Cs Morfol 2015
Vol.17,N° 2, pp. 16-24 ISSN 1851-7862

VALORACION DE LA REMODELACION DE LAS VELLOSIDADES PLACENTARIAS
PORCINAS A TRAVES DE TUNEL Y PCNA

ASSESMENT OF PORCINE PLACENTAL VILLI REMODELLING THROUGH TUNEL AND PCNA

Eva Gabriela SANCHIS"Y; Silvina Lorena GONZALEZ'; Mariana Rita FIORIMANTI"; Andrea Lorena CRISTOFOLINI ’;
Claudio Gustavo BARBEITO™; Cecilia Inés MERKIS'

1. Area de Microscopia Electrénica. Departamento de Patologia Animal, Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad Nacional de Rio
Cuarto. 2. Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET). 3. Catedra de Histologia y Embriologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata.

RESUMEN.

El mantenimiento de la integridad estructural y funcional del tejido placentario involucra un recambio celular altamente regulado que depende
de un delicado balance entre proliferacién, diferenciacién y pérdida celular. Nuestro objetivo fue determinar el porcentaje de células positivas al
marcador de proliferacion celular (%PCNA), y el indice apoptético (IAp), a lo largo de la prefiez, para evaluar la relacion entre los procesos de
proliferacion y muerte celular. Se trabajé con muestras placentarias de cerdas mestizas de +30, 60, 80 y £90 dias de gestacion, provenientes de
frigorificos de Rio Cuarto, Argentina. Se obtuvo mediante inmunohistoquimica el %PCNA positivo. Se determiné el indice IAp a partir de la
deteccion in situ de apoptosis a través del ensayo TUNEL. Se observé una sostenida actividad proliferativa desde la gestacion temprana hasta la
gestacion avanzada del dia +90; luego se detecté6 una marcada disminuciéon. Los niveles de apoptosis experimentaron un incremento
significativo al dia +90 de prefiez. Durante la remodelacién placentaria porcina, las células eliminadas por apoptosis son reemplazadas a través
de un activo proceso de proliferacion celular. La sincronizacién de ambos procesos favoreceria el desarrollo y remodelacién de las vellosidades
placentarias y, en consecuencia, el intercambio nutricional.
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ABSTRACT.

The maintenance of functional and structural integrity of placental tissues involves a highly regulated cell replacement that depends on a delicate
balance among cell proliferation, differentiation and cell loss. Our objective was to determine the percentage of positive cells to the proliferating
cell nuclear antigen (%PCNA), and the apoptotic index (IAp) throughout pregnancy to evaluate the relation between cell proliferation and
apoptosis. Placental samples from crossbred swines from +30, £60, +80 and +90 days of gestation were used. The %PCNA was obtained by
immunohistochemistry. IAp was obtained by apoptosis in situ detection using a commercial TUNEL assay. A maintained proliferating activity
was observed from early to late gestation, day +90; a marked dimminution of PCNA was then detected. Apoptosis levels showed a notorious
increase at day +90 of gestation. During porcine placental remodeling, the apoptosis eliminated cells were replaced by an active cell proliferation
process. The synchronization of both processes would favor the development and remodeling of placental villi and, consequently, the exchange
of nutrients.
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INTRODUCCION

Enporcinos, las elevadas tasas de pérdidas embrio-
narias y fetales han llevado a enfocar la atencién en los
mecanismos involucrados en el mantenimiento de la
prefiez (1). El mantenimiento de la integridad estruc-
tural y funcional del tejido placentario involucra un
recambio celular altamente regulado que depende de
un delicado balance entre proliferacién, diferenciacion
y pérdida celular (2). De tal manera, alteraciones en la
regulacion de la proliferacion celular y la apoptosis
pueden, directa o indirectamente, llevar al retardo del
crecimiento fetal o ala pérdida dela prefez (3).

El desarrollo placentario depende de la progresion
del ciclo celular, el cual involucra la participaciéon de
proteinas tales como el antigeno nuclear de prolifera-
cién celular (PCNA) y la proteina Ki67 (4-7). PCNA fue
por muchos afios considerado solo un marcador de pro-
liferacion. Sin embargo, se ha demostrado que posee un
rango mas amplio de accién, ya que se une a una varie-
dad de factores requeridos para la progresion del ciclo
celular, replicacién y reparacion del ADN (8). Se trata de
una proteina auxiliar de la ADN polimerasa 6, enzima
necesaria para la sintesis de ADN, para cuyo fin PCNA
estd organizado como un anillo que envuelve al ADN y
acttia como un cepo corredizo parala enzima ADN poli-
merasa que impide la separacién entre dicha enzima y
la molécula de ADN (9). Su maxima expresion se
encuentra en las fases G1 tardia y S del ciclo celular (10).

La apoptosis es un tipo de muerte celular progra-
mada, que posee un rol preponderante en el desarrollo
embrionario, el mantenimiento de la homeostasis tisu-
lar y la eliminacién de células con severos dafios en el
ADN, asicomo en la morfogénesis, la renovacion tisular
y la regulacién del sistema inmune, permitiendo la eli-

minaciéon de las células indeseables por parte del

organismo (11). Se trata de un proceso biolégico funda-
mental que sucede bajo una gran variedad de situacio-
nes fisiolégicas y patolégicas que, conjuntamente con la
mitosis, controla el nimero de células de un tejido dado
(12, 13). Numerosos autores han sefialado que la muerte
celular programada desempena un papel relevante en el
desarrollo embrionario y placentario en la mayoria de
los mamiferos (13-21). En porcinos, estudios previos
realizados por nuestro equipo de investigacion han
intentado caracterizar el proceso apoptotico durante la
placentacion (22-29). Como resultado, se ha establecido
que durante la prefiez en porcinos la remodelacion celu-
lar placentaria es mediada por la via extrinseca, a través
del receptor de membrana FAS y otros miembros de la
superfamilia TNF-R1 y que dicho proceso seria respon-
sable de favorecer el parto en cerdas de gestacion a tér-
mino (26). Sinembargo, resta dilucidar surelacion conla
proliferacion celular en las principales estructuras tisu-
lares involucradas en el intercambio nutricional, como
son las vellosidades placentarias.

Dado que la produccién porcina se ve gravemente
afectada por las elevadas pérdidas embrionarias y feta-
les durante la gestacion (30) y que la placenta juega un
rol fundamental en el crecimiento fetal, resulta impor-
tante comprender los mecanismos del desarrollo pla-
centario ligados a la proliferacion celular y la apoptosis.
La hipétesis es que alteraciones en los niveles de apop-
tosis y proliferacion celular enlas vellosidades placenta-
rias porcinas afectaria la remodelacion tisular indispen-
sable para el normal desarrollo de la gestacion, provo-
cando pérdidas fetales y afectando la productividad. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la expre-
sion del marcador de proliferacion PCNA y del indice
apoptético (IAp) en las vellosidades placentarias porci-

nasalolargo dela prefez.
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MATERIALES Y METODOS

Animalesy tejidos

Se procesaron 20 tractos reproductivos de diferen-
tes periodos gestacionales. Se trabajé con muestras
placentarias obtenidas de cerdas mestizas gestantes,
destinadas a faena y libres de enfermedad, prove-
nientes de frigorificos y criaderos de la zona de Rio
Cuarto, Argentina (33,11°S; 64,3° O).

Se determino la edad gestacional de los fetos extrai-
dos de cada cerda gestante en funcién de la longitud
céfalo-caudal de los mismos (31). De acuerdo a ello, se
obtuvieron placentas de %30, 60, +80 y £90 dias de
prefez. A través de la técnica histolégica convencional
se obtuvieron cortes de tejido placentario de 4 pm. Los
mismos fueron desparafinados y rehidratados a través
de sucesivos pasajes en xilol 100%, etanol de graduacién
decreciente (100%, 90%, 80%, 70%), agua destilada y
PBS. Los cortes asi obtenidos fueron empleados para la

realizacion de las diferentes técnicas.

Técnicainmunohistoquimica

Para la determinacién de PCNA se utilizaron
anticuerpos especificos, siguiendo el protocolo previa-
mente descripto para técnicas inmunohistoquimicas
(32). Los cortes de tejido placentario obtenidos a través
de la técnica histolégica convencional, desparafinadosy
rehidratados fueron tratados con 3% (v/v) de peréxido
de hidrégeno por 5 min. y lavados con solucién salina
tamponada (PBS pH 7,2). Luego fueron incubados con
el anticuerpo primario (anti-PCNA dilucién 1/100, clon
PC10, Dako Cytomation, Dinamarca) durante 1 h a
temperatura ambiente en camara himeda. Posterior-
mente, fueron lavados con PBS (2 lavados de 10 min.
cada uno) e incubados durante 20 min. con un pool de

anticuerpos secundarios biotinilados (anticuerpos anti-

IgG de ratén, anti-IgG de cabra y anti-IgG de conejo)
(LSAB®+Systems HRP; Dako Cytomation, USA).
Fueron lavados con PBS (2 lavados de 10 min. cada uno)
y tratados con el complejo streptavidina-peroxidasa por
20 min. (LSAB®+Systems HRP; Dako Cytomation,
USA). Luego del periodo de incubacién, fueron lavados
con PBS (2lavados de 10 min. cada uno) y tratados con la
solucién cromégena, diaminobencidina (DAB; Liquid
DAB+Substrate Chromogen System; Dako Cytomation,
Dinamarca) durante 15 min. Posteriormente, fueron
contrastados con hematoxilina de Mayer por 50 seg.,
lavados con soluciéon de hidréoxido de amonio al 0,08 %
por 30 seg., deshidratados a través de sucesivos pasajes
en alcoholes de graduacion creciente (etanol 70%, etanol
80%, etanol 90%, etanol 100%, xilol 100%) y montados
con Entellan (Merck, Alemania), para ser observados en
un microscopio 6ptico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania).
Simultdneamente, se procesaron controles positivos y
negativos. Como control positivo se empled ovario de
rata, donde los 6vulos arrestados en meiosis marcan
tanto en ndcleo como en citoplasma. El control negativo
consistié en la omisiéon del anticuerpo primario y su
reemplazo por PBS. La adquisicién de imagenes se rea-
liz6 mediante una camara digital Powershot G6, 7.1
megapixels (Canon INC, Jap6n) adosada al microscopio
Optico. Se determind el porcentaje de marcaciéon con
PCNA , para ello, se contaron los nidcleos PCNA
positivos y los nucleos totales en diez campos por

periodo gestacional a 1000X (n=40).

Deteccion de apoptosis “in situ”

Para la deteccién in situ de apoptosis en muestras
placentarias porcinas a través del ensayo TUNEL (TdT-
mediated-dUtp Nick End Labeling) se utilizé el kit
comercial ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis
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(Chemicon International, USA) y el protocolo descripto
por Cristofolini et al. (28). Los cortes desparafinados y
rehidratados se incubaron con proteinasa K (20 g/ml)
durante 15 min. a temperatura ambiente y se lavaron 2
veces con agua deionizada (2 min. cada uno). Poste-
riormente, se trataron con peréxido de hidrégeno al 3 %
durante 5 min. y se lavaron 2 veces con agua deionizada
(b min. cada uno). Luego se agregd sobre los cortes
histolégicos el buffer de equilibrio durante 15 min.; se
elimino el exceso y los preparados se incubaron con la
enzima ADN-transferasa desoxinucleotidil terminal
(TdT) a37°C durante 1 h, en cdmara htimeda. Se detuvo
la reaccién con el agregado de solucién stop por 10 min.
y posteriormente se lavaron durante 3 min. con PBS.
Luego fueron incubados con el conjugado anti-
digoxigenin-peroxidasa durante 1 h a temperatura
ambiente, en cdmara humeda. Posteriormente, se
lavaron 4 veces con PBS (2 min cada uno) e incubaron
con la solucién cromégena DAB durante 10 min. A
continuacion, se contrastaron con hematoxilina de
Mayer, se deshidrataron con bateria de alcoholes de
concentracion creciente y se montaron en Entellan
(Merck, Alemania). Simultdneamente, se procesaron
controles positivos y negativos. Se emple6 el control
positivo provisto por el kit, consistente en glandula
mamaria normal de ratén. El control negativo consistié
en la omision de laenzima TdT, reemplazado por buffer
de equilibrio. Los cortes fueron observados con un
microscopio 6ptico Axiophot (Carl Zeiss, Alemania) y
la adquisiciéon de las imégenes se realizé con una
camara digital Canon Powershot G6, 7.1 megapixels
(Canon INC, Japén) adosada al microscopio y el
procesamiento de las mismas a través del software

AxioVision AxioVs40V 4.6.3.0 (Carl Zeiss, Alemania).

A través del ensayo TUNEL se determiné la
presencia de células TUNEL positivas con ADN frag-
mentado (ntcleos amarronados) y de células viables
(ntcleos contrastados en azul), presentes en las mues-
tras placentarias de los periodos gestacionales seleccio-
nados. Se contaron células TUNEL positivas y células
totales en veinte campos por periodo gestacional (n=80)

a1000X y se determind el indice apoptético.

IAp=células TUNEL positivas/ células totales x 100

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sujetos a un andlisis
estadistico usando el software InfoStat (33) de acuerdo a
un disefio completamente al azar, con el fin de detectar
efecto del periodo gestacional sobre la variable respues-
ta (% PCNA oIAp). Los datos fueron analizados a través
de un ANOVA de una via. En aquellos casos en que se
detectaron diferencias entre los dias de gestacion, las
medias fueron comparadas por la menor diferencia
significativa a un p<0,05 a través de un test de Tukey.
Cuando un test paramétrico no pudo ser realizado por
no cumplirse los supuestos de normalidad y homoge-
neidad de varianza, se emple6 un test no paramétrico

por rangos, el test de Kruskal Wallis.

RESULTADOS
Se observaron células epiteliales uterinas y trofo-
blasticas de las vellosidades placentarias marcadas con
PCNA (Fig. 1). Las células marcadas con el antigeno de
proliferacion celular se hallaban en un activo proceso
proliferativo, necesario para el desarrollo de las vellosi-
dades conelavance dela prefiez.

Los %PCNA detectados en los tejidos que con-
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Figura 1. Inmunolocalizacion de PCNA en las vellosidades placentarias porcinas. Las células en estado proliferativo son
positivasa PCNA (nticleos marrones). a) 30 dias; b) 60 dias; c) 80 dias; d) 90 dias. 1000X.
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Figura 2. Variacion del %PCNA en las vellosidades
placentarias porcinas durante la prefiez. Las barras
representan las medias de %PCNA + SD. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05).

forman las vellosidades placentarias de la region de la
interfase feto-materna porcina hasta el dia +80 de prefiez
no evidenciaron diferencias significativas con respecto a
los dias 30y 60 de gestacién. Luego de ese estadio se ob-
servé un abrupto descenso en el %PCNA al dia +90 de
gestacion, tal como se observa enlaFig. 2 (n=0).

En cuanto a la deteccién de células con fragmenta-
cién del ADN, se observaron numerosas células TUNEL
positivas entre las células viables (Fig. 3), indicando una
activa remodelacion celular por apoptosis en las

vellosidades placentarias.
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Figura 3: Determinacion de células apoptoticas a través del ensayo TUNEL en las vellosidades placentarias porcinas. En las

imagenes se observan células en estado de apoptosis, TUNEL positivas (nticleos marrones), rodeadas de células viables

(ntcleos azules). a) 30 dias; b) 60 dias; c) 80 dias; d) 90 dias. 1000X.
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Figura 4: Variacion del indice IAp en las vellosidades pla-
centarias porcinas durante la prefiez. Las barras representan
las medias del IAp + SD. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).

El andlisis estadistico de los recuentos de células
viables y TUNEL positivas, evidenci6 que los IAp varia-
ron significativamente a lo largo de los periodos anali-
zados. De acuerdo a los resultados obtenidos a partir del
ensayo TUNEL, una notable reduccién en el indice IAp
se detectd en las vellosidades placentarias del dia +60 de
prefiez (u1=11,90). A partir de ese periodo hubo un incre-
mento de la apoptosis en las mencionadas estructuras,
detectandose el maximo valor IAp al dia +90 de gesta-

ciéon (u=73,97; Fig. 4).
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DISCUSION

Durante la gestacion, los tejidos placentarios experi-
mentan un marcado desarrollo y continua remodela-
cién en pos de una adaptacion tendiente a brindar
sostén y nutricion a los embriones y fetos en crecimien-
to. Es en esta etapa en que los fenémenos de
proliferacién celular y apoptosis juegan unrol esencial.

Dado que el desarrollo placentario depende de la
progresion del ciclo celular, resulta necesario evaluar la
expresion dela proteina PCNA alolargo de la gestacion
porcina. En el presente trabajo se observé una constante
proliferacién celular de las vellosidades placentarias
desde la gestacién temprana hasta el dia +80 de prefiez.
Esto podria ser responsable del incremento en el area de
las vellosidades coriénicas descripto en cerdas por
Merkis et al. (1), con el objetivo de aumentar la superfi-
cie de intercambio entre los componentes fetales y
maternos. La proliferacién celular en el trofoblasto de
prefieces tempranas también ha sido informada en pla-
centas humanas de gestaciones normales (4, 8). En la
gestacion avanzada de £90 dias se detect6 una caida
abrupta en los %PCNA. Esto permitiria suponer que
existe una reducida proliferacioén celular en las vellosi-
dades placentarias hacia el término de la gestacion, tal
como ha sido descripto en placentas de rata (6, 7) y en
placentas humanas (4, 5). Los presentes resultados con-
cuerdan con los obtenidos previamente con el marca-
dor Ki67, el cual mostré un patrén de expresion similar
en las vellosidades placentarias porcinas (29). Los valo-
res hallados con Ki67 fueron inferiores a los detectados
con PCNA. Esto podria deberse a que la proteina PCNA
no es exclusiva del ciclo celular, sino que también parti-
cipa en los mecanismos de replicacion y reparacion del
ADN en combinacién con la enzima ADN polimerasa 6

(7). Sin embargo, aunque superior a PCNA como mar-

cador de proliferaciéon, Ki67 posee reconocidas limita-
ciones y su funcién exacta es desconocida (5).

La muerte celular programada constituye un factor
esencial en el desarrollo placentario (26). El elevado in-
dice apoptético hallado en el presente estudio en las ve-
llosidades placentarias de la gestacién temprana seria
indicativo de una mayor remodelacién tisular por el
rapido aumento en masa fetal que acontece en cerdos
hasta el dia 55 de prefiez (1). Cristofolini ef al. (28) han
postulado que la apoptosis en la gestacién temprana
seria responsable de la remodelacién de la interfase pla-
centaria que favoreceria el contacto materno-fetal. Este
periodo de rapido crecimiento embrionario constituye
uno de los momentos criticos de la gestacién porcina por
los elevados indices de muerte embrionaria (30). A
partir del dia £60, en que se observan los menores indi-
ces IAp, existe un aumento en la muerte celular progra-
mada por apoptosis, alcanzandose el maximo indice
apoptoético al dia +90 de prefiez. Esto estaria relacionado
con la remodelacion tisular que acompana a la gesta-
cién, necesaria para acondicionar los tejidos placenta-
rios al progresivo aumento en masa fetal. Esto incluiria
la transformacion de las vellosidades secundarias en ve-
llosidades terciarias indispensables para la optimiza-
cién del intercambio nutricio entre madre y fetos. Ha
sido demostrado, en humanos, que la apoptosis
aumenta a medida que avanza la gestacion, sugiriendo
un rol importante en la diferenciacién y degeneracion
de las vellosidades trofoblasticas (17, 18). Resultados
similares han sido descriptos en cerdos (22-28).

Por otra parte, se ha informado que el aumento de a-
poptosis en el tejido placentario es el resultado de meca-
nismos compensatorios debido a un transporte defec-
tuoso de nutrientes o de gases (12). El crecimiento fetal

en detrimento del crecimiento placentario disminuye la
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libre difusibilidad de oxigeno, fenémeno que constitu-
yeun fuerte estimulante dela apoptosis en diversos teji-
dos, incluso en la placenta humana (14, 15). La placenta
reacciona al estrés hipéxico aumentando el niimero de
células apoptéticas (15). Otro de los factores propicia-
dores de la apoptosis podria estar relacionado con la
menor expresion de Bcl-2, conocido gen antiapoptoético.
Cristofolini (25) detecté una inmunomarcacion negati-
va de la proteina Bcl-2 en las vellosidades placentarias
porcinas a lo largo de la prefiez. El incremento en la a-
poptosis enla gestacion préxima al término ha sido pre-
viamente documentado por otros autores (17, 18, 27).
En este estadio, la apoptosis podria estar participando
de laremodelacién celular placentaria que contribuye a
la separacion de las membranas maternas y fetales
durante al parto, como ha sido informado en cerdos (19,
25), asi también en bovinos (16) y en humanos (20).
Diversos autores han sefialado que existe una

relacién inversa entre proliferacion celular y apoptosis

(16, 21). Esto fue puesto de manifiesto en los resultados
hallados en las placentas de £90 dias. En este periodo se
observé una relacién inversa entre el patrén de marca-
cién de PCNA y el indice apoptético IAp.

Existe numerosa bibliografia sobre el fenémeno de
apoptosis en la progresién normal de la gestaciéon. Sin
embargo, no se han encontrado reportes acerca del rol
de la proliferacién celular en dicho estado fisiol6gico en
cerdas. A lo largo de la prefiez, las células placentarias
eliminadas por apoptosis son reemplazadas a través de
un activo proceso proliferativo. Ambos fenémenos re-
sultan necesarios para el desarrollo y remodelacién de
las principales estructuras involucradas en el

intercambio materno-fetal, las vellosidades.
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