindrico simple, posee
largas microvellosidades, un sistema tubular
apical bien desarrollado y numerosas vesiculas
recubiertas, destacandose por su alta capacidad
de absorcion'?2. Las regiones interareolares,
consisten en una capa de epitelio endometrial
materno fuertemente adherido a una capa de
trofoblasto, donde ocurre el intercambio gaseoso
y la absorcion de sustancias hemotrofas por parte
del trofoblasto*°?°. Las glandulas endometriales
son de tipo tubular y su revestimiento epitelial
es columnar simple y consiste basicamente en
dos tipos de células, las ciliadas y las secretoras,
que asientan sobre una delgada lamina basal®.
Las secreciones glandulares forman el histotrofo,
que contiene distintos factores de crecimiento,
citoquinas, hormonas, proteinas de transporte, y
otras sustancias . Hacia el inicio de la gestacién las
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glandulas son tubulares y espiraladas con lumen
estrecho, sin embargo, desde la mitad y hasta
el final de la prefiez, se dilatan, e involucionan
rapidamente luego del parto!®. Los defectos en
el desarrollo y funcién de las glandulas uterinas
pueden ser factores causantes de pérdidas o
complicaciones en la prefiez!®'*1%15 Conocer
los cambios morfofisiol6gicos glandulares a lo
largo de la gestacion es de especial importancia,
ya que condicionan y acompafan el desarrollo
embrionario/fetal. El objetivo de este trabajo
fue determinar cambios morfélogicos (nimero,
area de lumen y altura celular) de las glandulas
endometriales que ocurren entre una etapa
temprana de gestacion (30 dias) y una media
tardia al dia 70 en la placenta porcina.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se trabajé con muestras placentarias
obtenidas de cerdas mestizas en estadios
gestacionales de + 30 (n=5) y + 70 (n=5) dias
provenientes de frigorificos y criaderos de
la zona de Rio Cuarto, destinadas a faena y
consideradas libres de enfermedad de acuerdo a
la examinacién clinica y postmortem realizada.
La edad gestacional de los embriones/fetos se
estim6 de acuerdo a la longitud céfalo-caudal de
los embriones y/o fetos obtenidos de cada cerda
gestante!!8, Los tractos reproductivos se lavaron
con solucién salina de Hank’s (SSH) (Gibco, USA)
contenido 10.000 U/ml de penicilina G sédica,
10 mg/ml de sulfato de estreptomicina y 2,5
pg/ ml de fungizona, manteniéndolos a 4 °C hasta
su procesamiento en el laboratorio. Se realizd una
palpacion para detectar la ubicacion de los embriones
o fetos y los cuernos uterinos fueron cuidadosamente
abiertos en forma longitudinal con una incisiéon por
el borde anti-mesometrial y placentario fetal. Se
extrajeron los embriones/fetos de ambos cuernos y
se procedi6 al conteo, pesaje, medicion y sexado de
los mismos. Parte del tejido placentario se proceséd
por la técnica de microscopia Optica convencional
para el analisis de la estructura tisular y para estudios
morfométricos. El resto del tejido se proceso por la
técnica de microscopia electronica convencional para
la observacion a través de la técnica de microscopia
optica de alta resolucion (MOAR).

Analisis de la estructura tisular

Técnica de histologia convencional
para microscopia optica. Las muestras de tejido
placentario fetal y materno se fijaron en formol
tamponado al 10 % por 24 a 48 h, 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 min cada uno de
los lavados). Luego se aclar6 el tejido mediante 3
pasajes por xilol, 10 min cada uno, y se impregn6 en
parafina fundida a 51 °C durante 2 a 4 h. Los tejidos
fueron cortados en un microtomo IEC Minetome en
delgadas laminas de 5 a 6 pm, las que se colocaron
en agua atemperada a 52 °C para ser recogidas sobre
portaobjetos y luego secados sobre una platina
térmica. Los cortes se colorearon con hematoxilina-
eosina para el analisis por microscopia optica de la
estructura placentaria y morfometria.

Técnica de microscopia dptica de alta
resolucién (MOAR). Las muestras placentarias
materno/fetales fueron fijadas en glutaraldehido
al 2,5 % en solucién tampdn fosfato (pH 7,2-7,4) e
incubadas durante 24 horas a 4 °C para su fijacion,
luego fueron refijadas en tetroxido de osmio al 1 %,
de 2 a 4 horas a temperatura ambiente y nuevamente
lavadas en solucién tampoén fosfato (pH 7,2-7,4). La
deshidratacion se realizé en una bateria de acetona de
concentraciones crecientes (50 %, 70 %, 90 % y 100
%) y posteriormente las muestras fueron incluidas en
EMbed 812 a 60 °C durante 24 horas. Se realizaron
cortes semifinos de + 0,25 um, fueron coloreados
con azul de toluidina, sobre platina termostatizada,
luego fueron montados sobre portaobjetos en DPX
(Merk®) y observados a través de un microscopio
optico Axiophot (Zeiss, Alemania). La adquisicion de
las imagenes se realizo mediante una camara digital
Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japdn)
adosada al microscopio Optico y el procesamiento de
las mismas a través del software AxioVision Release
4.6.3 (Zeiss, Alemania).

Analisis morfométrico

Se utilizaron los cortes histologicos
coloreados con hematoxilina/eosina. Para la
observacion de la estructura tisular placentaria
se utiliz6 un microscopio 6ptico Axiophot (Zeiss,
Alemania), mediante la cAmara Canon Powershot
G6 7.1 megapixels (Canon, Jap6n) se tomaron 10
imagenes digitales en formato TIFF, a 400 x, de

InVet Vol. 24 N2 2, 2022



FIORIMANTI, MR; CRISTOFOLINI, AL; GOMEZ, KP; BARBEITO, CG; MERKIS, CI

las muestras placentarias estudiadas por cada
dia de gestaciéon. El andlisis de las variables
morfométricas drea de lumen glandular (pm?),
numero de glandulas/area de imagen (400 x) y
altura de las células del epitelio glandular (um), fue
determinado a través de la utilizacion del Software
Axiovision Release 4.6.3 (Zeiss, Alemania).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados
con el software InfoStat, mediante un ANOVA
con un test a posteriori LSD-Fisher para evaluar
la dependencia de las variables analizadas con
respecto al estadio gestacional®.

RESULTADOS

En el andlisis de la estructura placentaria
al dia 30, se observaron las vellosidades
placentarias primarias caracteristicas del primer
tiempo de gestacion, formadas por pliegues de la
membrana corioalantoidea interdigitada con los
surcos uterinos. En el endometrio uterino, en el
dia 30 de gestacidn, se evidenciaron numerosas
glandulas uterinas dispuestas uniformemente en
el tejido conectivo (Figura 1 A). En este estudio,

en el dia 70 de gestacion, se pudo observar una
mayor complejidad en las arborizaciones que
conforman las vellosidades placentarias, sin
embargo, la cantidad de glandulas observada
en la gestacion media tardia fue menor (Figura
1 B). En el dia 30 de gestacion, sobre el total de
las imagenes analizadas, se contabilizaron 118
glandulas endometriales, mientras que en el dia 70,
92 glandulas (Tabla I). El analisis estadistico, reveld
un aumento significativo en el nimero de glandulas
endometriales en el dia 30 de gestacion respecto al
dia 70 (p<0.05) (Figura 2 A). Al evaluar el area de
lumen glandular, se observo un aumento significativo
al dia 70 respecto del dia 30 de gestacion (p<0.05)
(Figura 2 B). Por otro lado, la variable altura celular,
fue determinada por la diferencia entre el diametro
mayory el didmetro menor de las glandulas. La altura
celular fue significativamente mayor en el dia 30 de
gestacion (p<0.05) (Figura 2 C), e inversamente
proporcional al area del lumen glandular. La técnica
de MOAR permitié visualizar con mayor detalle
el epitelio glandular. Se diferenciaron dos tipos
celulares, células secretoras y células ciliadas en
los dos momentos de gestacion estudiados (Figura
3). Ademas, fue posible detectar, en ambos tiempos
de muestreo, la presencia de abundantes granulos
densos en la parte apical del citoplasma.

Figura 1. Microfotografias ilustrativas del andlisis morfométrico con el software Axiovision 4.6.3. Tejido
placentario porcino tefiido con hematoxilina-eosinade 30 A) y 70 B) dias de gestacion. GE: glandulas endometriales,
Dma: didmetro mayor, Dme: Didmetro menor, AL: 4rea de lumen glandular.
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Figura 2. Graficos que representan las variables morfométricas: A) Nimero de glandulas endometriales al dia 30
y 70 de gestacion, B) Area de lumen de las glandulas endometriales al dia 30 y 70 de gestacién, C) Altura celular
de las glandulas endometriales.

Figura 3. Tejido placentario porcino de gestacién procesado por Microscopia Optica de Alta Resolucién (MOAR):
A) Glandula endometrial de 30 dias de gestacidn, a) medicién de altura celular: 19.73 pm, b) 22.34 um; B) Glandulas
endometriales de 70 dias de gestacion, a) 18.63 pm, b) 18.63 um. Las flechas sefialan los granulos secretorios. Los
asteriscos indican la presencia de cilios, correspondientes a las células ciliadas. GE: glandula endometrial, CS:
célula secretoria, CC: célula ciliada.
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Tabla I. Analisis descriptivo de las variables morfométricas en glandulas endometriales de la placenta porcina al

dia 30y 70 de gestacion.

DISCUSION

La interdigitalizaciéon entre el epitelio
trofoblastico y el epitelio uterino observada al
dia 30 de gestacion coincide con lo reportado por
Dantzer®, en la etapa peri-implantacional, ya que
esta asociacion permite que ocurra una transicion
en la nutricién histotrofa a la hemotrofa, entre
los dias 15 a 20 de gestacion. En otras especies,
como ratones, ovejas y humanos, se ha descripto
que el desarrollo del epitelio glandular uterino
es critico posterior a la implantacién, asi como
para el desarrollo embrionario y placentario
durante el primer trimestre antes del inicio de
la circulacion feto-materna®>. En este trabajo,
hemos detectado un mayor nimero de glandulas
en la etapa temprana de gestacién y una mayor
altura celular del epitelio glandular, relacionado
a la actividad secretora de dichas células para
la nutricion histotrofa. En trabajos previos,
mediante el estudio de residuos glicosilados sobre
tejido placentario porcino, hemos detectado que
en el tejido glandular y en el histotrofo se hallan
principalmente residuos de galactosa, reconocidos
por las lectinas PHA-P y PHA-E™. Por otro lado, el
aumento del lumen glandular que hallamos hacia
el dia 70 de gestacién, podria ser explicado por el
aumento del contenido secretorio de las glandulas
endometriales, coincidiendo con Gray et al.'?, que,

a partir de la mitad de la gestacién en adelante,
describen una dilataciéon del lumen glandular
como consecuencia de la alta actividad secretora.
Otros autores describen un aumento de areolas
con el avance de la gestacion alcanzando alrededor
de 2500 areolas por feto al dia 70 de la gestacion?’.
En estudios preliminares de nuestro laboratorio,
en placentas porcinas, hemos detectado un
mayor numero de gldndulas endometriales
al dia 60 de gestacién y una disminucién
hacia el dia 80! con un mayor lumen de area
glandular, también coincidente con lo descripto
por Gray et al!’. Asimismo, también hemos
evidenciado una extensa vascularizaciéon que
acompafa el mayor crecimiento placentario y
el desarrollo fetal, evento que ocurre entre los
dias 60 y 70 de gestacion®. Estos resultados
coinciden con el aumento de peso, el tamafio
y el drea de superficie placentaria que ocurren
sustancialmente entre el dia 20 a 30 y 60 a 70
de gestacion'’. Sin embargo, a partir del dia 70
el crecimiento placentario se estabiliza, pero el
volumen del lecho capilar contintia creciendo
hastala gestacion a término debido una continua
angiogénesis que aporta nutricién hemotrofa
para satisfacer las crecientes necesidades
metabdlicas de los fetos®> 12,
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CONCLUSIONES

La remodelacién glandular a lo largo
de la gestaciéon es dindmica y coincide con los
momentos criticos del desarrollo embrionario/
fetal. A partir de este estudio concluimos que, en
la gestaciéon temprana, el desarrollo glandular
es activo, hay numerosas glandulas y moderada
actividad secretora. En la gestaciéon media tardia,
las glandulas endometriales no aumentaran
en numero, pero si en actividad secretora para
acompaiiar las crecientes demandas metabdlicas
del feto en desarrollo. Estos resultados apoyan
la hipétesis que considera la importancia que
adquiere la nutricién histotréfica en periodos
avanzados de la gestacion.
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