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RESUMEN

Se estudié la expresion de integrinas y sus ligandos en placentas porcinas de diferentes
periodos gestacionales y su relacion con el sistema inmunoldgico. La expresion de integrinas
(avPB3, a5B1) y sus ligandos (fibronectina, coldgeno V, laminina) se realizd por
inmunohistoquimica y la determinacion de interleuquinas (IL-1B, IL2, IL4, IL10) mediante
ELISA. Los epitelios de la interfase feto-materna expresaron fuerte integrina avp3 y
fibronectina a los 30 y 60 dg, disminuyendo significativamente a los 70 y 114 dg. La a5p1, la
laminina y el colageno V demostraron el mismo patrén de expresion en la interfase, pero mas
levemente. La inmunomarcacion endometrial y trofobléstica, abarcé mayor area a los 30 y 60
dg. La IL-1B, IL-2 e IL-4 demostraron un patrén similar de concentracion en la interfase
placentaria y suero; se elevaron en tejido a los 30 y 60-70 dg, disminuyendo
significativamente a término; periodo en aumentaron significativamente en suero. A los 60-70
dg estas citoquinas serian necesarias en la interfase, para favorecer los mecanismos
moleculares y celulares que permiten la remodelacion placentaria. La presencia de la IL-18 a
los 60 dg se relaciona con la expresion de la integrina avB3 y su ligando fibronectina;

mientras que a los 70 dg, tanto la IL-1B como la IL-2 y la IL-4 participarian en los
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mecanismos moleculares que permiten la apoptosis para lograr el remodelaje placentario que
permitira el crecimiento exponencial de los fetos. Las concentraciones tisulares placentarias
de IL-10 durante la gestacion fueron basales; sin embargo, en suero aumento a los 60 y 114
dg. Se sugiere que las IL-1B, IL-2 e IL-4 se hallan presentes en suero a término, a fin de
facilitar la expulsion de las placentas durante el parto, mientras que la presencia sistémica de

la IL-10 permitiria la regulacion de la respuesta inmune durante la gestacion porcina.
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TITLE Integrins and its regulation by the immune system during the
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SUMMARY

The expression of integrins and their ligands in porcine placentas of different gestational
periods and their relationship to the immune system was studied. The expression of integrins
(avB3, a5PB1) and its ligands (fibronectin, collagen V, laminin) was performed by
immunohistochemistry and the determination of interleukins (IL-1p8, IL2, IL4, IL10) by
ELISA. Epithelia of the fetal-maternal interface expressed strong integrin avp3 and
fibronectin at 30 and 60 dg, significantly decreasing at 70 and 114 dg. o581, laminin and
collagen V demonstrated the same expression pattern at the interface, but more slightly. The
endometrial and trophoblastic immunostaining comprised a larger area at 30 and 60 dg. IL-
1B, IL-2 and IL-4 demonstrated a similar pattern of concentration at the placental and serum
interface; they were elevated in tissue at 30 and 60-70 dg, significantly decreasing at term;
period that significantly increased in serum. At 60-70 dg these cytokines would be necessary
at the interface, to favor the molecular and cellular mechanisms that allow placental
remodeling. The presence of IL-1p at 60 dg is related to the expression of the integrin avp3
and its ligand fibronectin; while at 70 dg, both IL-1 and IL-2 and IL-4 would participate in

the molecular mechanisms that allow apoptosis to achieve placental remodeling that will
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allow the exponential growth of fetuses. The placental tissue concentrations of IL-10 during
gestation were basal; however, serum increased to 60 and 114 dg. It is suggested that IL-1p,
IL-2 and IL-4 are present in serum at term, in order to facilitate the expulsion of the
placentas during delivery, whereas the systemic presence of IL-10 would allow the

regulation of the immune response during swine gestation.
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INTRODUCCION

Produccion porcina

A nivel mundial, la porcicultura es la principal actividad pecuaria y fuente de proteina animal,
representa el 42% de la produccion total de carne (Alonso Pesado y Rodriguez de Jesus,
2016). El cerdo (Sus scrofa domestica) es una especie de alto valor productivo, ya que es
altamente prolifico y eficiente en la conversion de alimento a carne, estas caracteristicas
hacen que esta especie sea la mas producida a nivel mundial, llegando a comercializarse en el
afio 2015, 110.4 millones de toneladas, segiin Miazzo y Pisani Claro (2015). China y la UE
son los principales productores y consumidores, con mas del 70% de la produccion total de
carne porcina. A su vez, son los paises con mayor importacion de carne porcina; esto genera
que en otros paises se impulse la actividad de exportacion y como consecuencia, de su
crecimiento productivo, econdomico y el desarrollo de tecnologias. Como resultado de esta
situacion, en Latinoamérica en el afio 2016, Brasil increment6 un 30% sus exportaciones en
carne porcina, un proceso similar se observo también Argentina, Colombia y México.

Esta creciente demanda de carne porcina a nivel mundial impulsé a que las empresas
genéticas desarrollen lineas porcinas mas eficientes en produccion, logrando como resultado
animales con mejor sabor en sus carnes, resistentes a ciertas enfermedades, hembras que
producen lechones con alta tasa de crecimiento y hembras que poseen mejor tasa de paricion
(Trolliet, 2005; Edwards y col., 2012).

La Argentina produce un 0,38% de la carne porcina a nivel mundial (Miazzo y Pisani Claro,
2015). La produccion y el consumo de cerdo estan creciendo en Argentina, con un incremento
de la produccién a un ritmo del 5% anual desde hace 15 afios, segliin datos del INTA Marcos

Juarez. La faena de porcinos en 2016 llego a los 5,9 millones de animales, lo que representa
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un crecimiento de casi un 50% en una década, ya que en el 2006 se enviaron a faena
aproximadamente 3 millones de cabezas (Informe carne porcina, 2006). En el afio 2016 el
consumo alcanzé los 12,5 kg/hab (Busellini, 2016).

Debido a la demanda nutricional en la actividad porcina de maiz y soja, el “stock™ porcino y
la faena de cerdos estan concentrados en un 63% y 90%, respectivamente, en las provincias
con mayor desarrollo agrario: Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe, segin estudios realizados
por Busellini (2016) utilizando las bases de datos de SENASA e INTA. El porcentaje restante
lo encabezan las provincias de Entre Rios, Formosa, Chaco, Salta, San Luis y La Pampa.
Argentina posee un enorme potencial para ser un pais exportador de carne porcina, se destaca
el bajo costo de provision de alimentos, ya que nuestro pais es un gran productor de granos y
¢éstos representan mas del 60% del costo final del cerdo. Ademads, se encuentra libre de
enfermedades tales como fiebre aftosa y peste porcina clasica; y posee abundantes fuentes de
agua dulce (Cohan, 2008). Por otro lado, cuenta con centros de alta tecnologia y recursos
humanos capacitados.

En la produccion porcina, el manejo reproductivo es fundamental para lograr indices 6ptimos
y una mayor eficiencia en cada productor. Para ello es necesario mejorar la eficacia
reproductiva, ya que uno de los pardmetros que afecta a la eficiencia es el nimero de
capones/cerda/afo.

El principal factor para generar un nivel mayor de produccion es el tamafio de la camada
(Edwards y col., 2012; Kridli y col.,, 2016). En Estados Unidos, el nimero promedio de
lechones producidos por cerda por afio en 2010 fue de 23,6 (Knauer, 2013); cifra que en
Argentina se reduce considerablemente (16 a 18 capones/cerda/afio) (Brunori, 2013). El
numero de lechones vivos nacidos por gestacion en la especie porcina se ve afectado

directamente por la tasa de ovulacion, la tasa de fertilizaciéon y la supervivencia del
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embrion/feto. Con respecto al numero de ovulaciones, segin estudios de Town y col. (2005),
las cerdas ovulan entre 20 y 25 6vulos por ciclo estral, con tasas de fertilizacion cercanas al
95%, el nimero de embriones tempranos podria ser, en promedio, de alrededor 21.3. Sin
embargo, en el momento del parto, el tamafio de la camada se reduce a tan solo 10 a 13
lechones por cerda (Town y col., 2005; Geisert y Schmitt, 2002). Gran parte de esta
disminucién de lechones nacidos vivos se atribuye a la pérdida espontanea del embridn/feto
(Pope, 1994). Se han documentado dos grandes oleadas de pérdidas embrionarias o fetales
espontaneas en los cerdos: la primera (aproximadamente un 30%), ocurre alrededor de la
implantacion, entre los dias 10 y 30 de gestacion (Stroband y Van der Lende, 1990; Geisert y
Schmitt, 2002; Ross y col., 2009). Durante este periodo, cuando los embriones se adhieren al
endometrio receptivo, las variaciones en el crecimiento embrionario y la tasa de elongacion de
los concepti alteran el ambiente uterino, lo que conduce a una menor capacidad de
supervivencia de los embriones menos desarrollados (Anderson, 1978; Pope, 1994; Wu y col.,
1987; Wilson y col.,, 1999; Hafez y Hafez, 2003). La segunda ola representa un 10-15%
adicional de pérdida, y ocurre alrededor de la gestacion media, aproximadamente a los 50-70
dias de prefiez (Vonnahme y col., 2002; Vallet y col., 2011). Durante este periodo, el aumento
del crecimiento fetal puede llevar a que algunos sitios de implantacion excedan su espacio
uterino y los fetos no puedan continuar con su desarrollo (Pope, 1994; Wu y col., 1987,
Wilson y col., 1999). En Argentina, estd documentado que la pérdida embrionaria llega hasta
un 50-52% (Bosch y col., 2001).

Estudios realizados con el objetivo de incrementar la tasa de ovulacion, la seleccion de
madres por mayor tamafo uterino y de trabajar con semen de calidad 6ptima que garantice
altas tasas de fecundacion, no lograron generar estrategias que permitan reducir la incidencia

de muerte embrionaria/fetal; por lo que las causas atn siguen siendo desconocidas. Lograr un
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conocimiento de la fisiologia de la interfase placentaria en distintas etapas de la gestacion
porcina y su posible relacion con el sistema inmunoldgico, ampliara los conocimientos en este
campo y nos dara mayores herramientas para poder trabajar y plantear estrategias alternativas
para poder disminuir la tasa de pérdida embrionaria/fetal y asi poder aumentar la eficiencia en

la produccion nacional.
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Hembra Porcina

Ciclo estral

La hembra porcina es poliéstrica continua, porque su ciclo estral se repetird hasta que ocurra
una gestacion o una disfuncion endocrina. Una hembra porcina sana serd reproductivamente
madura e iniciard su primer ciclo estral aproximadamente a los 6 meses de edad. También,
factores tales como el nivel nutricional, el ambiente social, el peso corporal, la época del afo,
la raza, las enfermedades infecciosas o parasitarias y las deficientes practicas de manejo,
pueden influir en la edad a la pubertad. Al comienzo del estro, la cerda expresara signos de
celo y ovulara de ambos ovarios cada 21 dias (19 a 23 dias) hasta que ocurra la concepcion.
Durante el estro, la hembra porcina serd receptiva al macho durante 40 a 60 hs, durante las
cuales, el pico de estradiol (E2) sérico generara la liberacion de la hormona luteinizante (LH)
desde la pituitaria anterior, lo que desencadenara la ovulacion (ruptura de los foliculos de
Graaf y liberacién de los ovocitos), seguida de la luteinizacion de las células foliculares
(células de la granulosa y células de la teca) y la reactivacion de la meiosis I de los ovocitos.
La ovulacion ocurre aproximadamente 38 a 42 hs luego de iniciado el estro (Hafez y Hafez,
2003; Mathew, 2014). Entre el dia 3 y 4 del ciclo estral (comienzo de la fase latea), se
formaran los cuerpos hemorragicos, que para el dia 6 a 8 maduraran a cuerpos luteos
funcionales (CL), sintetizando y liberando concentraciones crecientes de progesterona (P4) en
la sangre. Desde el dia 6 del ciclo estral y hasta el dia 16, el ambiente uterino esta
completamente dominado por la P4. La longitud del ciclo estral del cerdo es controlada por la
P4 y es dependiente del utero. La estimulacion del Gtero con P4 durante 10 a 12 dias conduce
a la produccion endometrial de prostaglandina F2a (PGF2a) luteolitica y su secrecion en la

sangre, causando lutedlisis desde el dia 12 al 16 (McCracken, 1999; Hafez y Hafez, 2003),
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excepto que se presenten multiples concepti porcinos (por lo menos 2 embriones por cuerno
uterino) (Ford y Christenson, 1991), quienes liberan la sefial de reconocimiento materno de la
gestacion (estrogenos), que evita la secrecion de PGF2a a sangre y permite la continuidad de
la prefiez (Bazer y Thatcher, 1977; Hafez y Hafez, 2003). De lo contrario, si no ocurre la
fecundacion, el CL involuciona, la P4 sanguinea disminuye y la cerda inicia otra fase
folicular, expresando signos de estro (Spencer y col., 2004). El patron ciclico del ciclo estral,
controlado por la P4, permite al cerdo reciclar y volver al estro para otro intento de

concepcion en ausencia de fecundacion.

Con respecto a las hormonas que participan activamente tanto en el ciclo estral como en la
gestacion; los E2 durante la gestacion intervienen en la proliferacion y expansion de la
placenta, en el movimiento de agua y electrolitos, en la permeabilidad celular y en la
regulacion del flujo de sangre uterina. Estudios de Choi y col. (1997), Koncurat (2003) y
Williamson (2011) demostraron que en la placenta fetal ocurre un pico de E2 a los 30 dg,
luego desciende y aumenta significativamente en placenta materna y fetal porcina, asi como
en suero, al final de la prefiez, este Gltimo incremento es necesario para el desencadenamiento
del parto. La P4, considerada la hormona de la prefiez, es esencial para crear un ambiente
donde se lleven a cabo el crecimiento y desarrollo del conceptus hasta su término. En
porcinos, la P4 producida y secretada por los cuerpos luteos (CL) a lo largo de la gestacion
(Hafez y Hafez, 2003; Spencer y col., 2004), inhibe la contractibilidad del miometrio, media
los cambios de la actividad secretoria del utero, regula los efectos de la nutricion sobre la
gestacion porcina y, en consecuencia, el estado metabdlico que determina la sobrevida
embrionaria (Mueller y col., 2006; Qsuires, 2006). En nuestro laboratorio Yaful (2009),

descubrio en los extractos placentarios fetales altas concentraciones de P4, hipotetizando que
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la placenta fetal es una fuente alternativa de produccion de P4 durante la prefiez porcina. Por
el contrario la misma autora no observo en los extractos placentarios maternos ni en liquido
amnidtico concentraciones elevadas de la hormona. A partir de éstos resultados postuld que la
P4 hallada en la placenta fetal es utilizada en la interfase entre madre y conceptus o

metabolizada dentro del utero.

Gestacion Porcina

La gestacion es un fenomeno fisioldogico que obedece a precisas interacciones entre el
conceptus y su madre, las cuales se van a llevar a cabo mediante el desarrollo de la placenta.
Este es un organo transitorio formado por tejidos maternos y embrionarios, responsable de la
aceptacion del conceptus, la sobrevida de los embriones y el éxito de la gestacion.

Luego de la fecundacion, el cigoto es transportado hacia los cuernos uterinos para su
implantacion en el endometrio. La implantacion es un proceso progresivo, no invasivo en la
especie porcina, en el que el conceptus se aproxima y adhiere al endometrio materno. La
implantacioén del blastocito porcino comienza alrededor de los 8-10 dias de gestacion (dg),
periodo durante el cual se produce una marcada remodelacion uterina y la diferenciacion del
conceptus, que consiste en una elongacion rapida, que determina que el saco embrionario
cambie desde una forma esférica (2 mm) a una tubular (10 mm) y luego filamentosa (20 cm).
La elongacion es consecuencia una reorganizacion y remodelacion celular, de manera que los
concepti tempranos cubran la amplia superficie uterina en la cerda. Luego de esta fase de
elongacion, el conceptus seguira aumentando de largo y de didmetro como resultado de la
hiperplasia celular, alcanzando su longitud, entre 80 y 100 cm, en el dia 16 (Stroband y Van
der Lende, 1990; Geisert y Yelich, 1996). Durante este proceso de elongacion, el trofoblasto

secreta estrogenos (E2), hormonas que actian como sefial en el reconocimiento de la prefiez
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(Bazer y Thatcher, 1977) y como marcador de elongacion del trofoblasto (Spencer y col.,
2004).

Para que se produzca la aposicion trofoblastica se requiere de un endometrio receptivo, de un
embrion normal y funcional y de un didlogo o comunicaciéon cruzada entre estos dos
organismos, que son diferentes inmunologica y genéticamente (Pacheco, 1999). Una vez
completada la aposicion de los epitelios trofoblastico y endometrial, continua el desarrollo de

la placenta y la gestacion.

Placenta porcina

La placenta porcina cumple sus funciones a través de la adhesion entre las membranas fetales
y el endometrio, lo que permite el intercambio fisiologico entre el feto y la madre. Dentro de
las funciones que realiza se destaca el rol que presenta al inducir tolerancia inmunolédgica
frente al conceptus en desarrollo, asegurando asi su supervivencia. Es también un o6rgano
endocrino, ya que sintetiza hormonas esteroides, peptidicas y diferentes factores de
crecimiento que, actuando en conjunto, se encargaran de llevar una gestacién a término.
Regula la homeostasis de la unidad feto-placentaria permitiendo el intercambio constante de
gases, nutrientes y desechos entre el feto y la madre. Ademéas cumple una funcion protectora
frente a traumatismos y a agentes infecciosos.

Segun la especie, existen diversos tipos de placenta que varian por su constitucion y por el
numero de capas celulares que se interponen entre la sangre de la madre y la sangre del
embrion. En el caso de la especie porcina la placenta es de tipo epiteliocorial, no invasiva,
adecidua, plegada y difusa (Amoroso, 1952; Dantzer, 1985). Es epiteliocorial y no invasiva
debido a que permanecen todas las capas histoldgicas de la barrera placentaria durante la
prefiez; por eso también se la considera adecidua, ya que no hay pérdida de tejidos uterinos y

por lo tanto son minimas las hemorragias al momento del parto. Es de tipo plegada porque el
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saco coridnico emite pliegues macroscopicos (pliegues primarios) que se interdigitan con
estructuras complementarias del lado endometrial. De los pliegues primarios surgen pliegues
secundarios que son las vellosidades. Es difusa porque las vellosidades se distribuyen
regularmente en toda la superficie del corion, proporcionando una amplia area feto-materna
de intercambio (Wooding y Burton, 2008).

Anatomicamente se pueden distinguir claramente en la placenta porcina tres regiones: una
zona embrionaria, ubicada en el centro del corion y que contiene al embrién propiamente
dicho rodeado por el saco amniotico, el alantoides y la membrana corio-alantoidea; una zona
paraplacentaria, la cual incluye solamente membranas extraembrionarias y se encuentra a
ambos lados de la region embrionaria; y los extremos avasculares o apéndices necroticos que
carecen de vellosidades y vascularizacion, y cuya funcion es sellar la unidad feto-placentaria
y separarla de las placentas adyacentes (Wooding y Burton, 2008).

Ademas, existen a lo largo de toda la superficie placentaria, distribuidas de manera bastante
uniforme, alrededor de 8500 estructuras especializadas conocidas como aréolas. Estas son
prominencias proliferativas del trofoblasto que carecen de vellosidades y estan enfrentadas a
cavidades de las glandulas uterinas. Hay aréolas regulares e irregulares que son discernibles
histologicamente a partir del dia 15 de gestacion (Dantzer, 1985; Koncurat, 2003). Por lo
tanto, histologicamente, en la placenta porcina encontramos 2 zonas, entremezcladas: la zona
areolar conformada por estas estructuras que permiten la nutricion histiotréfica a través del
trofoblasto fetal; y la zona interareolar, en donde el epitelio endometrial y el trofoblasto se
interdigitan por sus microvellosidades, esta es la zona de intimo contacto feto-materno y la
responsable de la nutricién hemotrofica (Wooding y Burton, 2008).

Para que la gestacion se lleve a cabo, el didlogo que se establece entre el conceptus y el

endometrio involucra a las moléculas de adhesion, que permitiran el anclaje de los epitelios
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materno y fetal, al sistema inmunologico, que minimiza las posibilidades de rechazo del
embrion, y a numerosas hormonas y factores de crecimiento que, actuando de manera
sistematizada, llevaran al éxito de la gestacion (Margni, 1996; Robertson, 2000; Bazer y col.,

2008; Bazer y col., 2009a; Bazer y col., 2009b; Tizard, 2009; Williamson, 2011).

Moléculas de adhesion y sus ligandos en la gestacion

Para comprender el proceso de placentacion, es necesario conocer la distribucion y las
funciones de las moléculas de adhesion. En cerdos, dado su tipo de placentacion, las
moléculas de adhesion en la interfase feto-materna, serian macromoléculas claves para el
anclaje y la adhesion de ambos epitelios; porque, como su nombre lo indica, permiten a las
c¢lulas unirse entre si y con la matriz extracelular. Comprenden una variedad de proteinas de
membrana que han sido clasificadas en cuatro subfamilias: las integrinas, las selectinas, las
cadherinas y las moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Botella Llusia, 2001;
Reddy y Mangale, 2003). Esta tesis abordara el estudio de algunas de estas integrinas y de sus
ligandos. Las integrinas aumentan la adherencia intercelular y actian como receptores de
proteinas de matriz extracelular (MEC), tales como la fibronectina (FN), el colageno, la
osteopontina (OPN), el fibrindgeno, la laminina, la vitronectina y el factor de von Willebrand,
entre otras (Damsky y col., 1992; Bowen y Burghardt, 2000; Plow y col., 2000; Jimenez-
Marin, 2002). Muchas integrinas se unen a mas de un ligando, y mas de uno de estos ligandos
se unen a mas de una integrina, usando el mismo o distintos sitios de reconocimiento (Hynes,

1992).

Integrinas

Las integrinas participan en la adhesion célula a célula y conectan la matriz extracelular con el

citoesqueleto de la célula. A través de su union a la célula o a la matriz extracelular cumplen
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funciones en la adhesion, la migracion, la invasion tisular y el control de la fisiologia celular,
transmitiendo sefiales de activacion metabdlica. Conforman una familia de proteinas
heterodiméricas que son receptores transmembrana, cation-dependientes, compuestas de
subunidades a y B. En el humano han sido identificadas, 18 subunidades o y 8 subunidades 3
unidas no covalentemente, de cuya combinacién resultan 24 heterodimeros conocidos,
(Jimenez-Marin, 2002; Alberts y col., 2016). Ambas subunidades se localizan en la membrana
plasmatica y presentan largos dominios extracelulares N-terminales y pequefas colas
intracelulares C-terminales. Los dominios extracelulares reconocen y se unen a secuencias
concretas de aminodcidos de proteinas de la matriz extracelular; mientras que la region
intracelular se une a un complejo formado por dos proteinas diferentes: la talina y la vinculina
que, juntas, forman un enlace al citoesqueleto; porque unen al dimero de integrina a los
filamentos de actina de la célula cuando la unién es célula-célula, y a filamentos intermedios
de queratina, cuando la integrina participa en las uniones célula-MEC, como los
hemidesmosomas (Alberts y col., 2016). Participan en procesos como la embriogénesis, la
hemostasis y la respuesta inmune, entre otros. El ligando especifico para cada heterodimero
esta determinado por la combinacion especifica de las subunidades a y . La mayoria de los
tipos celulares expresan varias clases de integrinas (Bowen y Hunt, 2000; Alberts y col.,
2016).

El rol de las integrinas y sus ligandos en el endometrio no estd claramente definido. Estudios
recientes sobre implantacion embrionaria en diferentes especies mostraron la participacion de
las integrinas en la complejidad de los acontecimientos involucrados en la implantacion
(Erikson y col, 2009; Bazer y Johnson, 2014). Se han detectado integrinas en los sitios de
fijacion durante la implantacion temprana en humanos (Damsky y col., 1994; Kou y col.,

1997), murinos (Yang y col., 1993; Wu y Santoro, 1994) y porcinos (Bowen y col., 1996;
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Bowen and Hunt, 2000; Jaeger y col., 2001). Estudios en gestaciones de diferentes especies,
demostraron que estas moléculas representan excelentes marcadores de estadios normales y
anormales de receptividad uterina y pueden ser claves en la implantacion y la regulacion de la
gestacion. En ovinos, las integrinas juegan un rol predominante en las interacciones entre la
MEC vy sus receptores para traducir sefiales celulares entre el trofoectodermo y las células
epiteliales uterinas (Burghardt y col., 2002). En bovinos, se sugiere que la fusion de las
células binucleadas con el epitelio materno es el fendmeno que inicia cambios en la expresion
de las integrinas y las moléculas de la MEC en el estroma subepitelial uterino (Macintyre y
col., 2002). Estudios en humanos, ovinos y porcinos, demostraron que las interacciones
iniciales entre las superficies apicales del epitelio luminal uterino (LE) y el trofoectodermo
(Tr) requieren la pérdida de moléculas antiadhesivas en el glicocalix del LE, que se compone
principalmente de mucinas que inhiben la fijacion (Bowen y col., 1996; Johnson y col.,
2001), asi la exposicion de moléculas como galectinas y selectinas facilitan la fijacion inicial
del conceptus al LE (Spencer y col., 1999; Aplin y col., 2001; Farmer y col., 2008) pero, estos
contactos iniciales de baja afinidad se sustituyen por un mosaico mas estable y mas amplio de
interacciones entre las integrinas y las proteinas de matriz extracelular y otros correceptores,
que serian los contribuyentes dominantes a la adhesion estable en la implantacion (Johnson y
col.,2001; Aplin y Kimber, 2004; Burghardt y col., 2002; Lessey, 2002; Erikson y col., 2009).

Integrina av33

La integrina avfB3 estd expresada en muchos tipos celulares, incluyendo células placentarias
(Villa-Garcia y col., 1994). Es un receptor promiscuo que reconoce y une varios ligandos
diferentes de la matriz extracelular, incluyendo fibronectina, vitronectina, osteopontina y
trombospondina, a través de la secuencia de tres aminoéacidos arg-gly-asp (RGD). El péptido

RGD, en humanos, desempefia un papel en la adhesion del trofoblasto al endometrio y su
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crecimiento (Armant y col., 1986) y en el raton, se ha postulado que cumple un rol en la
implantacion (Sutherland y col., 1993). Ademas, la integrina avp3 participa en la angiogénesis
en humanos (Friedlander y col., 1995) y ha sido implicada en la invasién placentaria a la
vasculatura materna que ocurre en humanos (Zhou y col., 1997). En el conejo, la integrina
avPB3 estd presente en el trofoblasto y en el embrion, y podria estar involucrada en las
interacciones materno-embrionarias tempranas (Illera y col., 2003). Estudios realizados en
monos Rhesus, sugieren que existe una correlacion entre la expresion de las integrinas y sus
ligandos en la MEC de la interfase feto-materna y que la sefial producida cuando interactian
estas moléculas estaria involucrada en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion
celular, a fin de regular la invasion de las células trofoblasticas al comienzo de la gestacion
(Qin y col., 2003). Especificamente, se ha observado la expresion de la integrina avp3 en el
embrion y el endometrio durante el proceso de implantacion en seres humanos (Lessey y col.,
1994; Aplin y col., 1996; Zhou y col., 1997), ratones (Sutherland y col., 1993), conejos (Illera
v col., 2003), cerdos (Bowen y col., 1996; Burghardt y col., 2002), ovejas (Johnson y col.,
1999, 2001) y bovinos (MacLaren y Wildeman, 1995). No se hallaron registros acerca de la
expresion de esta integrina en el trofoblasto y epitelio endometrial luminal en los periodos

posteriores a la implantacion, durante la gestacion porcina.

Integrina o561

La integrina a5B1 es receptor de la FN que participaria en el control de la morfogénesis y la
organogénesis en ratones (Jimenez-Marin, 2002). La interaccion entre a5B1 y FN es funda-
mental para el desarrollo de vertebrados, ya que estudios en ratones demostraron que la au-
sencia de a5l o FN da como resultado una letalidad embrionaria temprana (Takagi y col.,
2003). Otros estudios, atribuyen a la integrina a5p1 un rol crucial en la implantaciéon de muri-

nos (Sutherland y col., 1993) y bovinos (MacLaren y Wildeman, 1995); la subunidad B1, es-
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taria involucrada en la migracion de células binucleadas en bovinos en un mayor grado que en
el proceso de adhesion. Especificamente en porcinos, algunos trabajos han demostrado que la
expresion de esta integrina en la interfase placentaria durante la gestacion temprana, sugirien-
do que participaria en los eventos moleculares que generan una implantacion y placentacion
exitosa (Rashev y col,, 2005). No se han hallado estudios de la expresion de la integrina aSp1
en la interfase feto-materna (IFM) durante la gestacion porcina en los periodos posteriores a la

implantacion.

Ligandos

Los principales ligandos de las integrinas incluyen un gran nimero de proteinas extracelulares
de la matriz, lo que se debe a la participacion de las integrinas en la adhesion celular a la
matriz extracelular (Plow y col., 2000; Jiménez-Marin, 2002). En esta tesis se estudiara en
particular la presencia de los siguientes ligandos de las integrinas: colageno tipo V,
fibronectina y laminina.

En 2002, Arenas y Zubaran, describieron como se distribuyen la fibronectina, la laminina y el
colageno en la placenta humana en el primer trimestre, y reportaron que éstas estarian
involucradas en los procesos de receptividad uterina e implantacion. Guillomot (1999)
determind la expresion de diferentes proteinas de la matriz extracelular, como el coldgeno y la
laminina en el epitelio luminal uterino durante el proceso de adhesion en la implantacion de
caprinos. Tuo y Bazer (1996) y Rashev y col. (2005) detectaron la expresion de la fibronectina
en la interfase placentaria en la especie porcina. En esta ultima especie, se han estudiado el
papel de las integrinas y de sus ligandos de la MEC, comparando su expresion en Utero no
gestante con una prefiez temprana a los 10-15 dias (Bowen y col., 1996; Bowen y Hunt, 2000;

Jaeger y col., 2001); pero no se realizaron estudios en estadios mas avanzados de la prefez.
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Fibronectina:

La fibronectina es una proteina adhesiva, que se encuentra libre en el plasma y, ademas,
constituye uno de los principales componentes de la matriz extracelular. Entre sus principales
funciones estd la de intervenir en la remodelacion de los tejidos durante la embriogénesis y
participar en el proceso de cicatrizacion de una lesion vascular después de la formacion de un
coagulo de fibrina (Mosher, 1984). Se encuentra en forma soluble principalmente como un
dimero y en forma insoluble formando multimeros de alto peso molecular mantenidos por
enlaces covalentes y organizados como un componente fibrilar en la matriz extracelular
(Hynes y Yamada, 1982; Ruoslahti y col., 1982; Mosher y col., 1991; Lucena y col., 2007).
La fibronectina es una glicoproteina dimérica, formada por una molécula asimétrica que
consiste de dos subunidades similares de 220 kDa, unidas por puentes disulfuro cerca del
extremo carboxilo. Cada subunidad esta formada por una serie de dominios funcionalmente
distintos con diferentes especificidades de unién a moléculas. Uno de ellos, ubicado en la
region central, es el dominio de union celular y contiene la secuencia del tripéptido arginina-
glicina-acido aspartico (RGD); sitio que reconocera la integrina para su adhesion. Entre sus
receptores, se encuentran principalmente la integrina a5p1, avB3 y allbpf3 (Jimenez-Marin,
2002). La fibronectina es esencial para la migracion y diferenciacion de muchos tipos
celulares durante la embriogénesis (Lodish y col., 2002); esto fue demostrado en embriones
de raton los cuales carecen de fibronectina (fibronectin-null) que mueren a los 8,5 dias de
gestacion, con defectos en el desarrollo del mesodermo, tubo neural y vasos sanguineos
(Johansson y col., 1997). Trabajos realizados en placenta humana (Kayisli y col., 2005) y en

placenta murina (Kaloglu y Onarlioglu, 2010) demostraron la presencia de fibronectina y
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laminina tanto en endometrio como en placenta fetal, sugiriendo su participacién en la

decidualizacién, angiogénesis e implantacion.

Laminina:
La laminina es un heterotrimero formado por tres cadenas polipeptidicas (a, B, y) dispuestas
en forma de cruz y unidas mediante puentes disulfuro. Su funcion es anclar las células
epiteliales a la ldmina basal porque tiene sitios de unidon para moléculas de integrinas de la
membrana celular. Forma principalmente la ldmina basal en las primeras etapas del desarrollo
embrionario donde practicamente no hay colageno. Su importancia queda de manifiesto por
que los embriones de ratén que carecen de esta proteina, mueren en el Utero, y son incapaces
de formar una ldmina basal (Alberts y col., 2016). La laminina contiene regiones compatibles
con receptores para integrinas (alBl, a2p1, a3p1 y a6p4) y la interaccion con ellos se da a
través de varias secuencias de aminoacidos, localizados en diferentes dominios de las
moléculas. En el trofoblasto humano, la laminina se localiza en la membrana basal y tiene un
papel fundamental durante los procesos de implantacion, migracion, angiogénesis y en la
diferenciacion de las vellosidades placentarias (Charpin y col., 1985; Church y col., 1997,
Arenas y Zubaran, 2002; Shan y col., 2015). No se han encontrado registros acerca de la

expresion de la laminina durante la gestacion en la especie porcina.

Coldageno V:
Los colagenos forman una gran familia de proteinas fibrosas presentes en todos los animales
pluricelulares. Son secretados en grandes cantidades por las células del tejido conectivo
(fibroblastos principalmente) y en cantidades menores por muchos otros tipos celulares.

Tienen por caracteristica agruparse formando una estructura supramolecular, helicoidal,



17

Introduccion

trimérica, larga y rigida, en la que tres cadenas polipeptidicas de colageno, denominadas
cadena a, se enrollan sobre si mismas formando una superhélice filiforme. Actualmente se
conocen en el humano aproximadamente 40 tipos de colagenos con diferentes localizaciones
y funciones (Alberts y col., 2016). Los coldgenos han sido clasificados teniendo en cuenta la
forma en que se agregan: colagenos fibrilares I, II, III, V y XI y coldgenos no fibrilares VI,
VII, VIII, X (Arenas y Zubaran, 2002). El coldgeno tipo V es un colageno fibrilar presente en
el tejido conectivo de la mayoria de los 6rganos como la piel, cornea, musculo esquelético,
placenta, etc (Mizuno, 2001). Se asocia con el coldgeno de tipo I para resistir fuerzas de
traccion en los tejidos. El coldgeno V interactia en la membrana basal con integrinas,
laminina y fibronectina, y participa en la adhesion del epitelio al tejido conectivo subyacente
(Alberts y col., 2016). En su molécula posee sitios que reconocen a las integrinas alf1, a2f1
y a5B1, entre otras. Estudios en humanos sugieren que el colageno V tendria un rol en la
implantacion, migracion y el mantenimiento de la interfase durante la gestacion, al regular el
correcto desarrollo de la matriz extracelular de la decidua; Iwahashi y col. (1996; 1998)
demostraron que un desbalance en la placenta del coldgeno V perjudicaria la salud de la
gestacion humana. No hay trabajos que demuestren la presencia del colageno V en la IFM

durante la gestacion porcina.

En la actualidad, hay pocos trabajos acerca de la expresion de estas moléculas de adhesion y
sus ligandos durante el desarrollo de la gestacién porcina en la IFM; y en particular con
respecto a su relacion con el sistema inmune (Ashworth y col., 2010). En 2011 Williamson
postuld que habria una interaccion entre las integrinas y el sistema inmune en la interfase de
la gestacidon porcina, ya que encontrd coincidencias entre la expresion de integrinas en la IFM
con determinadas citoquinas que podrian estar regulando al sistema inmune, tanto innato

como adquirido.
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Comprender los eventos moleculares que regulan la expresion de estas moléculas de adhesion
y sus ligandos en la interfase feto-materna durante la gestacion porcina, ayudaria a
diagnosticar e identificar las causas de pérdida embrionaria/fetal y mejorar las tasas de prefiez

en esta especie.

Sistema inmunolégico en la gestacion

El sistema inmunoldgico consta de un conjunto de células y moléculas solubles que acttian
coordinadamente para efectivizar la defensa del organismo ante la presencia de antigenos. En
la gestacion interviene tanto el sistema inmune materno innato como el adquirido.
Particularmente se destaca la accidon de las células natural killer (NK), los macrofagos, los
linfocitos T (LT), los linfocitos B (LB), y numerosas citoquinas (Engelhardt y col., 1997;
Cristofolini, 2010; Williamson, 2011).

Con respecto a la respuesta natural, innata o inespecifica, ella constituye la primera barrera de
defensa del sistema inmune, y esta mediada por una serie de mecanismos celulares (activacion
de granulocitos, macréfagos y células NK) y factores solubles, como las citoquinas, que
actuando de una manera coordinada brindan al organismo una respuesta rapida e inespecifica.
Las citoquinas son proteinas reguladoras criticas, responsables de determinar la naturaleza de
la inmunorespuesta. Numerosos trabajos estan centrados en el rol que desempefian las
citoquinas durante la gestacion y en especial en la interfase feto-materna, analizando el tipo
celular que las produce y la cadena de regulaciones que sufren (Zion y Orvieto, 1992; Clark,
1999; Modric y col., 2000; Ashworth y col., 2010; Tessier y col., 2015). Las interleuquinas
(IL) 1, IL-2, IL-6, IL-12, secretadas por neutréfilos, macréfagos, fibroblastos y células NK,
entre otras células, intervienen en la respuesta natural y por una retroalimentacion positiva

estimulan a mas células inespecificas, para generar una amplificaciéon de la respuesta.
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Asimismo, estas citoquinas se encargan de estimular y activar tanto a linfocitos T (LT) como
a linfocitos B (LB). A su vez, los macréfagos secretan el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), el cual inicia la respuesta inflamatoria, y contribuye al arribo de mas células al
endometrio.

El interferon gama (IFN-y) es producido por las células NK y luego por los LT CD4+ y CD8+
activados, por lo que actuaria favoreciendo la diferenciacion linfocitaria hacia células T, tipo
Th1 citotoxicas. Sin embargo, se ha demostrado en porcinos, que su presencia en el periodo
preimplantacional y en la prefiez temprana, no generaria tal respuesta citotoxica (Williamson,
2011). Ademas, el trofoblasto porcino, a diferencia de lo que ocurre en otras especies como el
ser humano, secreta gran cantidad de IFN-y tipo II, durante el periodo de implantacion
(Lefevre y col., 1998; Koncurat y col., 2001) y a los 32 dias de prefiez (Koncurat y col., 2010;
Williamson, 2011); lo que hace suponer que cumpliria un rol diferente en la interfase feto-
materna, no induciendo una respuesta citotoxica (Williamson, 2011).

Estudios en placenta humana, demostraron que uno de los mecanismos por el cual el
trofoblasto puede evitar el ataque inespecifico de las células inmunes maternas, es mediante la
induccion de la apoptosis en leucocitos, a través de la expresion en las células trofoblasticas
de ligandos de apoptosis que se unirdn a leucocitos maternos que posean su receptor para
impedir una respuesta de tipo citotoxica (Barafiao, 2010). Ademas, durante la implantacién
humana, se produce apoptosis en las células endometriales, lo que ocasiona remodelaciones
uterinas que le permiten interdigitarse con el trofoblasto. Las células apoptéticas, producto de
ambos procesos, serian eliminadas por los macréfagos, y promoverian en ellos la produccion
de citoquinas antiinflamatorias € inmunosupresoras como la IL-10 y el factor de crecimiento

transformante beta (TGF-B), las cuales favorecerian la supervivencia del trofoblasto
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instalando la tolerancia inmune, ya que estas citoquinas bloquearian la actividad citotoxica de
los LT y de las células NK (Mor y Koga, 2008; Barafiao, 2010).

En cuanto a las células NK presentes en el endometrio, denominadas NK uterinas (NKu), son
los leucocitos mas abundantes del endometrio durante el periodo preimplantacional y en la
prefiez temprana en humanos y murinos. A diferencia de otras especies, en porcinos son
pequeiios linfocitos agranulados (Rodriguez-Martinez, 2010). Las células NK inmaduras o
NK2 producen IL-4, IL-5 e IL-13. En presencia de IL-4, las NK2 se diferencian en NKO y
producen IL-13 e INF-y. Se ha determinado en murinos y humanos, que en casos de
gestaciones anormales o problemas en la implantacion, estas Gltimas maduran a células NK1
que producen IFN-y y son citotdxicas, provocando el aborto. Se observo que en embarazos
normales predominan en decidua las células NK3 las cuales producen TGF- y NKrl (NK
reguladoras de tipo 1) en sangre e inducen produccion de IL-10. Se considera que en la mujer
y el raton estas células secretan citoquinas proangiogénicas que regulan el desarrollo
placentario y el establecimiento de la prefiez (Barafiao, 2010). Estudios realizados en bovinos,
ovinos y porcinos, especies con placentas no invasivas (Croy y col, 1988; Yu y col., 1993;
Engelhardt y col., 2002) en el periodo de implantacion, han demostrado que las NKu serian
los leucocitos mas abundantes en el endometrio en los sitios de adhesion al trofoblasto, asi
como también en estroma y glandulas endometriales. Engelhardt y col. (2002) postulan que la
produccion de INF-y via NKu, seria responsable del éxito en la angiogénesis y
neovascularizacién placentaria porcina, proceso crucial para el desarrollo de una placenta
exitosa y la supervivencia embrionaria.

La respuesta inmune adquirida o especifica en el endometrio se pone en marcha luego de la
secrecion de citoquinas por las células inespecificas, que activaran a los diferentes grupos

celulares efectores del sistema inmune especifico. En consecuencia la respuesta inmune se
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inclinara hacia una respuesta de tipo citotdoxica o de tipo humoral dependiendo de la
predominancia de citoquinas presentes en el endometrio. Particularmente, se destaca la accion
de algunas citoquinas de actividad inmunosupresora, tales como el TGF-B, el factor
estimulante de colonias granulo-monocitarias (GM-CSF), la IL-4, la IL-6, la IL-10 y la IL-13,
que actuarian inhibiendo la secrecion de otras citoquinas que pueden activar a las células NK,
a los macrofagos y a las células T tipo Thl, citotdxicas, consideradas peligrosas para una
gestacion exitosa (Clark, 1999; Margni, 1996; Koncurat y col., 2010; Williamson y col.,
2015). La presencia de IL-4 en la interfase feto materna humana, activara a los LT CD4+ y
LB, que responderan desarrollando una respuesta de tipo humoral generando anticuerpos. Por
el contrario la predominancia en el medio de IL-2, activara a los linfocitos T CD8+, los cuales

responderan mediante citotoxicidad (Tizard, 2009).

Estudios en humanos, murinos y porcinos (Engelhardt y col, 2002; Croy y col, 2009), demos-
traron que, en la gestacion temprana, habria un reclutamiento linfocitario subepitelial en el
endometrio, que estableceria un ambiente inmunologico adecuado en la interfase, para instalar
inmunotolerancia y, a su vez, proteger tanto a la madre como al embridén de agentes infeccio-
sos. A partir de estos estudios se establecié que una de las subpoblaciones leucociticas mas
abundantes que se encuentra en el endometrio en la gestacion temprana son los linfocitos T
auxiliares (Th: helper). Esta subpoblacion especial de linfocitos T CD4+, tienen la capacidad
de diferenciarse de linfocito ThO (prolinfocito virgen) a linfocitos Th1 o Th2, capaces de des-
encadenar una respuesta inmune celular o humoral respectivamente; o se pueden diferenciar
en células con otros patrones de secrecion de citoquinas como las células Th3, productoras de
TGF-B y los linfocitos T reguladores de Tipo 1 o adaptativos (Trl) que producen IL-10
(Barafiao, 2010). Se demostro, en humanos, que la presencia de 1L-4 favorece la diferencia-

cion de linfocitos ThO hacia linfocitos Th2, anulando la respuesta inmune citotdxica, y esto
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podria ser perpetuado por la presencia de IL-6 e IL-10. La IL-10 lo que es esencial no sélo
para que se produzca la supresion de las células citotdxicas por parte de las Trl, sino también
para que los linfocitos Trl puedan diferenciarse (Lim y col, 2000; De los santos y col., 2005).
Se postula que los Trl y los Th3 durante la gestacion estarian regulando la respuesta inmune
materna hacia la tolerancia embrionaria, y por lo tanto se considera que existe un tipo de regu-
lacion Th1/Th2/Th3/Tr1(Raghupathy, 2001).

Durante la gestacion en humanos, esta predominancia de la respuesta Th2/Th3/Tr1 resulta en
un aumento de la respuesta inmune humoral. Esto implica que se produzcan mayor cantidad
de anticuerpos y, para que se produzca una gestacion viable, muchos de éstos serian del tipo
de anticuerpos bloqueantes o asimétricos. Estos anticuerpos se denominan asi porque tienen
un grupo glicosilado (predominantemente manosa) en uno de los fragmentos Fab de la
molécula de inmunoglobulina G (IgG) (Margni, 1989); debido a esto se unen univalentemente
al antigeno y lo bloquean, no desencadenando una respuesta inmune, por lo que estarian
protegiendo al embrion del ataque inmunoldgico materno. En las respuestas inmunes
normales, en sueros humanos y murinos se observa aproximadamente un 15% de moléculas
IgG asimétricas funcionales sobre el total de IgG séricas; dichos valores aumentan a un 30%
en sueros provenientes de la gestacion (Malan Borel y col., 1991). Recientemente, estudios
realizados en la gestacion porcina demuestran que, a pesar de no haber diferencias en las
concentraciones s€ricas de Ac asimétricos en cerdas no gestantes comparadas con las que
cursan una gestacion, habria una predominancia de IgG asimétricos en la interfase feto-
materna durante la gestacion, con mayor concentracion en la placenta fetal (Gentile y col,

2004; Garro y col, 2014; Garro, 2015).
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Con base a los antecedentes presentes, esta tesis abordara el estudio de citoquinas que podrian
cumplir un rol fundamental durante la gestacion porcina; como la IL-1B y la IL-2, las cuales
generarian un perfil de respuesta de tipo citotoxica; la IL-4, que permitiria evaluar el nivel de
respuesta de tipo humoral; y la IL-10, citoquina inmunosupresora, que permitira determinar la

magnitud de la respuesta tipo Trl en los distintos periodos de gestacion.

Citoquinas en la gestacion porcina

Interleuquina 1 B (IL-1B)

La familia de la IL-1, consiste en veintidés moléculas que incluyen citoquinas pro-

inflamatorias IL-1B e IL-1a, un antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA), un accesorio del
receptor de IL-1 (IL-1RAP), un receptor IL-1 funcional (IL-1RI) y un receptor sefiuelo, el
receptor IL-1 de tipo II (IL-1RII) (Sims y Smith, 2010; Garlanda y col., 2013). Al igual que
otras citoquinas, la IL-1 es pleiotropica y puede influir en la biologia de virtualmente todas las
células y tejidos incluyendo aquellos involucrados en la reproduccion de mamiferos (Simoén y
col., 1998a; Garlanda y col., 2013). Particularmente, la IL-1B es una citoquina pro-
inflamatoria, que actia como mediador central de la inflamacion y la inmunidad innata en los
mamiferos (Dinarello y col., 2010; Garlanda y col., 2013). Liberada normalmente por las
células hematopoyéticas tales como los monocitos de la sangre, los macrofagos, las células
dendriticas de la piel y la microglia del cerebro, la IL-1p es un pirégeno endogeno, que
propicia, probablemente, la proliferacion de los leucocitos y su migracion durante la
infeccion, induciendo fiebre (Sims y Smith, 2010; Garlanda y col., 2013). La IL-1B, proteina
de 267 aminoacidos y 30 kDa, también participa en la gestacion y juega un rol fundamental en
el didlogo que se establece entre el utero y el conceptus durante la implantacion en humanos,
ratones y porcinos (Simoén y col., 1994a; 1997; 1998b; Tuo y Bazer, 1996; Ross y col., 2003;

Mathew, 2014). La IL-1B en la placenta de mamiferos, influencia la implantacion del
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conceptus, la invasion y la inmunotolerancia feto-materna (Simoén y col., 1995, Paulesu y col.,
2005). La IL-1 tiene un efecto directo en la receptividad uterina a través de la modulacion de
las subunidades alfa v (av) y las subunidades beta 3 (3) de las integrinas en el epitelio
uterino (Simoén y col., 1993, Barafiao y col, 1997, Kriissel y col., 1998). Ademéas de sus
efectos sobre la receptividad uterina, la IL-1 puede promover la implantacién invasiva en
primates. Durante la invasion a la decidua materna, la IL-1p puede detectarse dentro de las
células del citotrofoblasto villoso, del trofoblasto extravilico intermedio y del
sincitotrofoblasto, asi como en las células deciduales del estroma materno (Simén y col.,
1994b; Barafiao y col., 1997). Tuo y col. (1996) fueron los primeros en demostrar que el
conceptus porcino regulaba la expresion de IL-1B durante el desarrollo temprano y en el
momento de la elongacion. La expresion del IL-1B en el conceptus aumenta rdpidamente
durante el corto periodo de elongacion y luego disminuye drasticamente (2000 veces) a
medida que el conceptus se adhiere a la superficie uterina, llegando a ser casi indetectable
hacia el dia 14 de la gestacion (Ross y col., 2003).

En cerdos, se sugiere que la IL-1P es necesaria para promover el desarrollo temprano y el
alargamiento rapido del conceptus, mejorar la receptividad uterina para la implantacion y
aumentar la permeabilidad delos vasos sanguineos endometriales para promover el
intercambio hemotréfico fetal-materno (Ross y col., 2003; Waclawik, 2011; Mathew, 2014).
Se han reportado interacciones positivas entre las vias de sefializacion de receptor de
estrogenos (ER) e IL-1B en los tejidos reproductivos, particularmente, en lineas de células
epiteliales endometriales humanas, lo que sugiere que los estrogenos y la IL-1B pueden
colaborar para promover la implantacion en el cerdo (King y col., 2010). Estudios realizados
en placenta humana (Hanna y col., 2000), demostraron que la IL-1p, ademds de su rol en la

gestacion temprana, se eleva en la placenta a término, con el fin de generar un ambiente
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proinflamatorio para preparar el parto y la expulsion de las placentas. Sin embargo, no hay
estudios acerca de la concentracion tanto sérica como placentaria de la IL-1B luego del

periodo de implantacion en la gestacion porcina.

Interleuquina 2 (IL-2)

IL-2 es una citoquina pleiotropica compuesta por 153 aminoacidos, de 15,5 kDa. Es

producida principalmente por células T CD4 + estimuladas con antigeno, pero también es
sintetizada en menor medida, por células CD8 +, células NK, células dendriticas activadas
(DC), y mastocitos (Liao y col., 2013). Ademas de ser un potente activador del factor de
crecimiento de células T, la IL-2 induce la proliferacion de células NK y aumenta su
capacidad citolitica, promueve la produccion de anticuerpos y la proliferacion por células B, y
es esencial para la muerte celular inducida por la activacion (AICD). La IL-2 también impulsa
el desarrollo de células T reguladoras (células Treg), que tienen funcion supresora y tolerancia
mediata (Liao y col., 2013).

Estudios en ratones revelaron que la sobreexpresion de la IL-2, inhibe la viabilidad de la
gestacion (Tezabwala y col., 1989). También, se demostrdé que las mujeres cuyas
concepciones terminan en aborto tienen niveles séricos de IL-2 significativamente altos
(Marzi y col., 1996) y que mujeres que durante el primer trimestre tuvieron concentraciones
séricas elevadas de IL-2, posteriormente desarrollaron preeclampsia (Hamai y col., 1997).
Romero-Adridn y col. (2002), hallaron, a través de estudios del receptor soluble de la IL-2 (la
unidn citoquina-receptor soluble inhibiria su actividad celular), que los niveles séricos del
receptor en el embarazo normal de mujeres, fueron inferiores a los del grupo no embarazado,
por lo tanto postularon que habria una activacion celular baja por parte de la IL-2, compatible
con mejores condiciones para el aloinjerto fetal. Estudios en el tercer trimestre demostraron

que hubo un aumento de IL-2 en placenta humana (Romero-Adridn y col., 1999) que podria
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estar relacionado con el papel de las citocinas proinflamatorias en los eventos uterinos previos
al parto (Romero-Adridan y col.,, 2002). No se han hallado trabajos que describan la
concentracion sérica ni tisular de la IL-2 durante la gestacion en otros mamiferos, incluida la
especie porcina.

Interleuquina 4 (IL-4)

La IL-4, también conocida como factor estimulador de células B, es una citoquina Th2 que

muestra efectos pleiotropicos durante las respuestas inmunes. Es un polipéptido glicosilado

compuesto por 153 aminoacidos que pesa unos 20 kDa

(http://www.uniprot.org/uniprot/P05112). Induce la expresion de antigenos clase II del
complejo mayor de histocompatibilidad -MHC- en las células B, monocitos y macrofagos, y
promueve la sintesis de inmunoglobulina E (O’Garra, 1989). Es una glicoproteina secretada
por los linfocitos CD4 Th2, las células cebadas y algunas CD8. Tiene efecto antitumoral, es
inhibidora de la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias por los monocitos activados y

reguladora de los linfocitos CD8 citotdxicos (Molina Vilchez y col., 2000).

Segtin Dealtry y col. (2000), las citoquinas asociadas a una respuesta Th2, contribuyen a la
implantacion del embrion, el desarrollo de la placenta y la supervivencia del feto hasta el
término de la gestacion. Se afirma que en el embarazo normal hay un predominio de las
citoquinas Th2 sobre las Thl, a fin de crear cierto grado de inmunosupresion celular, que
permita el desarrollo feto-placentario (Wegmann, 1993; Molina Vilchez y col., 2000). De las
citoquinas detectadas en la placenta en humanos, la IL-4 es la principal (Omu y col., 1999), y
junto con la IL-5, la IL-10 y el factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), es beneficiosa para el crecimiento placentario (Raghupathy y Tangri, 1996;
Gratacds y col., 1998), lo que apoya la importancia de los productos Th2 en los mecanismos

de proteccion de la viabilidad del embarazo contra la accion de los productos proinflamatorios
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Thl. Es un potente inhibidor de los linfocitos Thl ya que inhibe la produccion de INFy y de
IL-12 y con ello el proceso de retroalimentacion positivo que tiene lugar en la respuesta
celular (el INFy activa a los macrdofagos, los macréfagos segregan IL-12 y la IL-12 favorece
la diferenciacion a Thl). Ademas, estimula la produccidon de progesterona en el cuerpo luteo
(Molina Vilchez y col., 2000). Omu y col. (1999) plantean que la IL-4 podria ser necesaria
durante la invasion trofobléastica en humanos. Sin embargo, estudios de inmunohistoquimica e
inmunoensayo de la IL-4 en la placenta humana (Hanna y col., 2000), so6lo han hallado una
deébil expresion de IL-4 en el trofoblasto durante el primer trimestre y sus niveles son
practicamente indetectables a término. Los niveles en sangre periférica fueron equivalentes a
los de la mujer no embarazada. A la fecha no se han documentado estudios acerca de los

niveles de IL-4 durante la gestacion en la especie porcina.

Interleuquina 10 (IL-10):

La IL-10 es una citoquina de 18 kDa producida por el subgrupo TH2 de las células coopera-

doras CD4+. También es producida por algunas células B activadas y por algunas células no
linfociticas como macréfagos activados, queratinocitos y citotrofoblastos placentarios (Roth y
col., 1996). Las dos actividades principales de la IL-10 son inhibir la produccion de citoquinas
por los macrofagos (TNF, IL-1 e IL-2) e inhibir las funciones accesorias de los macrofagos en
la activacion de la célula T. Ademas, la IL-10 tiene acciones estimuladoras sobre las células B
(Abbas, 1995; Walter, 2014).

La IL-10, citoquina inmunosupresora, genera inmunotolerancia, evitando el rechazo del aloin-
jerto fetal por el sistema inmune materno (Baranao, 2010). En estudios en humanos y muri-
nos, durante la gestacion, se asumia que la fuente celular de IL-10 eran los linfocitos T o el

trofoblasto. Sin embargo, una subpoblacion de linfocitos B, las células B10 reguladoras, se
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presentan como una fuente importante de IL-10 (DiLillo y col., 2010). La principal funcion de
la IL-10 producida por estas células B10, es poder mantener el fino balance inmunolégico
requerido en la gestacion para generar la tolerancia del aloinjerto fetal. Se ha demostrado que
la IL-10 producida por las células B10 mantiene a las células dendriticas en un estado de in-
madurez, inhibiendo su capacidad de presentar antigenos y la consecuente activacion de las
células T (Jensen y col., 2013).

En estudios realizados en placenta humana, se comprob6 que la IL-10 se producia aniveles
significativos en el primer y segundo trimestre, pero su produccion disminuia a término. Asi
mismo, la trascripcion de ARNm para la IL-10 también se reducia con la edad gestacional,
por lo que no se podia atribuir la disminucion de IL-10 a la senescencia placentaria, mientras
que cantidad de receptor es para la IL-10 se mantenia constante a lo largo de la gestacion, lo
que lleva a proponer que la produccion de esta IL seria independiente de la expresion de su
receptor. En sangre periférica de mujeres embarazadas, los niveles de IL-10 eran mayores en
el primer trimestre, pero luego disminuian poco a poco hasta ser practicamente iguales que en
no gestantes al final del embarazo (Hanna y col., 2000). Roth y col. (1996) postulan que la
produccion de IL-10 por la placenta sirve para proteger al feto de la respuesta celular mediada
por Thl. Ademas, se ha identificado como una citoquina importante en el embarazo, ya que
puede estar involucrada en la maduracion y mantenimiento del cuerpo luteo y en la produc-
cion de progesterona (Hashii y col., 1998). Estudios en monos Rhesus (Sadowsky y col.,
2003) demostraron los efectos inhibitorios que posee la IL-10 sobre la motilidad uterina en
gestacion tardia, para evitar el parto prematuro. En bovinos, se ha determinado la concentra-
cion de IL-10 en tejido cervical momentos previos al parto, durante el mismo y luego del par-
to, postulandose que su alta concentracion en estos estadios indica que estaria cumpliendo un

rol inmunoregulador durante la gran inflamacion que genera la maduracidn cervical, para asi
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prevenir el excesivo dafio tisular generado por este proceso (Van Engelen y col., 2009). No

hay datos acerca de los niveles de la IL-10 durante la gestacion porcina.

En base a los antecedentes presentes, esta tesis profundizé el estudio de la expresion de
algunas integrinas y sus ligandos en la interfase feto-materna; como asi también determino la
concentracion de algunas de las citoquinas que regularian al sistema inmune durante la
gestacion porcina; tratando de dilucidar si habrian relaciones entre la expresion de las
moléculas de adhesion y los niveles de las distintas citoquinas. A partir de los resultados
generados, se espera comprender parte de los mecanismos moleculares que regulan la
expresion de las moléculas de adhesion para conformar una interfase feto-materna y una

gestacion exitosa en porcinos.
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Introduccion

Objetivo General

Estudiar el rol de las integrinas y sus ligandos en placentas porcinas provenientes de
diferentes periodos gestacionales, tratando de individualizar moléculas implicadas en los
procesos de adhesion placentaria durante la gestacion porcina y su posible interrelacion con el

sistema inmunologico.

Objetivos Especificos

. Determinar la expresion de integrinas y sus ligandos sobre preparados histologicos de
placentas porcinas de diferentes periodos de prefiez.

. Determinar la concentracion de IL-18, IL-2, IL-4 e IL-10 en suero y homogenatos de
placenta porcinas provenientes de diferentes periodos gestacionales.

. Establecer posibles relaciones entre la expresion tisular de integrinas y sus ligandos con

los niveles de citoquinas hallados durante el desarrollo placentario de la prefiez porcina.

Hipotesis
En el proceso de la placentacion porcina existe una relacion entre la expresion de integrinas

placentarias y de sus ligandos y el sistema inmune materno.
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MATERIALES y METODOS

Animales

Se utilizaron 23 tractos reproductivos de cerdas destinadas a faena, entre segundo y tercer
parto, mestizas (Landrace x Large White) con periodos gestacionales comprendidos entre los
30 y 114 dias de gestacion (dg) y 8 tuteros de cerdas no gestantes (NG). Los tractos se
obtuvieron de frigorificos de la zona de General Pico, provincia de La Pampa, Argentina (35°
45" y 63° 50" de latitud y longitud, respectivamente), excepto 8 muestras placentarias de
cerdas a término que se tomaron en criaderos de la zona, durante el parto. Todos los animales
se encontraban en buen estado de salud con plan sanitario completo. La sanidad de los
animales fue acreditada mediante evaluacion de su historia clinica a través de una entrevista
con el productor. Ademads, se les realizd un examen post- mortem, andlisis clinicos,
parasitologicos y bacteriologicos, declardndolos en buen estado de salud, libres de

enfermedades diagnosticables.

Tractos Reproductivos

Los tractos reproductivos gestantes (n=23) se obtuvieron de cerdas que se encontraban en
diferentes periodos gestacionales: 30-35 dg (n=7), 60-63 dg (n=4), 70-78 dg (n=4) y 114 dg
(n=8) (Figura 1). Se determin6 la edad gestacional de acuerdo al promedio de la longitud
céfalo-caudal de los embriones/fetos obtenidos de cada cerda segiin la tabla desarrollada por

Marrable (1971), utilizando un calibrador y regla manual.

Las muestras se agruparon en cuatro periodos segun etapas relacionadas al desarrollo de la
gestacion porcina: 30-35 dg (en adelante 30 dg); 60-63 dg (en adelante 60 dg); 70-78 dg (en

adelante 70 dg) y 114 dg. Se utilizaron esos periodos para el estudio ya que en ellos la
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gestacion cumple con etapas cruciales para su desarrollo exitoso. A los 30 dg comienza la
osificacion y el desarrollo del sistema inmunolédgico (a los 30 dg se detectan las primeras
células CD3+, segun Butler y col., 2009 y Sinkora y Butler, 2009). En el periodo de 60 dg se
alcanza el mayor crecimiento placentario y se terminan de formar las vellosidades secundarias
y terciarias de la interfase feto-materna (Cristofolini, 2010). A los 70 dg las placentas inician
un estado de meseta en su desarrollo y los fetos comienzan a crecer de manera exponencial.
En este periodo también se observa la mayor remodelacion placentaria celular determinada
por estudios de apoptosis por Cristofolini (2010). El periodo a término (114 dg), se escogid ya
que indica el fin de los mecanismos moleculares involucrados en el mantenimiento de la

gestacion.

Figura 1: Placenta fetal de 70 dg.

Inmediatamente después de recolectados los tractos reproductivos, se lavaron con solucién
salina de Hank’s (SSH) adicionada con 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de
estreptomicina y 2,5 pg/ml de fungizona, y se guardaron a 4°C hasta su procesamiento en el

laboratorio.
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En las cerdas gestantes de 30, 60 y 70 dg se realizé la palpacioén de los cuernos uterinos para
detectar la ubicacion de los embriones o fetos. Luego los cuernos uterinos se incidieron por la
curvatura mayor para observar el sitio de implantacion y recoger las muestras de tejido
placentario. Primero se obtuvieron muestras de la interfase feto-materna e inmediatamente se
las coloco en formol bufferado al 10% para su posterior tratamiento histologico
(determinacion de integrinas y sus ligandos mediante inmunohistoquimica). Seguidamente,
dado el tipo de placenta, no invasiva, se separ6 facilmente la placenta fetal de la materna para

obtener muestras de cada estructura por separado.

Cada placenta fetal fue extraida y colocada en la mesada; se analiz6 su estructura anatdémica,
se la peso, se midid su longitud y se procedi6 a la extraccion de muestras tisulares de la
porcion embrionaria. El utero gestante se analizd macroscopicamente confirmando su

estructura normal y se tomaron muestras de la porcion central de cada unidad feto-materna.

Con las muestras extraidas de las placentas por separado se realizaron, inmediatamente, los
extractos placentarios porcinos: Homogenatos de Placenta Materna (HoPM) y Homogenatos
de Placenta Fetal (HoPF) para la determinacién de los niveles de interleuquinas durante la

gestacion.

Con respecto a las placentas de 114 dg, éstas fueron obtenidas en el momento del parto y
llevadas refrigeradas al laboratorio. Se procedi6 a la toma de muestras de la placenta fetal con

la misma técnica arriba mencionada.

También se trabajo con uteros de cerdas no gestantes para utilizarlos como control. Las
muestras se extrajeron de la curvatura mayor tanto del cuerno izquierdo como del cuerno

derecho. Se realizd la toma de muestra en forma pareada para la confeccion de preparados
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para microscopia Optica y homogenatos de utero no gestante porcino (No gestante Materno:

NGM) para la determinacion de las citoquinas.

Extraccion de sangre

En el caso de las muestras provenientes de frigorifico, a cada animal se le extrajo sangre por
corte de la vena yugular. En el caso de las cerdas con gestaciéon a término se realizd la
extraccion sanguinea por el método de flevopuncion. La vena de eleccion fue la vena medial

de la oreja.

Obtencion de Suero

Una vez extraida la sangre, se la mantuvo en bafio maria a 37°C hasta lograr la adecuada
retraccion del codgulo y el exudado del suero. Una vez trasvasado el mismo, a fin de clarificar
el suero, se lo centrifugd a 1800 rpm (500g) durante 10 minutos. Se fraccion6 el suero en

alicuotas, se rotuld y conservé a —20°C hasta su uso.

Obtencion de homogenatos de placenta materna (HoPM), homogenatos de placenta fetal

(HoPF) y de utero no gestante porcino (NGM)

Los extractos placentarios se obtuvieron de la siguiente manera: se extrajeron del tracto
reproductivo muestras de aproximadamente 5 g de tejido placentario porcino maternoy de 5 g
de placenta fetal, y se las tritur6 y macerd (por separado cada tejido) con tres partes de
solucion fisiologica a fin de obtener una masa homogénea. Luego se centrifugd el tejido
homogeneizado a 500 g (1700 rpm) por 20 minutos y el sobrenadante se alicuotd y conservo a
—20°C. Con este procedimiento se realizaron los denominados homogenatos de placenta
porcina materna (HoPM) y homogenatos de placenta porcina fetal (HoPF) (Koncurat y col.,

1999). Con respecto a los extractos de utero no gestante (NGM), se extrajo de cada cuerno
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uterino, en la zona de la curvatura mayor, una muestra de 5 g de tejido. Luego, dichas

muestras extraidas fueron procesadas con la misma técnica previamente descripta.

Analisis de la estructura de la placenta y titero

Realizacion de cortes histologicos para microscopia optica: Se extrajeron muestras de 1 cm?
de tejido placentario, tanto materno como fetal y se las fij6 en formol tamponado con fosfato
al 10% (Luna, 1968) durante 20 hs. Luego las muestras fueron lavadas con agua de grifo y
deshidratadas de la siguiente manera: se las colocd en alcohol 70° por 1 hora; a continuacién
en alcohol 96° (Bialcohol®, Argentina) por una hora, nuevamente en alcohol 96° una hora,
deshidratante histologico (Biopur®, Argentina) una hora, deshidratante histologico/xilol por
partes iguales una hora y finalmente se las sumergio6 en xilol (Dorwil®, Argentina) una hora.
Seguidamente las muestras se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de cada muestra
con un espesor de aproximadamente 5 um, montando dos o tres cortes en cada portaobjetos
positivado (Genex, USA); previamente al montaje se colocaron los cortes en un bafo
termostatizado a 40°C con agua y gelatina para que no se plieguen. Seguidamente se
colorearon con Hematoxilina-Eosina (Luna, 1968), un preparado de cada placenta de cada
periodo de gestacion analizados y de utero no gestante. Las muestras fueron observadas con
un microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Gottingen, Alemania) y la adquisicion de iméagenes se

realizé con una camara Canon, PowerShot G20, de 7.1 megapixeles (Canon, Tokio Japon).

Determinacion de integrinas y sus ligandos

Se determiné la expresion de las integrinas avB3 y a5B1 y sus ligandos fibronectina, laminina
y colageno V por inmunohistoquimica y sobre los resultados obtenidos se realizd la
cuantificacion de imagenes: determinacion de la densidad optica (DO) y del porcentaje de

area inmunomarcada (%AIM).
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Inmunohistoquimica

Dado que no existe en el mercado gran disponibilidad de anticuerpos anti-integrinas y
ligandos especificos para porcinos, se trabajo con anticuerpos que reaccionan con la especie
porcina y humana, ya utilizados por Bowen y col., (1996), Garcia y col., (2004) y Rashev y
col., (2005). Sobre los cortes histologicos de cada periodo de gestacion se realizo la técnica de

inmunohistoquimica indirecta LSAB (Labeled Streptavidin Biotin Method).

Integrinas:
Determinacion de Integrina avf3

La desparafinacion de los cortes se realizdo mediante 3 bafios con xilol (Dorwil®, Argentina)
durante 10 min cada bafo y luego se sumergi6 los cortes en una bateria de alcoholes con
graduacion decreciente (alcohol 100°, dos bafios de 5 min cada uno; alcohol 96°, dos baios de
5 min cada uno y alcohol 70°, un bafio de 5 min). Luego de desparafinar los cortes se lavo el
tejido con solucion salina tamponada (PBS) sumergiendo los cortes dos veces durante 10 min,
se agregd peroxido de hidrogeno al 5% (para bloquear la peroxidasa endogena) durante 20
min y se lavd con PBS (dos bafios de 5 min cada uno, en adelante: 2x5). Se realizd
tratamiento de recuperacion antigénica, con este fin se utiliz6 un microondas de uso
doméstico, en el que se sometid los cortes, en bafio maria con buffer citrato 0,01 M, pH 6,0
por 3 min a 100% de potencia y 9 min al 50% de potencia; posteriormente las muestras se
dejaron enfriar 20 min a temperatura ambiente y se lavaron con PBS (2x5). Se coloco
bloqueante de biotina enddgena (Avidin-biotin blocking reagents, Cell Marque, USA):
primero se incubod por 10 min con avidina y luego de un bafio de 5 min con PBS se incub6 por
10 min con biotina. Se lav¢ el tejido con PBS (2x5), se coloco BSA (albimina sérica bovina)
al 3% por 15 min a fin de bloquear las uniones inespecificas. Se agregd un anticuerpo de raton

anti-integrina avf3 humana-porcina monoclonal conjugado con biotina, MAB1976B
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(Chemicon, USA), dilucion 1:500, incubando aproximadamente 20 horas a 4°C. Luego de la
incubacion, se dejaron los cortes a temperatura ambiente por 10 min y se los lavo con PBS
(2x5). No se agreg6 un segundo anticuerpo biotilinado, ya que el primer anticuerpo utilizado
estaba conjugado con biotina. Se colocd estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
(streptavidina/HRP, Dako Cytomation, Dinamarca), se incub6 durante 20 min y se lavd con
PBS (2x5). A continuacion se cubrié con solucion cromoégena diaminobencidina (DAB)
durante 20 min, se lavd con agua destilada (un pasaje) y se contrastdé con hematoxilina
activada por 1 min (Biopur, Argentina). A las muestras se las deshidratd (usando una bateria
de alcoholes de graduacion creciente, 3 min cada bafio: dos veces en alcohol 96°, dos veces en
alcohol 100° y dos veces en xilol) y se las mont6 con un cubreobjetos utilizando balsamo de
Canadé (Biopur, Argentina). El control negativo se tratd igual que las muestras, sdlo que no

se agrego el anticuerpo primario, en su reemplazo se utilizo PBS.

Determinacion de Integrina o551

Para la determinacion de a5B1 se utilizo un anticuerpo de ratdn anti-integrina a531 humana-
mono monoclonal, MAB1969 (Chemicon, USA), dilucion 1:1500. Hasta la incubacion del
anticuerpo primario, se utilizd la misma técnica descripta para la determinacién de la
expresion de la integrina avfB3; solo que luego de la incubacion del anticuerpo primario, se
agreg6 el segundo anticuerpo biotilinado (inmunoglobulina anti-anticuerpos de conejo, raton
y cabra, Dako Cytomation, Dinamarca) y se incub6 durante 20 min a temperatura ambiente,
ya que el anticuerpo primario no era biotilinado. Luego se procedid con la misma técnica
descripta para la integrina avp3. El control negativo se tratd igual que las muestras, so6lo que

no se agrego el anticuerpo primario sino PBS. Se utilizo6 piel de ratén como control positivo.
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Ligandos
Determinacion de Fibronectina, Laminina y Coldgeno
Para la determinacion de Fibronectina se agregod el anticuerpo de conejo policlonal anti-
fibronectina porcina (ab23751, Abcam, Cambridge, Reino Unido), diluciéon 1:200; para la
determinacion de Laminina se utilizé un anticuerpo de conejo anti-laminina murina-porcina
policlonal, ab11575 (Abcam, USA), diluciéon 1:500; y para la determinacion de Coldgeno V
se utilizoé se utilizd un anticuerpo de ratéon anti-Coldgeno V humano-porcino monoclonal,

NBP1-05118 (Novus Biologicals, USA), dilucion 1:300.

Hasta la incubacién del anticuerpo primario, se utilizd la misma técnica descripta para la
determinacion de la expresion de la integrina avfB3; s6lo que luego de la incubacion del
anticuerpo primario, se agregd el segundo anticuerpo biotilinado (inmunoglobulina anti-
anticuerpos de conejo, raton y cabra, Dako Cytomation, Dinamarca) y se incubd durante 20
min a temperatura ambiente, ya que los anticuerpos primarios no eran biotilinados. Luego se
procedid con la misma técnica descripta para la integrina avB3. Los controles negativos se
trataron igual que las muestras, sdlo que no se agreg6 el anticuerpo primario, se agregd PBS.

Se utilizo piel de ratdbn como control positivo.

Los resultados de las inmunohistoquimicas se observaron en un microscopio Axiophot (Carl
Zeiss, Alemania) montado con una camara Canon PowerShot G20 (Tokio, Japén). Se analizo
el corte a bajo aumento (40X) y luego se realizaron microfotografias (n=5) a 100X con el fin
de demostrar homogeneidad de tincion y las estructuras placentarias en general. A

continuacion, se tomaron microfotografias (n=20) a 400X, de cada estructura estudiada
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(epitelio luminal endometrial, trofoblasto, glandulas y tejido conectivo), de todas las muestras.
Los resultados de la determinacion de la expresion de las integrinas y sus ligandos fueron
expresados en forma semicuantitativa (Rashev y col., 2005). Se tom6 como coloracioén
positiva, la observacion de un desarrollo de coloracion marréon dentro de las estructuras
analizadas, con una escala elegida en funcion de la coloracion detectada, determinando que: (-
)= negativo, (+)= positividad leve (marrén claro), (++)= positividad moderada (marrén tono

medio) y (+++)= positividad fuerte (marrén oscuro).

Técnica de Cuantificacion de imdgenes

A fin de poder evaluar cuantitativamente la expresion de las moléculas de adhesion y sus
ligandos en la interfase placentaria porcina en los periodos de gestacion seleccionados, fueron
tomadas imagenes de los resultados de la inmunohistoquimica para su posterior analisis
morfométrico y densitométrico. Se utilizo6 la técnica de cuantificacion de imagenes utilizando
el software ImageJ (Ferreira y Rasband, 2012).

El proceso de seleccion de campos microscopicos, con el fin de efectuar después las
cuantificaciones histométricas, se realizo teniendo en cuenta los siguientes criterios: las areas
seleccionadas para las cuantificaciones fueron aquellas que, habiendo sido valoradas por tres
observadores experimentados, se consideraron adecuadas, rechazandose aquellos campos
microscopicos con artefactos de corte. En cada campo microscépico, tomado con un objetivo
de 400X, se realizaron las diferentes determinaciones morfométricas de cada una de las
estructuras seleccionadas, utilizando preparaciones inmunomarcadas con anticuerpos anti-
integrina avf3, anti-integrina a5B1, anti-fibronectina, anti-laminina y anti-colageno V.

Todas las muestras histologicas fueron fotografiadas con un microscopio Carl Zeiss Axiophot
(Carl Zeiss, Alemania) equipado con una camara digital Canon PowerShot G20 (Tokio,

Japon), adquiridas con el software Axiovision (AxioVision 4.8, Carl Zeiss) y procesadas en
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formato TIFF. Todas las fotografias fueron realizadas con el objetivo de 400X. A fin de
analizar la interfase feto-materna, de cada preparado se extrajo imagenes del epitelio
endometrial luminal del utero no gestante (NG), de la placenta materna se observo el epitelio
luminal endometrial (gestante materno: GM); y de la placenta fetal, el trofoblasto (gestante

fetal: GF). Estas imagenes se procesaron con el software Imagel.

Determinacion del Porcentaje de Area inmunomarcada (%AIM)

Para el analisis morfométrico del area ocupada por las moléculas de este trabajo, en relacion
con el area total, tanto del epitelio endometrial como del trofoblasto, se procedi6 a determinar
el %AIM. En cada imagen primero se ajust6 brillo y contraste en forma automatica por el
software y luego se realizd6 la separacion de colores mediante la herramienta “color
deconvolution” lo cual permitié separar la imagen original en tres imagenes monocromaticas
(rojo-verde-azul: RGB, siglas en inglés), que contienen los colores del método
inmunohistoquimico de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP) utilizando la opcién H-
DAB. Entre las imagenes RGB, se cre6 una imagen correspondiente al revelado con DAB de
color marrén. Debido a que las regiones de interés son aquellas que expresaron una tincion de

color marrdn, solo la imagen de 8-bit DAB fue conservada (Figura 2).
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Figura 2: Trofoblasto de 30 dias de gestacion (Imagen de 8-bit DAB; 400x). Se observa la delimita-

cion del epitelio (linea amarilla) para la posterior medicion del %AIM.

Con las imagenes de 8-bit DAB se procedi6 a delimitar el drea a analizar; en el caso del
presente trabajo fue el epitelio luminal endometrial y el trofoblasto. Seguidamente se realizé
la segmentacion de la imagen a cuantificar, mediante el uso de la herramienta “threshold”

(umbral), con el fin de separar los pixeles mas oscuros que el valor de umbral (Figura 3).

Mediante esta seleccion se pudo seleccionar las areas que presentaron inmunotincion, y
distinguirlas de aquellas con tincion negativa; asi, entonces, se procedio a cuantificar el area
correspondiente a la superficie total del epitelio en la imagen y el area de la inmunoexpresion
tanto de las integrinas como de los ligandos. El resultado se expres6 como la proporcion entre
el area especificamente marcada y el 4rea total del epitelio de cada imagen: porcentaje de area

inmunomarcada (%AIM; Figura 3) y se los colocé en una planilla de Excel. Los resultados
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finales del porcentaje de area inmunomarcada de cada estructura, de cada periodo de

gestacion, se expresaron como el promedio de los datos obtenidos de las 20 fotos analizadas.
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Figura 3: Trofoblasto de 30 dias de gestacion (Imagen de 8-bit; 400x). A. Marcacion en rojo del area

inmunomarcada. B. Ventana donde se observa el porcentaje de marrdn que ocup6 el area previamente

establecida (epitelio).

Determinacion de la densidad optica (DO)

Para la determinacion de la DO de la expresion de las integrinas y los ligandos, se procedio a

delimitar sélo el area inmunomarcada sobre cada estructura a evaluar (en este caso el epitelio

materno o fetal) de la misma imagen de 8-bit DAB. Luego con la herramienta

“Analyze/Measure” se obtiene una nueva ventana con los resultados de la medicion. En dicha

ventana se observa el area delimitada (en pixeles), el nivel de intensidad de marron medio

(Mean), intensidad de marrén minimo (Min) y el maximo (Max) dentro del darea

inmunomarcada que se delimitd (Figura 4). Para determinar la densidad oOptica de esta

intensidad de tincion calculada se cargaron los resultados a una hoja de Excel y se utiliz6 la
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siguiente formula: Densidad Optica (DO)= Log (max/mean), donde: max= 255 para una
imagen de 8-bit. Esto cuantifico la inmunotincion promedio del area analizada de la imagen
debido a la sefial del DAB. Los resultados de la DO se expresaron como el promedio de los

datos obtenidos de las 20 fotos de cada estructura estudiada.
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Figura 4: Trofoblasto de 30 dias de gestacion (Imagen de 8-bit; 400x). Se observa la delimitacion sélo
de la inmunomarcacion, para determinar la media de la intensidad de tincion marron. En la ventana de

resultados se observa como se expresan los mismos.
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Determinacion de la concentracion de interleuquinas (ILs) en NGM, HoPM, HoPF y

Sueros de cerdas gestantes y no gestantes.

Se realizdo mediante enzimoinmunoanalisis (ELISA) (Margni, 1996), la determinacion de las
siguientes citoquinas: IL-1B, IL-2, IL-4 e IL-10, en sueros de cerdas no gestantes (NGS) y
gestantes (GS), en homogenatos de utero porcino no gestante (NGM), homogenatos de
placenta porcina materna (HoPM) y fetal (HoPF) provenientes de los diferentes periodos de
gestacion estudiados. El procedimiento realizado para dichas determinaciones se describe a

continuacion:

Determinacion de IL-1p

En la placa de ELISA que posee el anticuerpo de captura anti-IL-1 beta porcino (ab100754,
Abcam, USA) se adicionaron 100 pl por pocillo de cada estdindar y cada muestra a
determinar. Se cubri6 la placa y se la incubd toda la noche en heladera (4°C). Luego de la
incubacion se descartd la solucion y se lavo la placa 4 veces con solucion de lavado. Se
adicionaron 100 pl de anticuerpo anti-IL-1b porcino biotilinado a cada pocillo. Se incubo la
placa por una hora a temperatura ambiente en un agitador horizontal de microplaca a 200 rpm
(DPC, USA). Se descarto la solucion y se lavo 4 veces con solucion de lavado. Se adicionaron
100 pl de solucién estreptavidina—peroxidasa de rabano picante (Streptavidina-HRP) a cada
pocillo. Se incubd por 45 minutos a temperatura ambiente con una suave agitacion. Se
descarto la solucion y se lavd la placa 4 veces. Se colocaron 100 pl de sustrato
tetrametilbencidina (TMB) en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos con
agitacion suave. Posteriormente se detuvo la reaccion con 100 ul/pocillo de Soluciéon Stop y
se leyd la placa a 450 nm (BioTeK® Instruments, Inc. USA). La concentracion de
interleuquinas presentes en cada una de las muestras se determind utilizando una curva

estandar (Margni, 1996).
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Determinacion de 1L-2

En la placa de ELISA que posee el anticuerpo de captura monoclonal anti-IL-2 porcino
(IL251-K01, Eagle Biosciences, USA) se adicionaron 100 pl por pocillo de cada estandar y
muestra en los pocillos determinados. Luego, se adicionaron, 50 pl de anticuerpo anti-1L-2
porcino biotilinado a cada pocillo. Se cubri6 la placa y se la incub6 toda la noche en heladera
(4°C). Luego de la incubacion se descarto la solucion y se lavo la placa 4 veces con solucion
de lavado. Se adicionaron 100 ul de solucidon estreptavidina—peroxidasa de rabano picante
(Streptavidina-HRP) a cada pocillo. Se incubd por 45 minutos a temperatura ambiente con
una suave agitacion (agitador de microplacas DPC, USA) y al resguardo de la luz directa. Se
descart6 la solucion y se lavd la placa 4 veces. Se colocaron 100 pl de sustrato
tetrametilbencidina (TMB) en oscuridad a temperatura ambiente durante 10-20 minutos con
agitacion suave. Posteriormente, se detuvo la reaccion con 100 ul/pocillo de Solucioén Stop y
se leyo la placa a 450 nm (BioTeK® Instruments, Inc. USA). La concentraciéon de
interleuquinas presentes en cada una de las muestras se determind utilizando una curva

estandar (Margni, 1996)

Determinacion de 1L-4

En la placa de ELISA que posee el anticuerpo de captura anti-IL-4 porcino (IL451-KO01, Eagle
Biosciences, USA), se adicionaron 100 pl por pocillo de cada estdndar y muestra en los
pocillos determinados. Seguidamente se procedid con la misma técnica descripta para la

determinacion de la IL-2.

Determinacion de IL-10

En la placa de ELISA que posee el anticuerpo monoclonal anti-IL-10 porcino (P-1000, R&D

Systems, USA) se agregaron 100 pul de diluyente de ensayo RDIW a cada pocillo. Luego se
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adicionaron 100 pl por pocillo de control, estandar y muestra en los pocillos determinados. Se
cubrio la placa y se la incubd por 2 horas a temperatura ambiente en un agitador horizontal de
microplaca a 200 rpm (DPC, USA). Luego de la incubacion se descarto la solucion y se lavo
la placa 5 veces con solucion de lavado. Se adicionaron 200 pl de anticuerpo anti-IL-10
porcino conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) a cada pocillo. Se incubo la placa
por 2 horas a temperatura ambiente con suave agitacion. Se descarto la solucion y se lavo 5
veces con solucion de lavado. Se colocaron 120 pl por pocillo de sustrato tetrametilbencidina
(TMB) en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se detuvo la
reaccion con 120 pl por pocillo de Solucidon Stop y se leyd la placa a 450 nm (BioTeK®

Instruments, Inc. USA).

Analisis de los resultados — Estadistica

Integrinas y ligandos

A la observacion de los resultados de la expresion de las integrinas y sus ligandos, primero se
realizd un andlisis semicuantitativo, tal como fue expresado por Rashev y col. (2005) y
Conrad y col (2016), con una escala elegida en funciéon de la coloracion detectada,
determinando que: (-)= negativo, (+)= positividad leve, (++)= positividad moderada y (+++)=

positividad fuerte.

Luego, a las microfotografias de 400X se las analiz6 mediante el software de imagenes
ImageJ (Ferreira y Rasband, 2012) expresando los resultados de un modo cuantitativo
(Vasconcellos y col., 2014; Lopez-Poveda, 2015; Reparaz Asencio, 2015). Se determind sobre
la interfase placentaria (epitelio luminal endometrial y trofoblasto), la densidad dptica (DO) y
el porcentaje de drea inmunomarcada (%AIM) de la integrina avf3, a5B1, de la fibronectina,

la laminina y del coldgeno V. Los resultados fueron analizados mediante un andlisis de
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varianza y el test de Tukey (p<0,05); y en los casos que no se cumplié el supuesto de

homogeneidad de varianzas, se utiliz6 un test no paramétrico, Kruskal-Wallis.

Interleuquinas

Para realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos de la determinacion de citoquinas en
sueros, extractos placentarios y extractos de titero no gestante, éstos fueron ordenados en los 4
periodos de gestacion elegidos: 30 dg, 60 dg, 70 dg y 114 dg; y cerdas no gestantes (NG). Las
diferencias entre las concentraciones de las citoquinas de los diferentes periodos de gestacion
fueron analizadas mediante un analisis de varianza y el test de Tukey (p<0,05), una prueba de
comparaciones multiples. En los casos en que no se cumpli6 el supuesto de homogeneidad de

varianzas, se utilizo el test de varianza no paramétrica, Kruskal-Wallis.
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DETERMINACION DE LA EXPRESION DE INTEGRINAS Y SUS LIGANDOS

MEDIANTE EL USO DE INMUNOHISTOQUIMICA.

Integrina avp3

Los resultados de la inmunohistoquimica para la determinacion de la expresion de la integrina

avpB3 realizada sobre cortes desparafinados de diferentes periodos de gestacion, se detallan en

la Tabla 1.
Dias Gestacion (dg) Epitelio endometrial Epitelio Glandular Trofoblasto
NG - -
30 dg ++ - - **
60 dg ——t - ¥
70 dg —+ - ¥
114 dg ND ND + *

Tabla 1: Expresion de la integrina avp3 sobre epitelio endometrial, glandulas endometriales y trofo-
blasto; en ttero no gestante y de diferentes periodos de gestacion. NG: ttero no gestante. ND: no de-
terminado. +, ++, +++: Diferentes grados de positividad. -: Negativo. *: Tincioén en porcion apical del

trofoblasto. **: Tincion en porcion apical-basal del trofoblasto.

En el epitelio endometrial luminal del tero no gestante no se observd inmunotincidon para

avP3 (Figura 5).
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Figura 5: Utero porcino no gestante. Epitelio endometrial luminal negativo a integrina avp3 (400x).

A los 30 dg se hall6 inmunotincion moderada (++) de avB3 en el epitelio luminal endometrial.
El epitelio glandular fue negativo. Se observé fuerte (+++) expresion continua de avp3 en la

porcidn apical y porcion basal de las células del trofoblasto (Figura 6).

Figura 6: Placenta porcina de 30 dias de gestacion. A. Moderada expresion citoplasmatica de avp3
(++) en las células epiteliales del endometrio. B. Fuerte expresion citoplasmatica de avp3 (+++) en las

células trofoblasticas (400x).

A los 60 dg se hallo positividad fuerte (+++) a avp3 en las células del epitelio luminal

endometrial (Figura 7). Las glandulas fueron negativas en este periodo de gestacion. Se



50
Resultados

observo fuerte (+++) expresion de la integrina avp3 en la porcion media-apical de las células

del trofoblasto.
i

Figura 7: Interfase lactaria orc_ir.la de 60 aia de gestacion. A. Fuerte exprsién clasmatla de
avp3 (+++) en las células epiteliales endometriales (flecha) y en la zona apical de las células trofoblas-
ticas (cabeza de flecha) (400x). B. y C. Microfotografias del epitelio luminal materno (B) y del trofo-

blasto (C) donde se aprecia con detalle la expresion de la integrina avp3 (400x).

A los 70 dg se hall6 marcacién moderada citoplasmatica en el epitelio endometrial de la inte-
grina avP3. Las células glandulares no expresaron esta integrina. Con respecto al trofoblasto,
la inmunotincién de avp3 desciende a un patron moderado (++), en parches, en la zona apical

de dichas células (Figura 8).
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Figura 8: Placenta porcina de 70 dg. A: Moderada expresion de integrina avp3 (++) en las
células epiteliales endometriales. B: Moderada expresion de integrina avp3 (++) en la zona

apical de las células trofoblasticas (400x).

En el periodo a término (114 dg), al contarse solo con la porcion fetal de la placenta, no se
pudo determinar la expresion de la integrina avB3 en el epitelio endometrial luminal y glandu-

lar. En el trofoblasto la marcacion para esta molécula descendio a leve (Figura 9).

Figura 9: Placenta fetal porcina de 114 dg (a término). Leve expresion de avp3 (A) en las células tro-
foblasticas. En el inserto (B) se observa con mayor detalle la inmunotincion apical de la integrina avp3

en las células trofoblasticas (400x).
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Integrina aSB1

Los resultados de la inmunohistoquimica para la determinacion de la expresion de la integrina

aSB1 realizada sobre cortes desparafinados de diferentes periodos de gestacion, se detallan en

la Tabla 2.
Dias Gestacién (dg) Epitelio endometrial Epitelio Glandular Trofoblasto
NG - -
30dg + - T+
60 dg - - T
70 dg - - -
114 dg ND ND +*

Tabla 2: Expresion de la integrina a5B1 sobre epitelio endometrial, glandulas endometriales y trofo-
blasto; en ttero no gestante y de diferentes periodos de gestacion. NG: ttero no gestante. ND: no de-
terminado. +, ++, +++: Diferentes grados de positividad. -: Negativo. *: Tincion en porcion apical del

trofoblasto.

En el epitelio endometrial luminal del tero no gestante no se observd inmunotincion para

a5p1 (Figura 10).

Figura 10: Utero porcino no gestante. Epitelio endometrial luminal negativo a integrina a5p1 (400x).
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A los 30 dg se hall6 inmunotincion leve (+) de integrina a5B1 en el epitelio luminal
endometrial. El epitelio glandular fue negativo. En las células del trofoblasto se observo

expresion citoplasmatica moderada (++) continua de integrina a5p1 (Figura 11).

Figura 11: Placenta porcina de 30 dias de gestacion. A. Leve expresion citoplasmatica de integrina
aSB1 (+) en las células epiteliales del endometrio (400x). B. Moderada expresion citoplasmatica de

integrina aSB1 (++) en las células trofoblasticas (100x).

A los 60 dg la expresion de la integrina a5p1 fue negativa (-) en las células del epitelio
luminal endometrial. Las glandulas fueron negativas en este periodo de gestacion. Se observo
leve (+) expresion de la integrina aS5Bl en la porcion media-apical de las células del

trofoblasto (Figura 12).
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Figura 12: A. Interfase placentaria porcina de 60 dias de gestacion. Integrina a5p1 negativa en las
células epiteliales endometriales y leve positividad en las células trofoblasticas (400x). B. Microfoto-

grafia del trofoblasto donde se aprecia con detalle la expresion de la integrina a5p1 (400x).

A los 70 dg en las células epiteliales endometriales no se hall6 marcacion de la integrina
aSB1. Las células glandulares no expresaron esta integrina. Con respecto al trofoblasto, la

inmunotincidn para a5B1 tampoco se encontrd en dichas células (Figura 13).

Figura 13: Placenta porcina de 70 dg. A: Negatividad de la integrina a5B1 en las células epiteliales

endometriales. B: Negatividad de integrina a581 en las células trofoblasticas (400x).
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En el periodo a término (114 dg), al contarse solo con la porcidn fetal de la placenta, no se
pudo determinar la expresion de la integrina a5B1 en el epitelio endometrial luminal y glandu-

lar. En el trofoblasto esta molécula mostré marcacion leve (Figura 14).

.-!S:El

Figura 14: Placenta fetal porcina de 114 dg (a término). Leve expresion de aSB1 (A) en las células

£

trofoblasticas. En el inserto (B) se observa con mayor detalle la inmunotincién apical de la integrina

a5pB1 en las células trofoblasticas (400x).
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DETERMINACION DE LA EXPRESION DE LIGANDOS DE LAS INTEGRINAS.

Fibronectina

Los resultados de la determinacion de la expresion de FN realizada por inmunohistoquimica

sobre cortes desparafinados en los diferentes periodos de gestacion, se detallan en la Tabla 3.

Dias Gestacion (dg) | Epitelio endometrial Epitelio Glandular Trofoblasto
NG - -

30 dg 4% - 4%
60 dg ++* - 4%
70 dg + - e
114 dg ND ND -

Tabla 3: Expresion de FN sobre epitelio endometrial, glandulas endometriales y trofoblasto; en Utero

no gestante y de diferentes periodos de gestacion. NG: ttero no gestante. ND: no determinado. +, ++,

+++: Diferentes grados de positividad. -: Negativo. *: Tincidén en porcion apical del trofoblasto.

En el epitelio endometrial luminal del Gtero no gestante no se observd inmunotincion de la FN

(Figura 15).
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Figura 15: Utero porcino no gestante. Epitelio endometrial luminal negativo a FN (400x).

A los 30 dg se halld expresion moderada (++) de FN en el epitelio luminal endometrial. El
epitelio glandular fue negativo. Se observd expresion continua y fuerte (+++) de FN en la

porcidn apical y la porcion basal de las células del trofoblasto (Figura 16).

Figura 16: Placenta porcina de 30 dias de gestacion. A y B. Expresion citoplasmatica fuerte de FN

(+++) en las células trofoblasticas (400x).



58
Resultados

A los 60 dg se halld positividad moderada (++) a FN en las células del epitelio luminal
endometrial. Las glandulas fueron negativas en este periodo de gestacion. Se observo fuerte

(+++) expresion de FN en la porcion media-apical de las células del trofoblasto (Figura 17).

Figura 17: Placenta porcina de 60 dias de gestacion. A. Expresion citoplasmatica fuerte de FN (+++)
en las células trofoblasticas (400x). Microfotografias (B) del trofoblasto y del epitelio luminal materno

(C) donde se aprecia con detalle la expresion de la FN (400x).

A los 70 dg la FN se expreso leve (+) en el epitelio endometrial luminal. En las células glan-
dulares no se observé expresion de FN. Con respecto al trofoblasto, la inmunotinciéon de FN

descendi6 a un patron leve (+), en parches, en la zona apical de dichas células (Figura 18).
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Figura 18: Placenta porcina de 70 dg. A y B. Expresion leve de FN en las células trofoblasticas (400x).

En el periodo a término (114 dg), al contarse solo con la porcion fetal de la placenta, no se
pudo determinar la expresion de FN en el epitelio endometrial luminal y glandular. En el tro-

foblasto esta molécula mostrd marcacion fuerte (Figura 19).

Figura 19: Placenta fetal porcina de 114 dg (a término). Expresion fuerte de FN (inserto) en las células

trofoblasticas (400x).
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Laminina

Los resultados de la inmunohistoquimica para la determinacion de la expresion de laminina

realizada en cortes desparafinados de diferentes periodos de gestacion, se detallan en la Tabla

4.

Dias Gestacion (dg) | Epitelio endometrial Epitelio Glandular | Trofoblasto
NG - -

30 dg +4 _ A
60 dg + - ++
70 dg - - -
114 dg ND ND ++°

Tabla 4: Expresion de laminina sobre epitelio endometrial, glandulas endometriales y trofoblasto; en

utero no gestante y de diferentes periodos de gestacion. NG: ttero no gestante. +, ++, +++: diferentes

grados de positividad. -: Negativo. ND: no determinado. A: en parches.

No se observd inmunotincion para laminina ni en el epitelio endometrial luminal, ni en el epi-

telio glandular del utero no gestante (Figura 20).
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Figura 20: Utero porcino no gestante. Epitelio endometrial luminal y glandular negativo a laminina

(400x).
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A los 30 dg se hallé inmunotincion leve (+), en parches, para laminina en el epitelio luminal
endometrial. El epitelio glandular fue negativo. Se observéd expresion moderada, en parches,

de laminina en la porcion apical de las células del trofoblasto (Figura 21).

— ’
Trofoblasto

Figura 21: Placenta porcina de 30 dias de gestacion. A. expresion leve de laminina (+) en las células
epiteliales del endometrio (400x). B. Expresion moderada citoplasmatica de laminina (++) en las célu-

las trofoblasticas (400x).

A los 60 dg se observo expresion leve (+) en las células epiteliales endometriales. No se halld
expresion para laminina en las glandulas. En el trofoblasto la laminina se expresé

moderadamente (++) tanto a nivel apical como basal de las vellosidades (Figura 22).
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Figura 22: Interfase placentaria porcina de 60 dias de gestacion. A. Expresion leve (+) para laminina
en las células epiteliales endometriales. B. Microfotografia del trofoblasto donde se aprecia con detalle

la expresion de laminina tanto a nivel apical como basal de las vellosidades (400x).

A los 70 dg en las células epiteliales endometriales no se hallé marcacion citoplasmatica para
laminina. Las células glandulares no expresaron esta molécula. Con respecto al trofoblasto, no

se registro expresion de laminina en este periodo de gestacion (Figura 23).
i R

Figura 23: Interfase placentaria porcina de 70 dias de gestacion. A. Negatividad a laminina en las célu-
las epiteliales endometriales y en las células trofoblasticas (100x). B y C. Microfotografia del endome-

trio y el trofoblasto donde se aprecia con detalle la estructura (400x).



63
Resultados

En el periodo a término (114 dg), al contarse solo con la porcion fetal de la placenta, no se
pudo determinar la expresion de laminina ni en el epitelio endometrial luminal ni en el glan-
dular. En el trofoblasto se observo expresion moderada de laminina en las vellosidades corid-
nicas. Se observo que en la base de las vellosidades, la laminina se expres6 en la membrana
basal del epitelio, y en los extremos apicales de las vellosidades se expreso sobre la porcion
apical del epitelio (Figura 24).

-

Figura 24: Placenta fetal porcina de 114 dg (a término). Moderada expresion de laminina en la porcion
basal de las células trofoblasticas en la base de las vellosidades y citoplasmatica en la punta de las

vellosidades. 400x.
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Colageno V

Los resultados de la inmunohistoquimica para la determinacion de la expresion del coldgeno

V (ColV) realizada sobre cortes desparafinados de diferentes periodos de gestacion, se deta-

llan en la Tabla 5.

Dias Gestacion (dg) Epitelio endometrial Epitelio Glandular Trofoblasto
NG - -

30dg + - +
60 dg + - ++
70 dg - - -
114 dg ND ND +

Tabla 5: Expresion de ColV en el epitelio endometrial, las glandulas endometriales, y el trofoblasto;

en utero no gestante y de diferentes periodos de gestacion. NG: ttero no gestante. +, ++, +++: Diferen-

tes grados de positividad. -: Negativo. ND: no determinado.

En el epitelio endometrial luminal y glandular del utero no gestante no se observd inmunotin-

cion para ColV (Figura 25).
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Figura 25: Utero porcmo no gestante Epitelio endometrlal lumlnal y glandular negativo a ColV

(400x).

A los 30 dg se hall6 inmunotincion leve (+) para ColV en el epitelio luminal endometrial. El
epitelio glandular fue negativo. Se observo expresion citoplasmatica continua leve (+) de

ColV en las células del trofoblasto (Figura 26).

Figura 26: Placenta porcina de 30 dias de gestacion. A. Leve expresion citoplasmatica de ColV (+) en
las células epiteliales del endometrio (400x). B. Expresion leve citoplasmatica de ColV (+) en las célu-

las trofoblasticas (400x).
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A los 60 dg se hallo inmunotincion leve (+) para ColV en el epitelio luminal endometrial. El
epitelio glandular fue negativo. Se observd expresion citoplasmatica continua y moderada

(++) para ColV en las células del trofoblasto (Figura 27).

Figura 27: Interfase placentaria porcina de 60 dias de gestacion. Leve expresion citoplasmatica de

ColV (+) en las células epiteliales del endometrio y moderada (++) en las células trofoblasticas (400x).

A los 70 dg la inmunotincion de ColV fue negativa tanto para el tejido materno como para el

fetal (Figura 28).
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Figura 28: Placenta porcina de 70 dg. A y B negatividad en epitelio endometrial y trofoblasto

para ColV (400x).

En la prefiez a término (114 dg), la expresion de ColV en el trofoblasto fue leve (+) (Figura

29).

Figura 29: Placenta fetal porcina de 114 dg (a término). Leve expresion de ColV en las células trofo-

blasticas (400x).



68
Resultados

DETERMINACION DE LA EXPRESION DE INTEGRINAS Y SUS LIGANDOS
MEDIANTE CUANTIFICACION DE IMAGENES: DENSIDAD OPTICA Y

PORCENTAJE DE AREA INMUNOMARCADA EN INTERFASE PLACENTARIA.

El andlisis tanto de la densidad optica (DO) como del porcentaje de area inmunomarcada
(%AIM) de las integrinas avp3 y aSB1 y sus ligandos: laminina, fibronectina y colageno V, se
realiz6 en el epitelio luminal endometrial de utero porcino no gestante (NG) y sobre la
interfase placentaria porcina: epitelio luminal endometrial de placenta materna (gestante

materno: GM) y trofoblasto de la placenta fetal (gestante fetal: GF).

Densidad optica (DO) de la integrina avf3

Se determind la presencia de integrina avp3 mediante la técnica de inmunoperoxidasa
indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de
placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se

determind la DO.

Se realizo un andlisis de varianza entre las medias de las DO de la expresion de la integrina
avf3 en muestras de Utero no gestante y gestante. Se observo que la integrina avp3 aumenta
significativamente en la interfase placentaria en relacion al utero no gestante (Valor DO: 0,03
vs. 0,355, p<0,0001). En los periodos de gestacion estudiados, la integrina avPp3 se expreso6 de
modo similar tanto en placenta porcina materna (GM; DO: 0,36) como en placenta porcina

fetal (GF; DO: 0,35) (p=0,6747; Figura 30; Tabla 1a, Anexo).
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Figura 30: Determinacion de la DO de la expresion de la integrina avp3 en el epitelio luminal endome-
trial no gestante (NG), epitelio luminal endometrial gestante (GM) y trofoblasto (GF). Barras con dife-

rentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).

DO de la integrina avf3 en placenta materna

En placenta materna, esta integrina aumentd su concentracion significativamente a los 30 dg,
comparada con tutero no gestante (DO: 0,03; NG). A los 60 dg, la expresion de avPB3 es
significativamente mayor que en el resto de los periodos (DO: 0,6), disminuyendo
significativamente su expresion a los 70 dg (DO: 0,24; p=<0,0001) (Tabla 2b, Figura 31;

Anexo).
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Expresion de integrina avB3 en utero no gestante (NG) y placenta porcina
materna en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 31: Determinacién de la DO de la integrina avp3 en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NG) y epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).

DO de la integrina avf3 en placenta fetal

En placenta fetal, el estudio de la DO de la expresion de la integrina avp3 mostrd diferencias
significativas entre los distintos periodos gestacionales estudiados (Tabla 2b, Anexo). La
expresion de avP3 en el trofoblasto fue significativamente mayor a los 30 dg (DO: 0,34) y 60
dg (DO: 0,49) y disminuy6 significativamente a los 70 dg (DO: 0,24), y 114 dg (DO: 0,14)

(p=<0,0001; Figura 32).
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Expresion de integrinaavb3 en ttero no gestante (NG) y placenta porcina fetalen
diferentes periodos de gestacion.
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Figura 32: Determinacion de la DO de la integrina avp3 en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NG) y trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras

con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

%AIM de la integrina avf3

Se determind la presencia de integrina avp3 mediante la técnica de inmunoperoxidasa
indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de
placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se

determiné su %AIM.

Se realiz6 un analisis de varianza entre las medias del %AIM de la expresion de la integrina
avB3 en muestras de utero no gestante y gestante. La integrina avf3 aumento
significativamente en la interfase placentaria (GM+GF, 32,27%; Tabla 2a, Anexo) cuando se
la compara con su expresion en el tejido endometrial no gestante (NG, 0,30%) (Figura 33;
p<0,0001). E1 %AIM en placenta materna (GM) de la integrina avf3, fue significativamente

mayor que en placenta fetal (GF) (p<0,0001; Figura 33; Tabla 2a, Anexo).
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Porcentaje de area inmunomarcada de la integrina av3 en utero no gestante
(NG), placenta porcina materna (GM) y placenta porcina fetal (GF).
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Figura 33: Determinacion del %AIM de la expresion de la integrina avp3 en el epitelio luminal endo-
metrial no gestante (NG), placenta materna (GM) y placenta fetal (GF). Barras con diferentes letras

denotan diferencias significativas (p<0,05).
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%AIM de la integrina avf3 en placenta materna

En placenta materna, la integrina aument6 significativamente su %AIM a los 30 dg (33,76%)
con respecto al tero no gestante, y luego realizd un pico, ocupando mayor area a los 60 dg
(47,66%; p=<0,0001). A los 70 dg desciende significativamente su area de inmunomarcacion

(24,01%; Figura 34; Tabla 2b, Anexo).

Porcentaje de area inmunomarcada de la integrina avf33 en utero no gestante
(NG) y placenta porcina materna en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 34: Determinacion del %AIM de la integrina avp3 en el epitelio luminal endometrial no gestan-
te (NQG) y el epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70

dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

%AIM de la integrina avfi3 en placenta fetal

Se observaron diferencias significativas en el %AIM de la integrina avp3 en placenta fetal
entre los distintos periodos gestacionales estudiados. Abarcd mayor area a los 30 y 60 dg, y
disminuyo significativamente su drea de inmunomarcacion a los 70 dg (12,41%) y a término

(114 dg; 10,54%) (p<0,0001; Figura 35; Tabla 2b, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de la integrinaavb3 en dtero no gestante (NG) y
placenta porcinafetal en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 35: Determinacion del %AIM de la integrina avB3 en el epitelio luminal endometrial no gestan-
te (NG) y el trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

Densidad optica (DO) de la integrina a5p1

Se determind la presencia de integrina a5B1 mediante la técnica de inmunoperoxidasa
indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de
placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se

determind la DO.

Se realizo un analisis de varianza entre las medias de las DO de la expresion de la integrina
a5B1 en muestras de utero no gestante y gestante. Se observo que la integrina a5B1 se expreso
de un modo similar tanto en utero no gestante (NG; DO: 0,07) como en placenta materna
(GM; DO: 0,09). Durante la gestacion, la integrina a5B1 aumentd significativamente en la
placenta fetal en relacion a la placenta porcina materna (GF; DO: 0,13; p<0,0001) (Figura 36;

Tabla 3a, Anexo).
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Expresion de integrina a5B1 en utero no gestante (NG), placenta porcina materna
(GM) y placenta porcina fetal (GF).
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Figura 36: Determinacion de la DO de la expresion de la integrina aSB1en el epitelio luminal endome-
trial no gestante (NG), epitelio luminal endometrial gestante (GM) y trofoblasto (GF). Barras con dife-

rentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DO de la integrina a5f1 en placenta materna

En placenta materna, esta integrina aumentd su concentracion significativamente a los 30 dg,
comparada con utero no gestante (DO: 0,15 y 0,07; respectivamente). A los 60 dg la
expresion de a5B1 disminuyo significativamente, a los 70 dg se intensificé el descenso (DO:

0,06 y 0,02; p=<0,0001) (Figura 37; Tabla 3b, Anexo).

Expresion de integrina as@ T an dtero no gestante (NG) y placenta porcina
matema an diferentes perodos de gestacion.
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Figura 37: Determinacion de la DO de la integrina a5B1 en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NG) y epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DO de la integrina a5f1 en placenta fetal

En placenta fetal, el estudio de la DO de la expresion de la integrina aSB1 mostrod diferencias
significativas entre los distintos periodos gestacionales estudiados (Tabla 3b, Anexo).La
expresion de a5B1 en el trofoblasto fue significativamente mayor a los 30 dg (DO: 0,19)
disminuyendo significativamente a los 60 y 70 dg (DO: 0,11 y 0,04; respectivamente)
(p=<0,0001; Figura 38). En la placenta a término los valores fueron similares a los hallados al

dia 60 de gestacion.

Expresion de integrina a581 en dioro no gestante (NG) y placenta porcina fetal
en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 38: Determinacion de la DO de la integrina a581 en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NG) y el trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados. Barras con diferentes letras denotan

diferencias significativas (p<0,05).
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% AIM de integrina aSp1

Se determind la presencia de integrina a5B1 mediante la técnica de inmunoperoxidasa
indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de
placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se

determiné su %AIM.

Se realiz6 un andlisis de varianza entre las medias del %AIM de la expresion de la integrina
a5f1 en muestras de utero no gestante y gestante. La integrina aSBl aumentd
significativamente en la interfase placentaria (GM+GF, 22%; Tabla 4a, Anexo) cuando se la
compara con su expresion en tejido endometrial no gestante (NG, 6,11%) (Figura 39;
p<0,0001). El %AIM en placenta fetal (GF) de la integrina a5B1, fue significativamente
mayor que en placenta materna (GM) (%AIM: 26,33 vs 17,68; respectivamente; p<0,0001;

Figura 39; Tabla 4a, Anexo).
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Porcentaje de area inmunomarcada de la integrina a581 en utero no gestante
(NG), placenta porcina materna (GM) y placenta porcina fetal (GF).
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Figura 39: Determinacion del %AIM de la expresion de la integrina a5B1 en el epitelio luminal endo-
metrial no gestante (NG), placenta materna (GM) y placenta fetal (GF). Barras con diferentes letras

denotan diferencias significativas (p<0,05).
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%AIM de la integrina a5p1 en placenta materna
En placenta materna, la integrina aumento significativamente su %AIM a los 30 dg (30,06%;
p=<0,0001). A los 60 y 70 dg descendi6 significativamente su area de expresion (%oAIM:

17,01 y 1,07; respectivamente; Figura 40; Tabla 4b, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de la integrina a58 1 en dfero no gestante (NG)
¥ placenta porcina materna en diferentes perodos de gestacion.
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Figura 40: Determinacion del %AIM de la integrina a5B1 en el epitelio luminal endometrial no gestan-
te (NG) y el epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados. Barras con dife-

rentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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%AIM de la integrina a5p1 en placenta fetal

Se observaron diferencias significativas en el %AIM de la integrina a5p1 en placenta fetal
entre los distintos periodos gestacionales estudiados. Abarcé mayor area a los 30dg (37,28%,
p<0,0001), a los 60 y 114 dg disminuy6 significativamente su area de inmunomarcacion
(22,56% y 27,16%, respectivamente). A los 70 dg el area de expresion tuvo valores muy bajos

(%AIM: 3,87) (Figura 41; Tabla 4b, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de I3 integrina a5f1 en dtero no gestante (NG) y
placanta porcina fatal en diferentes periodos de gestacidn.
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Figura 41: Determinacion del %AIM de la integrina a5B1 en el epitelio luminal endometrial no gestan-
te (NG) y el trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

Densidad Optica (DO) de fibronectina (FN)

Se determind la presencia de la FN mediante la técnica de inmunoperoxidasa indirecta sobre
cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de placenta materna y

fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se determiné su DO.

Se realizd un andlisis de varianza entre las medias de las DO de la expresion de FN en
muestras de Utero no gestante y gestante. Se observo que la FN aumenta significativamente en
la interfase placentaria en relacion con su expresion en tejido endometrial no gestante (DO:
0,08 vs. 0,295; p<0,0001). En los periodos de gestacion estudiados, la expresion de FN fue
significativamente mas fuerte en el trofoblasto que en el endometrio (DO: 0,37 vs 0,22;

p<0,0001) (Figura 42; Tabla 5a, Anexo).

Expresion de Fibronectina en utero no gestante (NG), placenta porcina
materna (GM) y placenta porcina fetal (GF).
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Figura 42: Determinacién de la DO de la FN en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG), epi-
telio luminal endometrial gestante (GM) y trofoblasto (GF). Barras con diferentes letras denotan dife-

rencias significativas (p<0,05).
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Resultados

DO de la FN en placenta materna

En placenta materna, esta molécula aumentd su concentracion significativamente a los 30 dg,
comparada con utero no gestante (DO: 0,08; NG). A los 60 dg, la expresiéon de FN es
significativamente mayor que en utero NG (DO: 0,26), disminuyendo significativamente su
expresion a los 70 dg comparada con los valores de los 60 dg (DO: 0,16; p=<0,0001) (Figura

43; Tabla 5b, Anexo).

Expresion de Fibronectina an dtero no gestante (NG) y placenta porcirna matema oan
diferentes periodos de gestacion.
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Figura 43: Determinacion de la DO de FN en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y epite-
lio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DO de la FN en placenta fetal

Se observaron diferencias significativas en la expresion de la FN en placenta fetal entre los
distintos periodos gestacionales estudiados (Tabla 5b, Anexo). En trofoblasto, la expresion de
avB3 fue significativamente mayor a los 30 dg (DO: 0,3), 60 dg (DO: 0,54) y 114 dg (DO:

0,35), disminuyendo significativamente a los 70 dg (DO: 0,18) (p=<0,0001; Figura 44).

Expresion de Fibronectina en ttero no gestante (NG) y placenta porcina fetal en
diferentes periodos de gestacion.
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Figura 44: Determinacién de la DO de FN en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y
trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con

diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

% AIM de fibronectina (FN)

Se determind la presencia de FN mediante la técnica de inmunoperoxidasa indirecta sobre
cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de placenta materna y

fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se determind el %AIM.

Se realizd un analisis de varianza entre las medias del %AIM de la expresion de FN en
muestras de Utero no gestante y gestante. Se observé que la FN aument6 significativamente en
la interfase placentaria (GM+GF, 28,53%; Tabla 6a, Anexo) cuando se la compara con su
expresion en tejido endometrial no gestante (NG, 0,22%) (Figura 45; p<0,0001). El
comportamiento en placenta materna de la FN, con respecto a su area de inmunomarcacion,
durante la gestacion fue similar con respecto a lo observado en placenta fetal (p=0,2824);

Figura 45; Tabla 6a, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de Fibronectina en dtero no geastante (NG),
placenta porcina materna (GM) y placenta porcina fetal {GF).
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Figura 45: Determinacion del %AIM de FN en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG), epite-
lio luminal endometrial gestante (GM) y trofoblasto (GF). Barras con diferentes letras denotan dife-

rencias significativas (p<0,05).
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Resultados

%AIM de FN en placenta materna

En placenta materna, la FN aumento significativamente su %AIM a los 30 (33,02%) y 60 dg
(36,43%; p=<0,0001), con respecto al utero no gestante. A los 70 dg descendio
significativamente su area de expresion (14,85%; Figura 42; Tabla 6b, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de la Fibronectina en titero no gestante (NG) y
placenta porcinamatera en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 46: Determinacion del %AIM de FN en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y el
epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

%AIM de FN en placenta fetal

Se observaron diferencias significativas en el %AIM de FN en placenta fetal entre los
distintos periodos gestacionales estudiados. Abarcé mayor area a los 60 dg (40,07%), y
disminuyo significativamente a los 70 dg (9,17%). En el periodo a término (114 dg), la FN
aumentd nuevamente su area de inmunomarcacion, con un patréon similar que a los 30dg

(30,13% y 24,16%, respectivamente) (p<0,0001; Figura 47; Tabla 6b, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de la Fibronectina en ttero no gestante (NG) y
placenta porcina fetal en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 47: Determinacion del %AIM de la FN en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y el
trofoblasto (GF) de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con

diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Resultados

Densidad optica (DO) de laminina (LAM)

Se determind la presencia de laminina (LAM) mediante la técnica de inmunoperoxidasa
indirecta sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de
placenta materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se

determind la DO.

Se realiz6 un andlisis de varianza entre las medias de las DO de la expresion de LAM en
muestras de utero no gestante y gestante. Se determiné que LAM se expresd en niveles
basales en tutero no gestante (NG; DO: 0,01) y aument6 significativamente su expresion en
utero porcino gestante (GM; DO: 0,08). Durante la gestacion, en la interfase, la expresion de
laminina fue significativamente mayor en la placenta fetal que en la placenta materna (GF;

DO: 0,16; p<0,0001) (Figura 48; Tabla 7a, Anexo).
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Resultados

Expresion de Laminina an irtero no gastante (NG), placenta porcina matarna (GM)
¥ placenta porcina fetal {GF).
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Figura 48: Determinacion de la DO de la expresion de LAM en el epitelio luminal endometrial no

gestante (NG), epitelio luminal endometrial gestante (GM) y trofoblasto (GF). Barras con diferentes

letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DO de laminina en placenta materna

En placenta materna, la laminina aumentd su concentracion significativamente a los 30 dg,
comparada con utero no gestante (DO: 0,08 y 0,01; respectivamente). A los 60 dg, la
expresion de LAM fue significativamente mayor que en el resto de los periodos (DO: 0,13),
disminuyendo significativamente su expresion a los 70 dg (DO: 0,03; p=<0,0001) (Figura 49;

Tabla 7b, Anexo).

Expresion de Laminina en dtero no gestante (NG) y placenta porcina materna en
diferentes periodos de gestacidn.
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Figura 49: Determinacion de la DO de LAM en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y
epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg). Barras

con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DO de laminina en placenta fetal

En placenta fetal, el estudio de la DO de la expresion de LAM mostré diferencias
significativas entre los distintos periodos gestacionales estudiados (Tabla 7b, Anexo). La
expresion de la laminina en el trofoblasto fue significativamente mayor a los 30, 60 y 114 dg

(DO: 0,16; 0,22 y 0,2; respectivamente), que a los 70 dg (DO: 0,05) (p=<0,0001; Figura 50).

Expresion de Lamininaen ttero no gestante (NG) y placenta porcina fetal en diferentes
periodosde gestacion.
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Figura 50: Determinacion de la DO de la integrina LAM en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NG) y trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras

con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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%AIM de laminina (LAM)

Se determind la presencia de laminina mediante la técnica de inmunoperoxidasa indirecta
sobre cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de placenta
materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se determin6 su

%AIM.

Se realiz6 un andlisis de varianza entre las medias del %AIM de la expresion de LAM en
muestras de utero no gestante y gestante. E1 %AIM de laminina fue significativamente mayor
en la interfase placentaria (GM+GF, 16,71%; Tabla 7b, Anexo) que en el tejido endometrial
no gestante (NG, 1,29%) (Figura 51; p<0,0001). El %AIM de LAM en placenta fetal (GF),
fue significativamente mayor que en placenta materna (GM) (%AIM: 26,36 vs 7,06;

respectivamente; p<0,0001; Figura 51; Tabla 8a, Anexo).
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Porcentaje de drea inmunomarcada de [ aminina (LAM) en dterono gestante
(NG), placenta porcina matema (GV) y placenta porcing fetal {GF)L
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Figura 51: Determinacion del %AIM de la expresion de LAM en el epitelio luminal endometrial no

gestante (NG), placenta materna (GM) y placenta fetal (GF). Barras con diferentes letras denotan dife-

rencias significativas (p<0,05).
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%AIM de laminina en placenta materna

En placenta materna, la laminina aument6 significativamente su %AIM a los 60 dg (15,53%;
p=<0,0001). A los 30 y 70 dg su area de expresion fue significativamente menor (%AIM: 5,9

y 2,68; respectivamente; Figura 52; Tabla 8b, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de Laminina en ttero no gestante (NG) y
placenta porcinamaternaen diferentes periodos de gestacion.
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Figura 52: Determinacion del %AIM de LAM en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y el
epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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%AIM de laminina en placenta fetal

Se observaron diferencias significativas en el %AIM de LAM en placenta fetal entre los
distintos periodos gestacionales estudiados. Los valores mas elevados se encontraron a los 30,
60 y 114 dg (27,43%; 31% y 33,43%; respectivamente, p<0,0001). A los 70 dg el éarea de

expresion fue significativamente menor (8,66%) (Figura 53; Tabla 8b, Anexo).

Porcentaje de area inmunomarcada de Laminina en ditero no gestante (NG) y placen-
ta porcina fetal en diferentes perfodos de gestacion.
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Figura 53: Determinacion del %AIM de LAM en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y el
trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con dife-

rentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Densidad optica (DO) del colageno V (COLYV)

Se determiné la presencia de colageno V (COLV) mediante la técnica de inmunoperoxidasa
indirecta en cortes desparafinados de uteros de cerdas no gestantes y en muestras de placenta
materna y fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se determiné la

DO.

Se realizé un andlisis de varianza entre las medias de las DO de la expresion de COLV en
muestras de utero no gestante y gestante. Se determind que COLV se expresa en niveles
basales en utero no gestante (NG; DO: 0,05) y aument6 significativamente su expresion en la
interfase placentaria (DO GM+GF: 0,14; p<0,0001; Tabla 9a, Anexo). Durante la gestacion,
el colageno V tuvo un similar patrén de expresion tanto en el epitelio endometrial como en el

trofoblasto (GM: 0,14 y GF: 0,14) (Figura 54; Tabla 9a, Anexo).
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Expresion de Coldageno V en utero no gestante (NG), placenta porcina ma-
terna (GM) y placenta porcina fetal (GF).
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Figura 54: Determinacion de la DO de la expresion de COLV en el epitelio luminal endometrial no
gestante (NG), epitelio luminal endometrial gestante (GM) y trofoblasto (GF). Barras con diferentes

letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DO de colageno V en placenta materna

En placenta materna, el COLV aumento6 su concentracion significativamente a los 30 y 60 dg,
comparada con utero no gestante (DO: 0,18; 0,13 y 0,05; respectivamente). A los 70 dg, la
expresion de COLV disminuy6 significativamente (DO: 0,07; p=<0,0001) (Figura 55; Tabla

9b, Anexo).

Expresion de Coldgeno V en Utero no gestante (NG) y placents porcina matema en
diferentes penodos de gestacion.
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Figura 55: Determinacion de la DO de colageno V en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG)
y epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30dg, 60 dg, 70 dg). Ba-

rras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DO de colageno V en placenta fetal

En placenta fetal, el estudio de la DO de la expresion de COLV mostro diferencias
significativas entre los distintos periodos gestacionales estudiados (Tabla 9b, Anexo). La
expresion de COLV en el trofoblasto fue significativamente mayor a los 30, 60 y 114 dg (DO:
0,15; 0,22 y 0,16; respectivamente) y disminuyé significativamente a los 70 dg (DO: 0,06)

(p=<0,0001; Figura 56).

Expresion de Colageno Ven dtero no gestante (NG) y placenta porcina fetal en
diferentes periodos de gestacion.
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Figura 56: Determinacion de la DO del COLV en el epitelio luminal endometrial no gestante (NG) y
trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con dife-

rentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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%AIM de colageno V (COLYV)

Se determind la presencia de colageno V mediante la técnica de inmunoperoxidasa indirecta
en cortes desparafinados de tteros de cerdas no gestantes y en muestras de placenta materna y

fetal de los distintos periodos gestacionales seleccionados y luego se determind su %AIM.

Se realizo un andlisis de varianza entre las medias del %AIM de la expresion de COLV en
muestras de utero no gestante y gestante. El Coldgeno V aument6 significativamente su area
de expresion en la interfase placentaria (%AIM GM+GF: 22,16%; Tabla 10a, Anexo) cuando
se la compara con su expresion en tejido endometrial no gestante (NG: 6,88%) (Figura 57;
p<0,0001). El colageno V en placenta materna (GM), present6 similar area de expresion que
en placenta fetal (GF) (%AIM: 20,71 vs 23,62; respectivamente; p<0,0001; Figura 57; Tabla

10a, Anexo).



103
Resultados

Porcentaje de drea inmunomarcada de Coldageno Ven ttero no gestante (NG),
placenta porcinamatema(GM) y placenta porcina fetal (GF).
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Figura 57: Determinacion del %AIM de la expresion de COLV en el epitelio luminal endometrial no
gestante (NG), placenta materna (GM) y placenta fetal (GF). Barras con diferentes letras denotan dife-

rencias significativas (p<0,05).
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%AIM de colageno V en placenta materna

En placenta materna, el coldgeno aumento significativamente su %AIM a los 30 dg (32,53%;
p=<0,0001). A los 60 dg su area de expresion disminuy? significativamente (%AIM: 18,32) y

a los 70 dg disminuy6 atn mas (3,73%) (Figura 58; Tabla 10b, Anexo).

Porcentaje de drea inmunomarcada de Colageno V en ltero no gestante
(NG) y placenta porcina materna en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 58: Determinacion del %AIM de COLV en el epitelio luminal endometrial no gestante
(NQG) y el epitelio luminal endometrial de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60

dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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%AIM de colageno V en placenta fetal

Se observaron diferencias significativas en el %AIM de COLV en placenta fetal entre los

distintos periodos gestacionales estudiados. El Colageno V ocupd mayor area a los 30, 60 y

114dg (28,65%; 33,22% y 24,51%; respectivamente, p<0,0001). A los 70 dg el area de

expresion fue significativamente menor (5,58%) (Figura 59; Tabla 10b, Anexo).

Forcentajede drea inmunomarcada de Colageno V en Uters no gestante (NG)
placenta porcinafetal en diferentes perfodos de gestacian.
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Figura 59: Determinacion del %AIM del COLV en el epitelio luminal endometrial no gestante

(NG) y el trofoblasto de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114

dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DETERMINACION DE INTERLEUQUINAS

Determinacion de Interleuquina 1 beta (IL-1p)

Se determind la presencia de IL-1B en sueros, en homogenatos de uteros de cerdas no
gestantes (NGM) y en homogenatos de extractos placentarios maternos (HoPM) y fetales

(HoPF) de los distintos periodos gestacionales seleccionados.

Determinacion de IL-1f en suero

En la Tabla 11a (Anexo) se compararon los valores de IL-1B en suero entre cerdas no
gestantes (NGS) y gestantes (GS). Debido a la gran variabilidad entre los valores de esta
citoquina durante la gestacion, no se hallaron diferencias significativas entre ambos estadios
(1 vs. 76,5+49,1; p=0,5). (Figura 60; Tabla 11a, Anexo).

Concentracion de IL-18 en suero de cerdas no gestantes
(NGS) y suero de cerdas gestantes (GS).
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Figura 60: Concentracion de IL-1 (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGS) y suero de cerdas

gestantes (GS). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Se realiz6 un analisis de la varianza y un test de Tukey de las concentraciones de IL-1P en
muestras de suero de cerdas no gestantes y gestantes en los diferentes periodos de gestacion
(Tabla 11b, Anexo). Las concentraciones séricas de IL-1p fueron basales tanto en las cerdas
no gestantes como de 30 y 70 dias de gestacion (1 pg/ml). A los 114 dg, el valor de esta
citoquina se incremento significativamente en relacion al resto de la gestacion (306,25+53,55

pg/ml; p=0,0227) (Figura 64; Tabla 11b, Anexo).

Concentracion de IL-1pB {pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NG5S} y
suero de cerdas en diferentes periodos de gestacidn.
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Figura 61: Concentracion sérica de IL-1B (pg/ml) entre cerdas no gestantes (NGS) y diferentes perio-

dos gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias signi-

ficativas (p<0,05).
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Determinacion de IL-1§ en Homogenatos de Placenta Materna (HoPM)

Se realizd un andlisis de varianza entre las medias de las concentraciones de IL-1f en
extractos de utero no gestante (NGM) y gestante (HoPM). No se hallaron diferencias
significativas en los valores de IL-1p cuando se compard el ttero no gestante con la placenta
gestante, considerando la gestacion completa (19,82 vs. 149,48 pg/ml, p=0,3556) (Figura 62;
Tabla 1la, Anexo). Esto se debe a que a los 114 dg esta citoquina disminuyo
significativamente en placenta materna y su concentracion fue menor que en tejido uterino no
gestante.

Concentracion de IL-18 (pg/ml) en extractos de titero no
gestante (NGM) vy exiractos placentarios maternos (HoPM)
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Figura 62: Concentracion de IL-1p (pg/ml) en muestras de utero no gestante (NGM) y gestante

(HoPM) tomando la gestacion en bloque. Barras con diferentes letras denotan diferencias significati-

vas (p<0,05).
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Se realizo un andlisis de varianza de las concentraciones de IL-1B en extractos de ttero no
gestante y gestante en distintos periodos de gestacion. Se hallaron diferencias significativas en
la concentracion de IL-1p en homogenatos de placenta materna entre los diferentes periodos
gestacionales. La concentracion de IL-1B en HoPM se hallo significativamente mas elevada a
los 70 dg comparada con el periodo a término (114 dg) y utero no gestante (254,16 vs. 1y

19,82 pg/ml; p=0,0284) (Figura 63; Tabla 11b, Anexo).

Concentracion de IL-1f (pg/ml) en extractos de utero no gestante
(NGM) y extractos placentarios maternos en diferentes periodos de
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Figura 63: Concentracion de IL-1B (pg/ml) en muestras de ttero no gestante (NGM) y HoPM de los
periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras deno-

tan diferencias significativas (p<0,05).
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Determinacion de IL-1§ en Homogenatos de Placenta Fetal (HoPF)

La concentracion de IL-1B en placenta fetal realizd un pico en su concentracién a los 60 dg
(261,06 pg/ml), luego su concentracion bajé a los 70 dg (138,48 pg/ml) y descendid
significativamente a los 114 dg comparado con los 60 dg (1 pg/ml; p= 0,0012) (Figura 64;

Tabla 3b, Anexo).

Concentracién de IL-18 (pg/ml) en homogenatos de dtero no gestante
(NGM) y extractos placentarios fetales en diferentes periodos de

gestacion.
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Figura 64: Concentracion de IL-1p (pg/ml) en muestras de ttero no gestante (NGM) y HoPF en los
diferentes periodos gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan

diferencias significativas (p<0,05).
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Determinacion de Interleuquina 2 (IL-2)

Se determind la presencia de IL-2 en sueros, en homogenatos de tteros de cerdas no gestantes
(NGM) y en homogenatos de extractos placentarios maternos (HoPM) y fetales (HoPF) de los

distintos periodos gestacionales seleccionados.

Determinacion de IL-2 en suero

Se realiz6 un andlisis de varianza y un test de Tukey con los valores de IL-2 en suero entre
cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS). Debido a la gran variabilidad entre los valores de
esta citoquina durante la gestacion, no se hallaron diferencias significativas entre el suero de
cerdas no gestantes y el suero de cerdas gestantes, considerando la gestacion completa (72 vs.
816,78; p=0,12; Figura 65; Tabla 12a, Anexo).

Concentracion de IL-2 en suero de cerdas no gestantes (NGS) y
suero de cerdas gestantes (GS).
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Figura 65: Concentracion de IL-2 (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGS) y suero de cerdas

gestantes (GS). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).



112
Resultados

Se realizd un analisis de la varianza y un test de Tukey de las concentraciones de IL-2 en
muestras de suero de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS) en los diferentes periodos de
gestacion (Tabla 12b, Anexo). Se observé un aumento de la IL-2 tanto a los 30 dg (461 pg/ml)
como a los 70 dg (711 pg/ml), pero las diferencias no fueron significativas con respecto a los
60 dg (249 pg/ml) y suero de cerdas no gestantes (72 pg/ml). La concentracion de IL-2 en
suero de cerdas gestantes a los 114 dg (periodo a término) fue significativamente mas elevada
(2024pg/ml), que en el resto de los periodos de gestacion y los sueros de cerdas no gestantes

(p=0,00006) (Figura 66).

Concentracion de IL-2 (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGS) y suero de
cerdas en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 66: Concentracion sérica de IL-2 (pg/ml) entre cerdas no gestantes (NGS) y diferentes periodos
gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias significa-

tivas (p<0,05).
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Determinacion de IL-2 en Homogenatos de Placenta Materna

Se realiz6 un analisis de varianza entre las medias de las concentraciones de IL-2 en extractos
de utero no gestante (NGM) y gestante (HoPM). Debido a la gran variabilidad entre los
valores de esta citoquina durante la gestacion, no se hallaron diferencias significativas entre
los valores basales de IL-2 del utero no gestante (0 pg/ml) y la media de la concentracion en
extractos de placenta materna (139,5 pg/ml, p=0,1051), considerando la gestacion completa

(Figura 67, Tabla 12a, Anexo).

Concentracion de IL-2 en extractos de Gtero no gestante (NGM) y
extractos de placenta materna (HoPM)

186,67 A
137,781
E
=
S 38,891
o A
- S
40,001
-8,89 l_j T ,
NGM HoPM
Gestacion

Figura 67: Concentracion de IL-2 (pg/ml) en muestras de ttero no gestante (NGM) y HoPM tomando

la gestacion en bloque. Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Se realizd un analisis de varianza entre las medias de las concentraciones de IL-2 en extractos

de utero no gestante (NGM) y gestante (HoPM) en diferentes periodos de gestacion. La

concentracion de IL-2 en HoPM se hallo significativamente mas elevada a los 70 dg con

respecto al fin de la gestacion (114 dg) y tutero no gestante (367,5 vs. 30 y 0 pg/ml,

respectivamente; p=0,0382) (Figura 68; Tabla 12b, Anexo).

Concentracion de IL-2 (pg/ml) en homogenatos de utero no gestante (NGM) y
homogenatos placentarios maternos en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 68: Concentracion de IL-2 (pg/ml) en muestras de utero no gestante (NGM) y HoPM de los

periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras deno-

tan diferencias significativas (p<0,05).
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Determinacion de IL-2 en Homogenatos de Placenta Fetal

Se realiz6 un analisis de varianza entre las medias de las concentraciones de IL-2 en extractos
de utero no gestante y placenta fetal en diferentes periodos de gestacion. Se observaron
diferencias significativas en la concentracion de IL-2 en HoPF entre los distintos periodos
gestacionales estudiados. La concentracion de IL-2 en placenta fetal realizd dos picos, a los
30 (915 pg/ml) y 70 dg (2298 pg/ml). Los niveles de IL-2 disminuyeron significativamente en

el periodo a término (114 dg; 163,2 pg/ml) (p=<0,0001; Figura 65; Tabla 12b, Anexo).

Concentracionde IL-2 (pg/ml) en homogenatos de titero no gestante (NGM) y
homogenatos placentarios fetales de cerdas en diferentes periodos de

gestacion.
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Figura 69: Concentracion de IL-2 (pg/ml) en muestras de Gtero no gestante (NGM) y HoPF en funcion
de los diferentes periodos gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras

denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Determinacion de Interleuquina 4 (IL-4)
Se determind la presencia de IL-4 en sueros, en homogenatos de tteros de cerdas no gestantes
(NGM) y en homogenatos de extractos placentarios maternos (HoPM) y fetales (HoPF) de los

distintos periodos gestacionales seleccionados.

Determinacion de IL-4 en suero

Se realiz6 un andlisis de varianza y un test de Tukey con los valores de IL-4 en suero entre
cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS). Debido a la gran variabilidad entre los valores de
esta citoquina durante la gestacion, no se observaron diferencias significativas entre el suero
de cerdas no gestantes y el suero de cerdas gestantes (232 vs. 2441,45 respectivamente; p=
0,1634; Figura 70, Tabla 13a, Anexo).

Concentraciénde IL-2 (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGS) y suero
de cerdas gestantes(GS).
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Figura 70: Concentracion de IL-4 (pg/ml) en sueros de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Debido a que los valores séricos de las cerdas en distintos periodos de gestacion, no
cumplieron con el supuesto de homogeneidad de varianzas y normalidad, se realizd6 un
analisis de la varianza no paramétrica, Kruskal Wallis, analizando las concentraciones de 1L-4
en muestras de suero de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes en los diferentes periodos de
gestacion. Se observo un aumento significativo en la concentraciéon de la IL-4 a los 30
(2229,67 pg/ml), 70 (2319,33 pg/ml) y 114 dg (3929,67 pg/ml) con respecto a su
concentracion en suero de cerdas no gestantes (NGS) (232 pg/ml; p=0,0347) (Figura 71;

Tabla 13b, Anexo).

Concentracion de IL-4 (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGS) y sue-
ros de cerdas de diferentes periodos de gestacion.
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Figura 71: Concentracion sérica de IL-4 (pg/ml) entre cerdas no gestantes (NGS) y diferentes periodos
gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias significa-

tivas (p<0,05).
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Determinacion de IL-4 en Homogenatos de Placenta Materna
En el analisis del comportamiento de la IL-4 en tejido placentario materno, se observo que su

concentracion se mantuvo con valores similares durante el transcurso de la gestacion (p=0,32)

(Figura 72; Tabla 13b, Anexo).

Concentracion de IL-4 (pg/ml) en homogenatos de Utero no gestante (NGM) y
homogenatos placentarios porcinos maternos en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 72: Concentracion de IL-4 (pg/ml) en muestras de utero no gestante (NGM) y HoPM de los

periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras deno-

tan diferencias significativas (p<0,05).
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Al separar los periodos, solo se observd un aumento significativo a los 30 dg, comparado con

los niveles de IL-4 en utero no gestante (547 vs. 123 pg/ml, respectivamente; p=0,0211;

Figura 73; Tabla 13b, Anexo).

............. . Concentracion de IL-4 en extractos de litero no gestante (NGM) y extractos
de placenta materna a los 30 dg.
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Figura 73: Concentracion de IL-4 (pg/ml) en muestras de utero no gestante (NGM) y HoPM a los

30dg. Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Determinacion de IL-4 en Homogenatos de Placenta Fetal

Se realiz6 un analisis de varianza entre las medias de las concentraciones de IL-4 en extractos
de placenta fetal en diferentes periodos de gestacion. Se observd un aumento significativo a
los 70 dg (5260,5pg/ml). Los niveles de IL-4 disminuyeron significativamente a los 60 dg

(969 pg/ml) y en el periodo a término (114 dg; 803 pg/ml) (p=<0,0001; Figura 74; Tabla 13b,

Anexo).
Concentracién de IL-4 (pg/ml) en homogenatos de Utero no gestante (NGM) y
homogenatos placentarios porcinos fetales en diferentes periodos de
gestacion.
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Figura 74: Concentracion de IL-4 (pg/ml) en muestras de ttero no gestante (NGM) y HoPF en funcién
de los diferentes periodos gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras

denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Determinacion de Interleuquina 10 (IL-10)

Se determind la presencia de IL-10 en sueros, en homogenatos de uteros de cerdas no
gestantes (NGM) y en homogenatos de extractos placentarios maternos (HoPM) y fetales

(HoPF) de los distintos periodos gestacionales seleccionados.

Determinacion de IL-10 en suero

Se compararon los valores de IL-10 en suero entre cerdas no gestantes (NGS) y gestantes
(GS). Se observaron diferencias significativas entre los valores de ambos estadios (0,3 vs.

8,01; p=0,00006) (Figura 75; Tabla 14a, Anexo).

Concentracion de IL-10 (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes (NGS)
y gestantes (GS).
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Figura 75: Concentracion de IL-10 (pg/ml) en sueros de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS).

Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Se realiz6 un analisis de la varianza y un test de Tukey de las concentraciones de IL-10 en
muestras de suero de cerdas no gestantes y gestantes en los diferentes periodos de gestacion
(Tabla 14b, Anexo). La concentracion sérica de IL-10 fue significativamente mas elevada a
los 60 (15,53 pg/ml) y 114 dg (19,44 pg/ml), comparada con suero de cerdas no gestantes (0,3

pg/ml) y cerdas que cursaban los otros periodos de gestacion (p<0,0001) (Figura 76).

Concentracion de IL-10 (pg/ml) en suero de cerdas no gestantes
(NGS) y gestantes en diferentes periodos de gestacion.
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Figura 76: Concentracion sérica de IL-10 (pg/ml) entre cerdas no gestantes (NGS) y diferentes perio-
dos gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias signi-

ficativas (p<0,05).
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Determinacion de IL-10 en Homogenatos de Placenta Materna

Se realiz6 un andlisis de varianza entre las medias de las concentraciones de IL-10 en
extractos de utero no gestante (NGM) y placenta materna (HoPM). No se hallaron diferencias
significativas en los valores de IL-10 tisulares comparando cerdas no gestantes con cerdas
gestantes tomando la gestacion en conjunto (0,22 vs. 0,29 pg/ml, respectivamente; p=0,4311)

(Figura 77; Tabla 14b, Anexo).

Concentracion de IL-10 en extractos de ttero no gestante (NGM) y extractos de
placenta materna (HoPM)
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Figura 77: Concentracién de IL-10 (pg/ml) en muestras de ttero no gestante (NGM) y HoPM tomando

la gestacion en conjunto. Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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Se realizd un analisis de varianza entre las medias de las concentraciones de IL-10 en

extractos de utero no gestante (NGM) y placenta materna (HoPM) en diferentes periodos de

gestacion. La concentracion local endometrial de IL-10 fue similar entre las cerdas no

gestantes (0,22 pg/ml) y las cerdas que cursaban los diferentes periodos de gestacion

estudiados (p=0,9) (Figura 78; Tabla 14b, Anexo).

Concentracion de IL-10 (pg/ml) en homogenatos de utero no gestante
(NGM) y homogenatos de placenta materna de cerdas en diferentes pe-
riodos de gestacion.
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Figura 78: Concentracion de IL-10 (pg/ml) en muestras de utero no gestante (NGM) y HoPM de los

periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras deno-

tan diferencias significativas (p<0,05).



125
Resultados

Determinacion de IL-10 en Homogenatos de Placenta Fetal
Se realiz6 un analisis de varianza y un test de Tukey con los valores de IL-10 en extractos de
placenta fetal. No se observaron diferencias significativas en la concentracion de IL-10 en
HoPF entre los distintos periodos gestacionales estudiados (30 dg: 0,5 pg/ml; 60 dg: 0,33

pg/ml; 70 dg: 0,34 pg/mly 114 dg: 0,51 pg/ml; p= 0,68; Figura 79; Tabla 14b, Anexo).
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Figura 79: Concentracion de IL-10 (pg/ml) en muestras de HoPF en los diferentes periodos gestacio-

nales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas

(p<0,05).
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DISCUSION

Son numerosos los estudios realizados durante la gestacion en distintas especies, a fin de
comprender los mecanismos celulares y moleculares que permiten en la hembra gestante la
aceptacion, nutricion, desarrollo y sostén de un individuo genéticamente diferente, y de ese

modo llevar a cabo el éxito de la gestacion.

Este trabajo de tesis se realizd con el fin de aportar conocimientos acerca de la fisiologia
molecular reproductiva en la especie porcina. Pocos estudios evaluan la eficiencia placentaria
a través de diferentes pardmetros reproductivos, tales como la expresion de las integrinas y
sus ligandos en la interfase placentaria y la concentracion de interleuquinas placentarias y

sistémicas durante el desarrollo de la gestacion porcina.

Aun no se conocen indicadores que permitan diagnosticar a tiempo una futura posible
reabsorcion o pérdida embrionaria/fetal, y asi poder proporcionar un tratamiento adecuado
para generar un medio ambiente uterino favorable y aumentar la tasa de sobrevida prenatal en

esta especie.

Para que la gestacion progrese, es necesario que se establezca una interaccion entre el
conceptus 'y el endometrio, que involucra, entre otras moléculas, a las integrinas y sus
ligandos, que serian responsables del reconocimiento y anclaje de los epitelios materno y fetal

en la interfase placentaria porcina (Williamson y Koncurat, 2009; Vélez y col., 2014).

Pacheco (1999), define a las células citotrofoblasticas humanas (CTB) como invasivas, a
través de la expresion de ciertas integrinas en su membrana (a6p4), luego, el CTB localizado

mas profundamente en el endometrio decidualizado pierde su capacidad de expresar integrina
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a6P4, pero expresa la integrina aSP1, generando que la célula secrete fibronectina, para
adherirse y anclarse finalmente en el endometrio. Nuestro trabajo, realizado en una especie
con una placenta muy diferente, apoya esta teoria ya que hemos hallado en el trofoblasto de la
especie porcina la expresion de las integrinas avB3 y a5B1 durante la gestacion media y
tardia. Por su parte, Rashev y col. (2005), proponen que tanto la presencia de estas integrinas
como la de FN en la interfase feto-materna porcina temprana, detendrian la invasion del
trofoblasto al endometrio generando la placenta de tipo epiteliocorial. De acuerdo con
Damsky y col. (1994), este mecanismo de swifch en la expresion de integrinas y ligandos que
lleva a la adhesion de los tejidos a fin de evitar la invasion, sugiere que estd en gran medida
bajo el control autocrino, con el endometrio desempefiando un papel modulador; debido a que
estudios in vitro demostraron que cuando el trofoblasto porcino se cultiva en tejido renal tiene

un comportamiento invasivo (Perry y Rowlands, 1962).

No se hallaron trabajos que describan la expresion de la integrina avPp3 en la interfase
placentaria durante la gestacion porcina luego del periodo de implantacion. En nuestro
laboratorio Williamson y Koncurat (2009) determinaron, de un modo semicuantitativo, la
presencia de esta molécula en la placenta porcina, en distintos periodos de gestacion. En el
presente trabajo también se calculd su expresion de un modo cuantitativo, determinando la
densidad 6ptica de la inmunotincion y el porcentaje de drea inmunomarcada. A diferencia de
lo hallado por Williamson (2011), la expresion de la integrina avP3 se encontro elevada a los
30dg, tanto en su intensidad (reconocida por la DO), como en su extension (evaluada por el
%AIM), especialmente en el trofoblasto. Sin embargo, a los 60 dg la expresion de la integrina
avp3 se elevo aun mas, tanto en intensidad como en extension, y se hallé especialmente en el
epitelio luminal endometrial. Es s6lo hacia el final de la gestacion, a partir de los 70 dg, que la

expresion de la integrina avp3 disminuy6 significativamente. La discordancia entre nuestros
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hallazgos y los resultados previos se deberia a que en la presente tesis hemos trabajado con
anticuerpos monoclonales especificos de especie, mientras que los trabajos anteriormente
publicados determinaron la integrina con anticuerpos humanos. Esta integrina se halla
presente en las interacciones materno-embrionarias tempranas en numerosas especies: coneja
(Illera y col., 2003), ratén (Lessey y Arnold, 1998), mono Rhesus (Qin y col., 2003), ovinos
(Wan y col., 2011) y caprinos (Garcia y col., 2004), lo que sugeriria su rol en la placentacion
de especies de mamiferos euterios filogenéticamente muy distintas y con variados tipos de

placentacion.

La integrina a5B1 es un receptor promiscuo, tanto de fibronectina, fibrindgeno e invasina
como de colageno, de ahi su participacion en la formacion de la arquitectura tisular, la
vasculogénesis y la angiogénesis (Francis y col., 2002; Jimenez-Marin, 2002). En la gestacion
porcina Rashev y col (2005), hallaron esta integrina en la interfase feto-materna hasta el dia
35 dg, con una fuerte expresion en los epitelios que conforman la interfase. Coincidente con
ese estudio, en la presente tesis hemos hallado que la integrina a5B1 se expresdé con mayor
intensidad en la interfase placentaria, a los 30 dg; tanto en placenta materna como en la fetal,
siendo mds intensa en trofoblasto. No se han encontrado estudios de la expresion de la
integrina a5B1 en la IFM durante la gestacion porcina en los periodos posteriores a la
implantacion. En la presente tesis, se observo que, la integrina a5B1 disminuyo, tanto en su
intensidad de expresion como en su extension, en los epitelios que conforman la interfase, a
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 (Wilson y

Ford, 2001).
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La fibronectina es considerada en la gestacion humana y murina como una de las moléculas
claves que participa en la decidualizacion, angiogénesis e implantacion (Kayisli y col., 2005;
Kaloglu y Onarlioglu, 2010). En la especie porcina, se observd su expresion en la interfase
feto-materna durante la gestacion temprana hasta los 35 dg (Rashev y col., 2005). En la
presente tesis, encontramos que la expresion prosigue luego del periodo de implantacion y se
encuentra presente en la IFM, con predominio en el trofoblasto, a los 30 y 60 dg,
disminuyendo significativamente a los 70 dg. Tanto la densidad 6ptica de la inmunotincion a
fibronectina, como el porcentaje de area inmunomarcada, fueron mayores a los 60 dg.
Postulamos, al igual que Rashev y col (2005), que la fibronectina estaria formando parte de
los eventos involucrados en la adhesion de los epitelios trofoblastico y endometrial,
participando de la interdigitacion de las vellosidades placentarias, y permitiendo, de este
modo, la placenta epiteliocorial. Estos resultados apoyan los trabajos de Johansson y col
(1997) y nos permite postular que ésta seria una molécula que, participa en la angiogénesis y

vasculogénesis.

La laminina es el principal componente de la membrana basal durante las etapas tempranas
del desarrollo embrionario humano momento en que promueve la adhesion celular y la
angiogénesis; también se la ha observado en las membranas basales de las vellosidades
placentarias a término (Shan y col., 2015). Estudios realizados en placenta humana y murina
en gestacion temprana (Church, 1997; Kayisli y col., 2005; Kaloglu y Onarlioglu, 2010)
demostraron que el rol principal de la laminina es el de adhesion de las células epiteliales a la

lamina basal, ya que la encontraron ubicada en el estroma decidual y ldmina basal de las
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vellosidades placentarias, cordon umbilical, glandulas endometriales y vasos sanguineos. En
la presente tesis encontramos que la laminina se expreso en la interfase feto-materna porcina,
a los 30, 60 y 114 dg de forma leve. Ademas, en concordancia con los resultados de los
autores mencionados, se halld expresion fuerte en estroma endometrial, glandulas
endometriales, vasos sanguineos y membrana basal de las vellosidades placentarias tanto
maternas como fetales. Postulamos que en la placentacion porcina, la laminina se destaca por
cumplir su rol en la angiogénesis y en la adhesion de las células epiteliales de las vellosidades
a la lamina basal. Ademas participaria en la adhesion de los epitelios materno y fetal durante

la formacion y desarrollo de la interfase placentaria porcina a partir de los 30 dg.

Estudios realizados en humanos sugieren que el coladgeno V tendria un rol en la implantacion,
migracion y mantenimiento de la interfase durante la gestacion, al regular el correcto
desarrollo de la matriz extracelular de la decidua (Iwahashi y col., 1996; 1998). Sin embargo,
en nuestro trabajo observamos que el colageno V se expres6 levemente en la interfase feto-
materna, pero se halld fuertemente expresado en la MEC, formando parte de las vellosidades
en la placenta materna, y alrededor de los vasos en placenta fetal y materna (datos no
mostrados), por lo que postulamos que en la especie porcina el coldgeno V también cumple

un rol en el mantenimiento de la MEC materna durante la gestacion.

Mediante la determinacion cuantitativa de las integrinas y sus ligandos, tanto en intensidad de
expresion como en extension, en los epitelios maternos y fetales, se observd que s6lo dos de
las moléculas estudiadas, la integrina avB3 y la FN, tuvieron una fuerte expresion en dichas

estructuras.
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En trabajos anteriores postulamos que la integrina avB3, receptor de osteopontina,
vitronectina, fibronectina, entre otras moléculas, participaria en el desarrollo de la arquitectura
de la interfase feto-materna (Williamson, 2011; Vélez y col., 2014). Segin Erikson y col.
(2009), la osteopontina, uno de sus ligandos, es secretada por el endometrio porcino luego de
la liberacion de estrégenos como sefial de reconocimiento de la prefiez, y quedaria ubicada en
la interfase uniéndose a la integrina avp3, expresada por el endometrio, y a la integrina avp6
expresada por el trofoblasto. Asimismo, estudios llevados a cabo también en placenta porcina
por Sanchis y col. (2011) demostraron que la OPN se expresaba en endometrio en el periodo
de implantacidn y hasta los 30 dg, luego se negativiza. En discordancia con estos estudios, en
este trabajo, hemos hallado que la integrina avB3 se encuentra fuertemente expresada en
ambos epitelios de la interfase feto-materna porcina y lo mismo ocurre con otro de sus
ligandos, la fibronectina; lo que nos lleva a postular que seria la FN el ligando que completa
la union con su receptor, la integrina avp3, luego de los 30 dg cuando no habria OPN en la

interfase.

Los estudios hallados sobre la expresion de la integrina av3 y la FN durante la placentacion
temprana porcina ofrecen resultados controversiales. Tuo y Bazer (1996) hall6 una fuerte
expresion en los epitelios de la interfase feto-materna y también en el epitelio glandular del
endometrio, estos hallazgos fueron similares a los encontrados por Rashev y col. (2005) y
Bowen y col. (1996) quienes estudiaron estas moléculas hasta los 15 dg, y solo hallaron
expresion de FN en el trofoblasto y de la integrina avPB3 en la interfase. En nuestro
laboratorio, tanto la integrina avf3 como la FN fueron detectadas a los 30 dg so6lo en las
células del trofoblasto y en las epiteliales luminales endometriales y no se observo
inmunotincion en las células epiteliales glandulares en ningun estadio. Quizas la discrepancia

con dichos autores se debe a que ellos trabajaron con anticuerpos de otra especie, ademas,
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Bowen y col. (1996) realizaron la técnica de inmunofluorescencia indirecta, técnica que en el
tejido porcino genera cierto error ya que la placenta porcina autofluorece (Keys y col., 1989;

Williamson, 2011).

No se encontr6 documentacion acerca de la expresion de la integrina avPB3 y FN en la
interfase feto-materna durante el desarrollo posterior de la gestacion porcina, y a pesar de la
diferencia en algunos de los resultados, en general coincidimos con Tuo y Bazer (1996),
Bowen y col. (1996) y Rashev y col. (2005) cuando postulan que la integrina avp3 y la FN
funcionarian como “moléculas puente” entre el epitelio endometrial luminal y el trofoblasto
durante la gestacion porcina, lo que permitiria a estos dos tejidos anclarse y mantenerse
unidos para establecer una interfase exitosa, proceso que no solo acontece durante estas etapas
tempranas de la prefiez, sino que se mantiene hasta los 60 dg. Segiun Singh y col. (2001) esta
integrina participa en la angiogénesis de los concepti, lo que explicaria su presencia en la
placenta porcina a los 30 y 60 dg. Ademas, se ha comprobado que genera supresion de la
apoptosis, lo que coincide con los estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio por
Cristofolini (2010) que demostr6é que la mayor remodelacion placentaria por apoptosis ocurre
a los 70 dg. Coincidiendo con esos resultados, nosotros hallamos a los 70 dias de gestacion
una disminucion notable en la expresion de la integrina y su ligando, tanto en trofoblasto

como cé¢lulas epiteliales luminales del endometrio.

La presente tesis incluye, por primera vez, el analisis de la expresion de las integrinas y sus
ligandos, durante diferentes etapas de la gestacion porcina, en base a dos modos diferentes:
semicuantitativo, calificando su expresion segin la intensidad de la coloracion marron
generada por el revelador utilizado; y de un modo cuantitativo, utilizando sobre las imagenes
tomadas, un software que determino tanto la intensidad de tincion (calculada por la DO) como

la extension de la expresion de dichas moléculas (calculada por el %AIM). Cabe destacar que
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esta observacion de los resultados de un modo cuantitativo, permitid el analisis estadistico de
los resultados y se pudieron analizar las moléculas mas objetivamente. Se pudo observar
también, que si bien el modo semicuantitativo es subjetivo, hubo relacion respecto al valor de
la DO con las variables leve-moderado-fuerte. También tenemos que destacar que el analisis
del patron de expresion seria un método complementario al cuantitativo, ya que nos permite
observar de qué modo se encuentran expresadas las moléculas. Més alla de la evaluacion en
intensidad y extension fue importante el analisis cualitativo que permitié saber reconocer la
localizacion y el patron de la expresion, por ejemplo: en parches, en apical o en basal de las

células.

Se sabe que la placenta es un o6rgano transitorio integrado por estructuras de origen fetal y
materno, y que participan en su adhesion las integrinas y sus ligandos. Sin embargo, existen
mas moléculas involucradas en el mantenimiento de la arquitectura y placentacion exitosa, ya
que, particularmente el trofoblasto porcino se halla en intimo contacto con el epitelio uterino,
donde se encuentran los antigenos fetales en contacto con los tejidos maternos, lo que genera
que durante la gestacion, el sistema inmune materno sea regulado hacia un tipo de respuesta
inmunosupresora, tipo Th2-Th3-Trl generando asi la tolerancia materna (Barafnao, 2010). En
concordancia con lo revisado por Baranao (2010), en la presente tesis hemos hallado en el
estudio de las citoquinas, tanto séricas como placentarias, un patron proinflamatorio-
antinflamatorio que seguiria el modelo postulado por Raghupathy (2001). Tampoco se han
encontrado trabajos que expresen los niveles de IL-1B, IL-2, IL-4 e IL-10 en distintas etapas

de la gestacion porcina.
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Es conocido el rol de la IL-1B en el periodo de implantacion; especificamente en porcinos
numerosos trabajos en dejan en claro su participacion en el desarrollo del trofoblasto en la
gestacion temprana y en su comunicacion con el endometrio, procesos necesarios para una
correcta implantacion (Ross y col, 2003; Mathew, 2014). Sin embargo, pocos estudios
analizan los niveles fisioldgicos de la IL-1B en cerdas durante el resto de la gestacion. Con
respecto a los niveles locales placentarios de la IL-1p durante la gestacion porcina; Tuo y col.
(1996) hallaron expresion de ARNm en conceptus y placenta fetal, desde los 11 dg hasta los
45 dg, luego sus niveles bajaron significativamente. Sin embargo, en este trabajo de tesis, se
encontro que la IL-1p presentd un pico en su concentracion en placenta fetal a los 60 dg y en
placenta materna a los 70 dg; luego su concentracion disminuy6 a los 114 dg. El periodo
comprendido entre los 60 y los 70 dias es un momento de cambios importantes en la gestacion
porcina. A los 60 dg la placenta finaliza su crecimiento exponencial, con generacion de
vellosidades secundarias y terciarias, para poder sostener el peso de los fetos, que pronto
comenzaran su etapa de crecimiento exponencial. Ademads entre los 60 dg y los 70 dg, se
produce la etapa de mayor remodelacion placentaria (Cristofolini, 2010). El pico de IL-1p,
tanto en placenta fetal a los 60 dg como en placenta materna a los 70 dg, sugiere que se
necesitaria en la interfase feto-materna un ambiente de tipo proinflamatorio, para regular la

apoptosis y la proliferacion celular tan necesarias en este momento de la placentacion porcina.

En humanos y bovinos, se ha demostrado que durante el parto normal o prematuro existe un
aumento de citoquinas como IL-1B, IL-2, TNFa, IFNy, IL-8 e IL-12 en tejido cervical; hecho
que favoreceria la activacion de macrofagos, neutrofilos y células NK. Estas citoquinas
producirian un aumento de prostaglandinas que facilitarian las contracciones uterinas y de
metaloproteasas que facilitarian el desgarro y dilatacion cervical (Sennstrom y col., 2000;

Winkler y col., 1999a, 1999b; Van Engelen y col., 2009; Young y col., 2002). Nosotros hemos
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observado, en el presente trabajo, que los niveles séricos de IL-1p permanecen basales durante
la gestacion pero que aumentan significativamente al final de la misma, probablemente, con el
unico objetivo de activar el sistema inmune pro-inflamatorio a fin de preparar la expulsion de
las placentas en el parto. Estos resultados demuestran que, independientemente del tipo de
placenta y de la invasividad del trofoblasto durante la gestacion, para que se genere el parto en
los mamiferos euterios, se genera un ambiente utero-placentario proinflamatorio al final de la

gestacion.

Considerando a la IL-2 una potente citoquina tipo Thl, estudios en ratones revelaron
que la sobreexpresion de la IL-2, inhibe la viabilidad de la gestacion (Tezabwala y col., 1989).
En placenta humana, la IL-2 no se detecta en los sitios de implantaciéon (Verma, 2000), y las
mujeres cuyas concepciones terminan en aborto tienen niveles séricos y endometriales de 1L-2
significativamente mas elevados (Marzi y col., 1996; Lim y col., 2000). También se demostrd
que las mujeres con concentraciones séricas elevadas de IL-2 durante el primer trimestre de la
gestacion posteriormente desarrollaron preeclampsia (Hamai y col, 1997). No se han hallado
trabajos acerca del comportamiento de esta citoquina en otras especies. A diferencia de lo
encontrado en la especie humana, en placenta porcina fetal se generan dos picos de
concentracion de IL-2, uno menor, a los 30 dg y uno mayor a los 70 dg. Este hallazgo apoya
la hipotesis de que a los 30 dg se debe generar un ambiente proinflamatorio local controlado
en la interfase feto-materna, debido a la necesaria remodelacion placentaria coincidente con
un momento de gran desarrollo de sus vellosidades (Wooding y Burton, 2008) y con el inicio
de la osificaciéon embrionaria. Como ya postulamos en parrafos previos, a los 70 dg en

placenta porcina también se necesitaria un ambiente proinflamatorio, controlado y local, que
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permita la remodelacion placentaria necesaria para el sostenimiento del posterior crecimiento

exponencial de los fetos.

Con respecto a los niveles séricos y endometriales, contrariamente a lo que ocurre en la
gestacion humana y murina, se observo que durante la gestacion porcina la concentracion de
IL-2 acompafia al patron expresado por la placenta fetal, aunque con valores menores. Cabe
destacar que en el periodo a término, las concentraciones locales y sistémicas se invierten, es
decir que tanto en placenta materna como en la fetal, los valores disminuyen a niveles basales,
mientras que en suero la IL-2 aumenta significativamente. En base a estos resultados se
sugiere que los elevados niveles séricos de esta citoquina a los 114 dg serian necesarios para
generar los eventos moleculares que desencadenan el parto y la expulsion de las placentas, tal
como se ha observado en la revision en humanos con respecto a la presencia de distintas

citoquinas proinflamatorias en el momento del parto (revisado en Barafiao 2010).

No hemos hallado trabajos que reporten la presencia de la IL-4 durante la gestacion
porcina. Las citoquinas asociadas a una respuesta Th2, como la IL-4, contribuyen a la
implantacion del embrion, desarrollo de la placenta y supervivencia del feto hasta el término
de la gestacion en humanos y murinos (Dealtry y col., 2000). Se afirma que en la mayor parte
de la gestacion normal hay un predominio de las citoquinas Th2 sobre las Thl, a fin de crear
cierto grado de inmunosupresion celular, que permita el desarrollo feto-placentario
(Wegmann, 1993; revisado por Baranao, 2010). De acuerdo con lo propuesto por dichos
autores, en porcinos, la IL-4 estd presente en la interfase feto-materna durante la gestacion.
Sus niveles en placenta materna fueron bajos y constantes a lo largo de la prefiez, pero en

placenta fetal fueron elevados, especialmente a los 30 dg y 70 dg. Estudios en placenta
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humana, plantean que la IL-4 podria ser necesaria durante la invasion trofoblastica (Omu y
col., 1999), ya que solo se ha hallado una débil expresion de IL-4 en el trofoblasto durante el
primer trimestre y sus niveles son practicamente indetectables a término (Hanna y col., 2000).
Si bien no hemos determinado los niveles placentarios de IL-4 en el periodo de implantacion
porcina, en la presente tesis, encontramos que tanto a los 30 dg como a los 70 dg en placenta
fetal, la presencia de IL-4 seria necesaria, ya que sus niveles fueron elevados; y en el periodo
a término disminuyeron significativamente, esta ultima observacion estaria relacionada con el
ya mencionado cambio hacia una respuesta proinflamatoria que ocurre alrededor del momento
del parto. También en concordancia con lo observado por Hanna y col. (2000) en placenta
materna humana; en placenta materna porcina tampoco se detectaron niveles de IL-4. Lo que
indicaria que la placenta fetal seria la fuente principal de la IL-4 hallada en la placenta durante

la gestacion.

Los resultados encontrados por distintos autores sobre la concentracion de esta
interleuquina en sangre periférica son variables. Hanna y col., (2000) hallaron que las
concentraciones séricas de IL-4 durante la gestacion, fueron equivalentes a los de la mujer no
gestante. Contrariamente a ese resultado, Molina Vilchez y col. (2000) hallaron que la 1L-4 se
elevo en el suero de mujeres con embarazo normal durante el segundo y tercer trimestre.
Nuestros resultados en porcino también muestran incrementos de los niveles séricos de 1L-4
durante la prefiez que en este caso acompanaron el patron generado por la placenta fetal,

haciendo picos en su concentracion a los 30 y 70 dg.

Cabe destacar, que al igual que ocurria con la IL-2 en el periodo a término, la
concentracion de IL-4 en placenta y en suero se invirtio, es decir, disminuyd a niveles basales
en placenta y se elevo significativamente en suero. Se sabe que la IL-4 es un potente inhibidor

de los linfocitos Thl, ya que impide la liberacion de citocinas proinflamatorias por los
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monocitos activados, y es reguladora de los linfocitos CDS citotoxicos (Molina Vilchez y col.,
2000). Con base a los resultados analizados en este trabajo respecto a la IL-4, sugerimos que
esta citoquina tiene que estar presente en la IFM, a fin de regular el ambiente proinflamatorio
instalado por las citoquinas anteriormente analizadas, en los periodos de mayor remodelaje
placentario. Su presencia elevada en suero a término, también seria necesaria para regular la
respuesta inmunoldgica de tipo Thl al momento del parto, tal como lo planteado por Molina

Vilchez y col. (2000) en su investigacion con mujeres gestantes.

No hemos encontrado estudios que evaluien la presencia y el rol de la IL-10 durante el
transcurso de la gestacion porcina. La IL-10, ha sido ampliamente estudiada en humanos y
raton (Rinehart y col., 1999; Barrera y col., 2007; Makris y col., 2006; Kalkunte y col., 2011),
determinando su rol en la gestacion y su importancia dentro los mecanismos moleculares que
interviene en la regulacion de la inmunotolerancia embrionaria. Se sabe que en las especies
humana y murina juega un papel vital en el mantenimiento del equilibrio de la respuesta
inmune antiinflamatoria y pro-inflamatoria en la interfase feto-materna (Rinehart y col.,
1999), pudiendo reestablecer la inmunotolerancia en una gestacion bajo un ambiente
proinflamatorio (Jensen y col., 2013), y se demostrd que puede atenuar experimentalmente la
restriccion del crecimiento fetal y la posterior muerte (Rivera y col, 1998). A diferencia de lo
hallado en placenta humana, en que se encontraron elevadas concentraciones de IL10 durante
la gestacion (Hanna y col., 2000), en placenta porcina, tanto materna como fetal, los niveles
de esta citoquina fueron casi indetectables. Sin embargo, en suero se hallaron dos picos
significativos en su concentracion, a los 60 dg y a los 114 dg. Apoyando la teoria planteada
por Jensen y col. (2013) en su trabajo con ratones, la elevada concentracion sérica de IL-10

hallada en la especie porcina a los 60 dg, en comparacion a los valores dosados en tejido
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placentario, probablemente se explica en su rol regulador del accionar de las células del
sistema inmune innato y adquirido materno a fin de proteger el aloinjerto fetal; como asi
también proteger a la madre a nivel sistémico del perfil proinflamatorio local que se generara

entre los 60 y 70 dg.

En coincidencia con lo encontrado por Makris y col (2006), quienes en humanos no
hallaron relacion entre los niveles placentarios de IL-10 y los séricos; nosotros tampoco vimos
relacion entre ambas concentraciones; esto parece demostrar que la placenta no seria la fuente

principal de la IL-10 circulante.

Las distintas citoquinas se producen en diferente cuantia segin el momento de la
gestacion en el que las analicemos. En porcinos, al igual que se encontré en humanos (Hanna
v col., 2000) hallamos que tanto las citoquinas pro como las antinflamatorias son expresadas
tanto en sangre periférica materna como en placenta; por lo que no parece que, como se
pensaba anteriormente, el sistema inmune materno est¢ comprometido durante el embarazo.
Asi, en nuestro laboratorio, Williamson (2011) demostro altos niveles de INF-y, IL-6, IL-12 ¢
IL-15 a los 32 dg en placenta fetal porcina. Coincidiendo, y a la vez complementando el
trabajo de Williamson, hallamos que las IL-1b, IL-2 e IL-4 se elevaron a los 30 dg en la
interfase placentaria. También observamos que la concentracion de estas moléculas se elevo
en el tejido a los 60 y 70 dg y disminuyeron significativamente a término; periodo en el cual
aumentaron significativamente en suero. A los 60-70 dg se producen profundos cambios
estructurales placentarios que permiten el crecimiento exponencial de los fetos (Cristofolini,
2010), por lo que estas citoquinas serian necesarias durante esta etapa en la interfase, para

favorecer los mecanismos moleculares y celulares que permiten la remodelacion placentaria.
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La IL-10, citoquina inmunomoduladora, se elevo significativamente en suero a los 60 dg y a
término (114 dg), etapas en la gestacion porcina donde predomina un perfil inmunologico

proinflamatorio.

Cabe destacar que, con base a los resultados obtenidos en este trabajo, hallamos relacion
entre el sistema inmunoldgico y el patrén de expresion de la integrina avp3 y su ligando, la

fibronectina en la interfase feto-materna.

En una gestacion exitosa, los 30 dg es una etapa en que la placenta se encuentra en
pleno desarrollo de sus vellosidades y es considerada como el inicio de la osificacion y del
desarrollo del sistema inmunologico fetal (Butler y col., 2009). Por otro lado, a los 60 dg se
alcanza el mayor crecimiento placentario y desarrollo de las vellosidades placentarias
secundarias y terciarias (Wooding y Burton, 2008). A partir de ese momento, son los fetos los
que comienzan a crecer de manera exponencial con respecto al desarrollo de la placenta. En
nuestro laboratorio, estudiando apoptosis, hemos podido demostrar que las mayores
remodelaciones celulares placentarias se presentan hacia el dia 70 de gestacion (Cristofolini,
2010). Asi, la integrina avB3 y la fibronectina, estudiadas en este trabajo de tesis muestran, en
general, un patron de expresion que acompaiia a dichas etapas cruciales en la gestacion
porcina, presentando una expresion fuerte en la interfase feto-materna, a los 30 y 60 dg; este
resultado sugiere que estas moléculas estarian involucradas en la adhesion de la interfase feto-
materna hasta ese periodo. La disminucion de su expresion a los 70 dg, coincide con el
momento en la gestacion porcina donde ocurre la mayor tasa de apoptosis y proliferacion
celular a modo de reestructuracion placentaria. Para que ocurra apoptosis deben romperse las
uniones entre las células y entre éstas y la matriz (entre ellas los contactos focales,
desmosomas, hemidesmosomas, etc), lo que requiere la disminuciéon de las moléculas de

adhesion (Alberts y col., 2016).
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En trabajos realizados en nuestro laboratorio (Vélez y col, 2017), en cuanto al
comportamiento de la integrina avp3 y la FN respecto a las hormonas de la gestacion, hemos
hallado que durante la gestacion porcina, a los 60 dg se mantiene una fuerte expresion de la
integrina y su ligando en la interfase placentaria, esto coincide con la baja concentracion
sérica y tisular de E2 y los altos niveles de P4. A partir de los 70 dg hasta los 114 dg el
aumento significativo de E2 y la disminucion de P4, coincidié con la disminuciéon en la
expresion de avpB3 y FN tanto en células del epitelio luminal endometrial como en el
trofoblasto. Asimismo a partir de los 70 dg el aumento significativo de E2 sérico y en
extractos placentarios se relacion6 con la disminucion de expresion de avB3 y de FN tanto en
el endometrio como en el trofoblasto. En base a los resultados obtenidos en el presente
trabajo, postulamos que los elevados niveles de P4 encontrados previamente en el transcurso
de la gestacion porcina, regularian la expresion de la integrina avB3 y la FN en la interfase
placentaria, permitiendo que ambas estructuras se mantengan unidas hasta los 70 dg, por estas
moléculas. Se postula que al final de la prefiez, la saturacion de E2 inhibiria la expresion de la
integrina y su ligando en el epitelio endometrial a fin de preparar la expulsion de las

placentas.

Con respecto a la IL-1B no solo estaria presente en la interfase placentaria porcina por su
comportamiento proinflamatorio a los 30 dg, sino que estaria participando en su rol de
regulador de las moléculas de adhesion, tal como lo describe Mathew (2014). En esta etapa es
donde se observa la mayor densidad Optica tanto de la integrina avp3, como de su ligando, la
fibronectina; este resultado sugiriere que éstas serian fundamentales para el sostenimiento de
la estructura placentaria y necesitarian a la IL-1B como regulador de la expresion de la

integrina avB3, y de la FN, asi como también serian reguladas por la P4 (Vélez y col. 2017).
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Ademéds, encontramos que a los 60 dg la IL-1P presenta un pico de concentracion en la
placenta al igual que ocurre con la integrina avp3, lo que nos permite postular que la elevada
expresion de avB3 a los 60 dg también estaria regulada por la IL-1B. Por otra parte, Yaful
(2009) demostro que la placenta fetal es una fuente de progesterona durante este periodo
gestacional, por lo que proponemos, al menos, una doble dependencia de la integrina avp3 y
la FN, tanto de la IL-1p como de la progesterona, también en este periodo de gestacion. La
fuerte presencia de IL-2 y 4 en placenta fetal a los 70 dg, regularia negativamente a estas

moléculas de adhesion, ya que predomina un ambiente pro-apoptotico.

Es necesario continuar con los estudios de las moléculas de adhesion y sus ligandos que
participen en la construccion de la interfase feto-materna no invasiva de la especie porcina, ya
que hemos encontrado etapas en donde las moléculas estudiadas en este trabajo de tesis no
estan presentes, y serian otras moléculas las que tomen el rol fundamental de adhesion de
ambos epitelios. También cabe destacar que seria necesario seguir investigando su regulacion,
con el objetivo final de poder crear estrategias que permitan reestablecer el balance
inmunologico en cerdas con tasa de reabsorcion embrionaria temprana o pérdida fetal muy
elevada, producto de una incompleta tolerancia inmunologica, tal como lo postularon Jensen y

col. (2013) en ratones.



143
Discusion y Conclusiones

Conclusiones

Dentro de las integrinas y ligandos estudiadas en esta tesis, solo la integrina avp3 y la

fibronectina presentaron una expresion fuerte en la interfase feto-materna.

La integrina a5B1, la laminina y el colageno tipo V, se expresaron mayormente en la
matriz extracelular del endometrio, la membrana basal, alrededor de los vasos y en el
tejido conectivo que conforma la vellosidades, por lo que postulamos que estas moléculas
estarian cumpliendo un rol crucial en el desarrollo y mantenimiento de la arquitectura

placentaria y angiogénesis.

La integrina avP3 y su ligando, la fibronectina, estarian involucrados en los mecanismos
moleculares que participan en la adhesion y fijacion de los epitelios que conforman la

interfase feto materna en la gestacion porcina, hasta los 60 dg.

Los resultados demostraron que la IL-1 se hallo presente en la interfase feto-materna du-
rante la gestacion porcina en los periodos de mayor remodelaje tisular placentario (60-70
dg), y en suero a término, probablemente para facilitar la expulsion de las placentas duran-

te el parto.
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En la especie porcina, la IL-2 pareceria cumplir un rol fundamental durante la gestacion;
ya que se observo que en placenta fetal hubo niveles elevados de esta citoquina proinfla-

matoria.

Las IL-2 e IL-4 se hallan presentes en la placenta fetal principalmente a los 70 dg, periodo
en el cual se produce la mayor remodelacion placentaria; y en suero a término, probable-

mente para intervenir en la expulsion de las placentas durante el parto.

La elevada concentracion de IL-2 e IL-4 en placenta fetal a los 70 dg, sugiere que estas
moléculas estarian siendo sintetizadas de novo por parte del trofoblasto durante la apopto-

sis.

La presencia sistémica de la IL-10 permitiria la regulacion de la respuesta inmune durante

la gestacion porcina.

Este trabajo muestra algunas de las relaciones entre las moléculas de adhesion y las
citoquinas durante la gestacion porcina. Se necesitan mas estudios que analicen otras
sustancias, para comprender mejor, en la especie porcina, cuiles son las moléculas
de adhesion y sus ligandos que estian involucradas, de qué manera participan en el
mantenimiento de la interfase placentaria en la etapa de gestacion tardia y quien las

regula.
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ANEXO

Determinacion de la integrina avf3
Tabla 1a: Media de la densidad 6ptica (DO) de Integrina avp3 en epitelio luminal endome-
trial de ttero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna (GM) y el

trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiologico DO avp3
NG 0,03
GM 0,36
GF 0,35

Tabla 1b: Media de la densidad 6ptica (DO) de la integrina avB3 del epitelio luminal endo-
metrial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias de gesta-

cion.

Interfase Placentaria
DO avp3
Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 0,03
30 dg 0,23 0,34
60 dg 0,6 0,49
70 dg 0,24 0,24
114 dg 0,14
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Tabla 2a: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de Integrina avp3 en epitelio luminal

endometrial de utero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna

(GM) y el trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiologico %AIM avp3
NG 0,3
GM 35,85
GF 28,69

Tabla 2b: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de la integrina avp3 del epitelio lumi-

nal endometrial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias de

gestacion.

Interfase Placentaria
%AIM avp3 — : :
Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 0,3
30 dg 33,76 33,71
60 dg 47,66 28,85
70 dg 24,01 12,41
114 dg 10,54
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Determinacion de la integrina aSp1
Tabla 3a: Media de la densidad 6ptica (DO) de Integrina a5B1 en epitelio luminal endome-
trial de ttero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna (GM) y el

trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisioldgico DO a5p1
NG 0,07
GM 0,09
GF 0,13

Tabla 3b: Media de la densidad 6ptica (DO) de la integrina aSB1 del epitelio luminal endo-
metrial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias de gesta-

cion.

Interfase Placentaria
DO a5p1
Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 0,07
30 dg 0,15 0,19
60 dg 0,06 0,11
70 dg 0,02 0,04
114 dg 0,13
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Tabla 4a: Porcentaje de drea inmunomarcada (%AIM) de Integrina a5f1 en epitelio luminal
endometrial de utero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna

(GM) y el trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiologico %AIM a5p1
NG 6,11
GM 17,68
GF 26,33

Tabla 4b: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de la integrina a5p1 del epitelio lumi-
nal endometrial y el trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias

de gestacion.

Interfase Placentaria

%AIM a5B1 — - -
Epitelio luminal endometrial | Trofoblasto

NG 6,11
30 dg 30,06 37,28
60 dg 17,1 22,56
70 dg 1,07 3,87

114 dg 27,16
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Determinacion de la Fibronectina
Tabla 5a: Densidad Optica (DO) de Fibronectina (FN) en epitelio luminal endometrial de
utero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna (GM) y el trofo-

blasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiologico DO FN
NG 0,08
GM 0,22
GF 0,37

Tabla 5b: Medias de densidad 6ptica (DO) de fibronectina (FN) analizadas en el epitelio lu-
minal endometrial y el trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: No gestante. dg:

dias de gestacion.

Interfase Placentaria
DO FN
Epitelio luminal endometrial | Trofoblasto
NG 0,08

30 dg 0,23 0,3

60 dg 0,26 0,54

70 dg 0,16 0,18
114 dg 0,35
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Tabla 6a: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de FN en epitelio luminal endometrial
de utero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna (GM) y el

trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiologico %AIM FN
NG 0,22
GM 30,08
GF 26,99

Tabla 6b: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de fibronectina (FN) del epitelio lu-
minal endometrial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias

de gestacion.

Interfase Placentaria
%AIM FN
Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 0,22
30 dg 33,02 30,13
60 dg 36,43 40,07
70 dg 14,85 9,27
114 dg 24,16
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Determinacion de la Laminina
Tabla 7a: Densidad Optica (DO) de Laminina (LAM) en epitelio luminal endometrial de tte-
ro no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna (GM) y el trofoblas-

to de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiolégico DO LAM
NG 0,01
GM 0,08
GF 0,16

Tabla 7b: Media de la densidad optica (DO) de laminina (LAM) del epitelio luminal endo-
metrial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias de gesta-

cion.

Interfase Placentaria
DO LAM
Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 0,01
30 dg 0,08 0,16
60 dg 0,13 0,22
70 dg 0,03 0,05
114 dg 0,2
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Tabla 8a: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de Laminina en epitelio luminal en-
dometrial de utero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna

(GM) y el trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisioldgico %AIM LAM
NG 1,29
GM 7,06
GF 26,36

Tabla 8b: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de LAM del epitelio luminal endome-

trial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias de gestacion.

. Interfase Placentaria
AAIMLAM Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 1,29
30 dg 5.9 27,43
60 dg 15,53 33,43
70 dg 2,68 8,66
114 dg 31
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Determinacion de Colageno V
Tabla 9a: Media de la densidad 6ptica (DO) de colageno (COLV) en epitelio luminal endo-
metrial de utero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna (GM)

y el trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiologico DO COLV
NG 0,05
GM 0,14
GF 0,14

Tabla 9b: Media de la densidad optica (DO) de coldgeno (COLV) del epitelio luminal endo-
metrial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg: dias de gesta-

cion.

Interfase Placentaria
DO COLV
Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 0,05
30 dg 0,18 0,15
60 dg 0,13 0,22
70 dg 0,07 0,06
114 dg 0,16
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Tabla 10a: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de COLV en epitelio luminal endo-
metrial de ttero no gestante (NG), en epitelio luminal endometrial de placenta materna (GM)

y el trofoblasto de la placenta fetal (GF).

Estado Fisiologico %AIM COLV
NG 6,88
GM 20,71
GF 23,62

Tabla 10b: Porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de colageno V (COLV) del epitelio
luminal endometrial y trofoblasto en distintos periodos de gestacion. NG: no gestante. dg:

dias de gestacion.

, Interfase placentaria
ATV COLY Epitelio luminal endometrial Trofoblasto
NG 6,88
30 dg 32,53 28,65
60 dg 18,32 33,22
70 dg 3,73 5,58
114 dg 24,51
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Determinacion de IL-1p
Tabla 11a: Concentracion de IL-1B en sueros de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS);
homogenatos de utero no gestante (NGM), homogenatos de utero gestante (HoPM) y homo-

genatos de placenta fetal (HoPF).

Concentracion de IL-1p (pg/ml)

Estado Fisioldgico Suero NGM HoPM HoPF
No gestante 1 19,82
Gestante 1 149,84 105,59

Tabla 11b: Concentracion de IL-1B (pg/ml) en suero, homogenatos de utero no gestante
(NGM) y homogenatos de placenta materna (HoPM) y fetal (HoPF) de distintos periodos de

gestacion. dg: dias de gestacion.

Concentracion de IL-1p (pg/ml)
Suero NGM HoPM HoPF
NG 1 19,82
30 dg 1 127,22 136,43
60 dg 70,85 135,27 261,06
70 dg 1 254,16 138,48
114 dg 306,25 1 1
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Determinacion de IL-2
Tabla 12a: Concentracion de IL-2 en sueros de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS);
homogenatos de utero no gestante (NGM), homogenatos de utero gestante (HoPM) y homo-

genatos de placenta fetal (HoPF).

Concentracion de IL-2 (pg/ml)

Estado Fisiolégico Suero NGM HoPM HoPF
No gestante 72 0
Gestante 816,78 139,5 746,25

Tabla 12b: Concentracion de IL-2 (pg/ml) en suero, extractos de utero no gestante (NGM),
homogenatos de placenta materna (HoPM) y fetal (HoPF) en distintos periodos de gestacion.

dg: dias de gestacion.

Concentracion de IL-2 (pg/ml)

Suero NGM HoPM HoPF
NG 72 0
30 dg 461 133,29 915
60 dg 249 75 346
70 dg 711 367,5 2298
114 dg 2024 30 163,2
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Determinacion de IL-4
Tabla 13a: Concentracion de IL-4 en sueros de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS);
homogenatos de utero no gestante (NGM), homogenatos de Utero gestante (HoPM) y homo-

genatos de placenta fetal (HoPF).

Concentracion de IL-4 (pg/ml)

Estado Fisiologico Suero NGM HoPM HoPF
No gestante 232 123
Gestante 2441,45 42433 2208,23

Tabla 13b: Concentracion IL-4 (pg/ml) en suero, homogenatos de utero no gestante (NGM) y
homogenatos de placenta materna (HoPM) y fetal (HoPF) de distintos periodos de gestacion.

dg: dias de gestacion.

Concentracion de IL-4 (pg/ml)

Suero NGM HoPM HoPF
NG 232 123
30 dg 2229,67 547 2574
60 dg 710 463,5 969
70 dg 2319,33 411 5260,5
114 dg 3929,67 214,5 803
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Determinacion de 1L-10

Tabla 14a: Concentracion de IL-10 en sueros de cerdas no gestantes (NGS) y gestantes (GS);

homogenatos de utero no gestante (NGM), homogenatos de Utero gestante (HoPM) y homo-

genatos de placenta fetal (HoPF).

Concentracion de IL-10 (pg/ml)

Estado Fisiologico Suero NGM HoPM HoPF
No gestante 0,3 0,22
Gestante 8,01 0,29 0,41

Tabla 14b: Concentracion IL-10 (pg/ml) en suero, homogenatos de utero no gestante (NGM)

y homogenatos de placenta materna (HoPM) y fetal (HoPF) de distintos periodos de gesta-

cion. dg: dias de gestacion.

Concentracion de IL-10 (pg/ml)

Suero NGM HoPM HoPF
NG 0,3 0,22
30 dg 0,47 0,26 0,5
60 dg 15,53 0,45 0,33
70 dg 0,38 0,17 0,34
114 dg 19,44 0,28 0,41




