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TITULO Estudio de la presencia de integrinas, y su relacion con los
niveles de esteroides e interleuquinas, durante la placentacion
porcina.
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RESUMEN

Se estudié la expresion de integrinas en placentas porcinas de diferentes periodos
gestacionales y su regulacion por hormonas esteroideas y citoquinas. Se determino
integrinas por inmunoperoxidasa, concentracion de progesterona por RIA, estrogenos por
quimioluminiscencia e interferon-y, IL-6, 1L-12, 1L-15 e 1L-18 por ELISA. Las integrinas
avB3 y B3 se encontraron en vellosidades y endometrio hacia los £37 dias, mientras que p1
expreso alta positividad desde los 37 dias hasta el final de la prefiez. Las glandulas uterinas
fueron negativas a a3, mientras que las vellosidades expresaron marcaje durante la
gestacion. Se halld alta concentracion de P4 a partir de los 60 dias (45,6 £ 20,77 ng/ml) en
homogenatos placentarios fetales hasta los 80 dias, momento en que declina hasta el final
de la prefiez. También en estos extractos los E; fueron significativamente mas altos (41840
+18724,07 pg/ml) que los hallados en homogenatos placentarios maternos (p<0,0001) al fin
de la gestacion. EI IFN-y, la IL-6 y la IL-12 mostraron un pico a los 32 dias de gestacién
solo en los extractos fetales. Solo la IL-15 se mantuvo elevada durante la prefiez,
disminuyendo a término, lo que sefialaria su probable regulacién por la P4. La IL-18 se

encontrd en los extractos fetales a los + 60-70 dias de prefiez. En conclusion, las integrinas



XXVIII

acompafiaron los aumentos de P, registrados en los extractos placentarios fetales. La alta
expresion de a3 en el trofoblasto acompafiada de la baja expresion de avp3 y Bl al final de
la gestacién, formaria parte de las sefiales moleculares que permiten el desprendimiento de
la placenta. Se sugiere que la IL-15 estimularia la sintesis de 1gG, mientras que las IL-12,
IL-15 e IL-18 en momentos puntuales de la gestacién, como del IFN-y, sefialarian el rol del

sistema inmune innato en la prefiez porcina.
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SUMMARY

The expression of integrin in porcine placenta of different gestational periods and its
regulation by steroid hormones and cytokines was studied. Integrins by immunoperoxidase
and IFN-y, IL-6, IL-12, IL-15 and IL-18 by ELISA were determined. Integrins avp3 and
3 were found in villi and endometrium to +37 days, while 1 expressed high positivity
from day 37 until the end of pregnancy. Uterine glands were negative to a3 while villi
expressed staining during gestation. P, high concentration was observed from 60d
(45.6+20.77ng/ml) in homogenates of fetal placenta up to 80d, then declining till the end of
pregnancy. Moreover in these extracts E, were significantly higher (41,840 £18,724.07
pg/ml) than those found in homogenates of maternal placenta (p<0.0001) by the end of
gestation. IFN-y, IL-6 and IL-12 showed a peak on day 32 of gestation only in the fetal
extracts. IL-15 only remained high during pregnancy, decreasing at term, thus indicating its
possible regulation by P,. IL-18 was found in fetal extracts at £ 60-70 days of pregnancy.
In conclusion, integrins accompanied P, increases recorded in the fetal placental extracts;
P, decreased from 80 days, a period when E, increased. a3 high expression in the

trophoblast accompanied by avp3 and 1 low expression at the end of pregnancy would be
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part of the molecular signals that allow placental detachment. It is suggested that IL-15
would stimulate 1gG synthesis while IL-12, IL-15 and IL-18 at specific times of gestation

like that of IFN-y would indicate the role of the innate immune system in porcine gestation.
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PROLOGO

La produccion animal porcina tiene en el campo de la reproduccién uno de sus
pilares, ya que en ella se fundamentan algunas de las estrategias para lograr la mayor
cantidad de animales viables.

Los estudios de los factores que afectan los sucesos de fertilizacion y de éxito de
la prefiez son algunos de los de mayor importancia en la fisiologia de la reproduccion.
Una de las causales de pérdida reproductiva en condiciones de normalidad, es la
mortalidad embrionaria durante el periodo peri-implantacional.

En la region del sur de la provincia de Cérdoba y norte de La Pampa el
porcentaje de muerte embrionaria en porcinos es muy alta (52%, Bosch y col., 2001). En
la patogenia de éste proceso intervienen alteraciones en la migracion de los embriones,
su elongacion, el reconocimiento inmunolégico de la prefiez por la madre y la
competencia embrionaria por el lugar de implantacion. A pesar de los numerosos
trabajos cientificos que existen sobre los periodos tempranos de la gestacion porcina,
aun permanecen gran cantidad de mecanismos sin dilucidar.

Segun otros estudios, entre un 15 a 20 % de las pérdidas tienen su lugar entre los
dias 30 y 50 de prefiez y luego ocurre un 5 a 10 % de muerte adicional entre los dias 90
y 114 de gestacion (Vonnahme et al. ,2002). Murphy et al., (2009), al estudiar criaderos
comerciales de Norteamérica encontraron dos ondas de pérdidas embrionarias y fetales
durante la gestacion porcina, la primera ocurre durante la adhesion del conceptus al
endometrio uterino y provoca aproximadamente 30% de pérdidas y la segunda onda
ocurre entre los dias 50 y 70 de la prefiez adicionando alrededor del 10 al 15% de

pérdidas.
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El tamafio de la camada, o sea el nimero de lechones nacidos por parto, es la
variable biolégica mas importante para conseguir una produccion porcina redituable.
Wilson et al., (2000), proponen que, aunque el mayor nimero de pérdidas embrionarias
(30-40%) ocurre entre los 12 y 18 dias de gestacién, el nimero de embriones presentes
al dia 25 es mucho mayor que los animales que llegan a término. Ademas, postulan que
si el nimero de conceptus vivos aumentan mas alla de los 18 dias de gestacion, la
capacidad del Utero ejerce un impacto negativo sobre el tamafio de la camada, este
efecto se manifiesta aproximadamente a los 30 dias de gestaciéon. Spencer and Bazer,
(2004b), tras estudiar la capacidad uterina como factor limitante en el tamafio de la
camada, proponen incrementar el nimero de glandulas endometriales y la longitud de
los cuernos uterinos administrando hormonas especificas y factores de crecimiento

durante el periodo critico organizacional que ocurre antes de la pubertad y en la prefiez.

Dentro de la produccién carnica mundial, el sector porcino es el mas importante,
tanto en los paises en vias de desarrollo como en los desarrollados. Segun datos de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, en el 2008,
un 39% de la produccion mundial de carne fue de cerdo, siendo ésta de 937.415.926
cabezas de ganado (FAOSTAT. Abril 2010). Se estima que la produccion mundial
tendra una tasa de crecimiento promedio anual de 2,26% entre los afios 2006 a 2016,
llegando a un volumen promedio de 129,3 millones de TM, a diferencia del promedio
de produccién alcanzado durante los afios 2004 a 2006 que fue de 103,4 millones TM
(Whole Hog, 2006).

El consumo per capita de carne de cerdo en el afio 2009 en diferentes paises
expresado como kg/habitante/afio fue el siguiente: Hong Kong (65,1), Taiwan (41,7),

Belarus (41,4), Unién Europea (41,1), China (36,1), Suiza (35,8), Corea del Sur (29,2) y
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USA (29,1) (USDA y Comisién de la Union Europea, 2010). En la Argentina, el
consumo por habitante por afio en 2009 fue de 7,98 Kg. Los valores son semejantes
desde el afio 2006 y se observa un crecimiento paulatino desde el afio 1992 cuando el
consumo fue de 5,65 Kg (SAGPyA- Direccién de Animales Menores y de Granja, en
base a datos de SENASA y ONCCA, 2010).

La cerda, desde un punto de vista productivo, sirve en vida a un proposito
comercial: producir lechones; y por lo tanto, cuanto mayor sea la eficiencia con que lo
haga, tanto més elevado sera el margen de utilidad en cualquier empresa dedicada a la
produccion porcina. Sin duda, la fertilidad en el cerdo es un carécter con un alto grado
de variabilidad; aun hoy existen diferencias notables entre el potencial reproductivo
teorico y los logros obtenidos, a pesar de los progresos que se han realizado en el campo

de la biologia reproductiva del cerdo.
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INTRODUCCION

La cerda es una especie poliéstrica anual, cuyo ciclo estral tiene una duracién de
21 dias aproximadamente, con un rango de 18 a 23 dias. El ciclo reproductivo se
relaciona con diversos procesos fisiolégicos como: pubertad y madurez sexual, estacion
reproductiva, ciclo estral, actividad sexual, postparto y envejecimiento. Estos
componentes son regulados por factores ambientales, genéticos, fisiologicos,
hormonales, conductuales y psicosociales.

La prefiez en las cerdas dura 114 + 3 dias y posee una placenta epiteliocorial,
difusa, plegada, no invasiva y adecidua (Amoroso, 1952; Dantzer, 1985). El proceso de
implantacion ocurre entre los dias 13 y 20 de gestacion. La implantacion involucra las
fases de aposicion del epitelio uterino con el trofoectodermo, la adhesion y el anclaje
microvelloso y es precedida por un extenso periodo de preanclaje que se caracteriza por
la migracion de los blastocistos a través de los cuernos uterinos y su rapida y
espectacular elongacion (Amoroso, 1952; Dantzer, 1985; Wilson, 2000; Koncurat,
2003).

El trofoblasto o trofoectodermo consiste en una capa de células polarizadas
capaz de cumplir una variedad de funciones, tales como la liberacion de enzimas y el
transporte de nutrientes a través de la membrana. Expresa diversos receptores, sintetiza
y secreta hormonas esteroideas (estrogenos y progesterona) y proteinas (interferones y
otras citoquinas) que participan en funciones metabolicas, endocrinoldgicas y
posiblemente, inmunoldgicas, requeridas para el establecimiento y mantenimiento de la
prefiez (Amoroso, 1952; Perry, 1981; Robertson, 2000; Cencic and La Bonnardiére,

2002; Dimova et al., 2007; Yaful, 2009).
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La implantacion requiere una apropiada interaccion entre el blastocito y el
endometrio uterino, que ha sufrido una adecuada estimulacion hormonal esteroidea
durante la fase luteal del ciclo. Esta estimulacion involucra la accion secuencial de
estradiol y progesterona (P4) en el endometrio, lo que induce la secrecion del epitelio
glandular. Ademas, los procesos de implantacion y placentacion son eventos celulares
que dependen de una adecuada relacion entre los embriones y el medio ambiente uterino
y de una compleja comunicacion célula-célula, particularmente entre el trofoblasto fetal
y las células epiteliales del endometrio uterino de la cerda prefiada.

En general, el crecimiento placentario es medido en masa, y el incremento es
exponencial entre los dias 20 y 60 de gestacion. Entre los dias 60 y 110 de la gestacion,
el crecimiento de la placenta se mantiene en forma de meseta. Por ultimo ocurre un
incremento secundario inmediatamente antes del término de la prefiez (Wilson and
Ford, 2001).

Placenta

Los mamiferos euterios presentan diversos tipos de placenta, que varian en la
cantidad y el tipo de capas celulares que se interponen entre la sangre de la madre y el
embrion. Una caracteristica peculiar del desarrollo temprano de los mamiferos euterios
es el aporte de nutrientes del organismo materno a través de la placenta. La placenta
cumple sus funciones a través de la aposicion o fusion entre las membranas fetales y el
endometrio que permiten el intercambio fisioldgico entre el feto y la madre. La placenta
difiere de otros 6rganos en muchos aspectos. Se origina como resultado de diversos
grados de interacciones materno-fetales y se comunica con el embrién por medio de un
cordon de vasos sanguineos. Sus funciones y tamafios cambian continuamente durante

la prefiez y finalmente es expulsada.
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Para el feto, la placenta es un 6rgano con muchas actividades funcionales que
son independientes en el adulto. Desempefia un importante rol cumpliendo una funcién
protectora frente a traumatismos 0 a agentes infecciosos y secretando factores
inmunomoduladores que aseguran la supervivencia de la unidad feto-placentaria.
Ademas, cumple una funcion metabdlica permitiendo el intercambio gaseoso y de
nutrientes y deshechos entre el feto y la madre, regulando la homeostasis y sintetiza
hormonas esteroides, peptidicas y diferentes factores de crecimientos (Hafez and Hafez,
2003).

Placenta Porcina

La placenta porcina es no invasiva y epiteliocorial debido a que permanecen
todas las capas de la barrera placentaria durante la prefiez y por lo tanto, el epitelio
uterino estd en contacto con el trofoblasto. Es difusa porque las vellosidades se
distribuyen regularmente en todo el corion proporcionando una amplia area feto-
materna de intercambio. En la zona donde estan las vellosidades, el saco corionico
emite pliegues macroscopicos (pliegues primarios) que se interdigitan con estructuras
complementarias del lado del endometrio. De los pliegues primarios surgen pliegues
secundarios que son las vellosidades. La presencia de los pliegues primarios le confiere
la caracteristica de ser de tipo plegada. Se la considera adecidua, porque no hay pérdida
de tejidos uterinos y las vellosidades se introducen en la mucosa uterina a manera de los
dedos de un guante, sin que existan hemorragias en el momento del parto (Climent et
al., 2005).

Una de las funciones principales de la placenta corioalantoidea porcina es el
intercambio de nutrientes entre la madre y los fetos. La sustancia que nutre a la

descendencia se denomina embriotrofo, procede de la sangre materna (hemotrofo) y de
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las secreciones de glandulas uterinas y fragmentos celulares (histiotrofo). Los dos
sistemas circulatorios permanecen morfoloégicamente separados por las capas celulares
y presentan un flujo cruzado o en contracorriente entre los vasos alantoideos y uterinos.

La placenta varia continuamente de tamafio, forma y estructura interna durante
la gestacion. Después de la implantacion, se desarrolla a un ritmo répido, luego se
mantiene en forma de meseta hasta antes del final de la gestacion donde vuelve a crecer.
Las reestructuraciones a nivel celular se reflejan en un juego entre la apoptosis y la
actividad mitotica.

Aproximadamente 48 horas después de la fecundacion, los cigotos ingresan a los
cuernos uterinos y alrededor del cuarto o quinto dia maduran a blastocistos, vesiculas
formadas por una capa que se llama trofoblasto y una masa celular interna, de la que se
forma el embrién propiamente dicho.

Entre los 9 y 16 dias de prefiez ocurre el periodo de peri-implantacion durante el
cual se produce un marcado remodelaje uterino y la diferenciacion del conceptus. El
conceptus porcino sufre el proceso de elongacion, cambiando de una forma esférica de
aproximadamente 1 cm de didmetro a una forma filamentosa, larga, tubular de hasta 1 m
de longitud; esto ocurre en un periodo de 12 a 24 horas y se debe a una reorganizacion y
remodelacion del trofoblasto, para que los embriones tempranos cubran la superficie
uterina de la cerda. Durante el periodo de elongacidn el conceptus libera estrogenos (E>)
que acttan como sefial en el reconocimiento de la prefiez y como marcador de
elongacion del trofoblasto, lo que permite el anclaje de los embriones al epitelio

endometrial, (Fig. 1; Fig. 2, Bazer et al., 2009).
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Fig. 1: Eventos que ocurren durante el inicio de la gestacion en el cerdo, desde la fecundacién hasta el
proceso de elongacién del conceptus. Adaptado de Bazer et al., 20009.
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Fig. 2: Eventos que ocurren durante la implantacion del conceptus en el cerdo. Implantacion en especies
no invasivas y adeciduas. 1- Desprendimiento de la zona pellcida; 2- Precontacto y orientacion
del blastocisto; 3- Aposicion; 4- Adhesion. Modificado de Bazer et al., 20009.
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Ademés, existen estructuras especializadas conocidas como aréolas, que
tachonan la superficie de la placenta. Las aréolas son prominencias proliferativas del
trofoblasto que carecen de vellosidades y estan enfrentadas a cavidades de las glandulas
uterinas. Son discernibles histol6gicamente a partir del dia 15 de prefiez. Asi, los
epitelios trofoblasticos coridnico y uterino se encuentran estrechamente unidos en
algunas areas (interareolar) y separados por material extracelular en otras (aréolas), lo
que posibilitaria, respectivamente, tanto la nutricion hemotréfica como la histiotréfica a

través del trofoblasto fetal (Fig. 3, Fig. 4, Koncurat, 2003).

Fig. 3: Esquema de la circulacién de sustancias en la placenta porcina. A: porcion areolar; B: porcion
interareolar; C: porcion “lacunar”. Las flechas indican la probable direccion de los nutrientes al
feto. 1- circulacion fetal; 2- células mesenquimatosas del corion fetal; 3- trofoblasto o
frofoectodermo; 4- epitelio uterino; 5- glandulas uterinas endometriales; 6- células
mesenquimatosas del endometrio; 7: circulacién materna. Koncurat, 2003.
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Fig. 4: Fotografia electronica de una interfase feto-materna procedente de una placenta porcina porcina
de 28 dias de prefiez. Notese interdigitaciones de las microvellosidades del epitelio materno
(Mat) y fetal (Fet) en la interfase feto materna (IFM), Se observan gran cantidad de cuerpos
electrodensos ( 4), comunicacion entre dichos cuerpos electrodensos ({T), asi como glucogeno
(G) y mitocondrias (m). N: nlcleo y - unién tipo estrecha (tight) entre células epiteliales
trofoblasticas. 5000x. Koncurat, 2003.

La placenta porcina consta de tres regiones que pueden apreciarse desde el dia
40 de gestacion. Estas regiones incluyen: una zona denominada embrionaria, que
coincide con el centro del corion y que contiene al embrion propiamente dicho rodeado
por la membrana corio-alantoidea, una zona paraplacentaria, que incluye membranas
extraembrionarias y se encuentra a ambos lados de la regién embrionaria y por ultimo,

los extremos avasculares o apéndices necroticos, Fig. 5.
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Region embrionaria

Fig. 5: Fotografia de placenta fetal de cerda de + 40 dias de gestacion.

Las Integrinas

Las moléculas de adhesion comprenden una variedad de proteinas de membrana
que han sido clasificadas en cinco familias, las integrinas, las lectinas, las caderinas, las
mucinas y las moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Botella Lluisa,
2001; Reddy and Mangale, 2003). Las integrinas son receptores de vital importancia
debido a que son las principales proteinas que dispone la célula para unirse a la matriz
extracelular (MEC) e interactuar con ella, ademas de participar de uniones célula-célula.
Comprenden una gran familia de proteinas transmembranas constituidas por dos
subunidades glicoproteicas, denominadas o y B, unidas entre si no covalentemente.
Cada subunidad tiene un domino extracelular N-terminal grande, un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico C-terminal pequefio. La Unica excepcion a

ésta estructura, es la subunidad B4 que posee un dominio citoplasmatico de

aproximadamente 45 aminoacidos méas que otras subunidades . En el ser humano se
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han identificado nueve subunidades B (B1-B9) y veinticuatro subunidades o (a1l- a10,
av, allb, aLR, alEL, aX, am, oL y ad) Yy se han definido alrededor de 25

heterodimeros diferentes de integrinas, (Fig. 6, Modificado de Alberts et al., 2004).

Unién ala matriz

4 A

=——p Cadenap

Catién divalente
Dominios ricos en

Cadena o, cisteina

Membrana
plasmatica

Citosol
HOOC J COOH }

Fig. 6: Estructura de una integrina. Modificado de Alberts et al., (2004).

[ [ ]

Una misma molécula de integrina localizada en diferentes tipos celulares puede
presentar afinidades por diferentes ligandos, por lo que es de suponer que otros factores
especificos relacionados con el tipo celular puedan interactuar con la integrina
modulando su actividad. La union de las integrinas a sus ligandos depende de cationes
divalentes extracelulares (Ca*? o Mg*?), lo que refleja la presencia de dominios de unién

a estos cationes en la region extracelular de la subunidad o. El tipo de cation influye
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tanto en la afinidad como en la especificidad de la unién de una integrina a sus ligandos
(Alberts et al., 2004).

Las integrinas tienen un dominio citoplasmatico pequefio que no genera sefiales
intracelulares directamente, pero que puede interaccionar con proteinas adaptadoras y
por lo tanto originar sefales intracelulares al unirse a sus ligandos. Generalmente, las
integrinas se agrupan en los complejos de adhesion focal de la membrana donde se
asocian a proteinas citoplasmaticas como la talina y la actina o, que a su vez
interaccionan con proteinas unidas al citoesqueleto como la vinculina, la tensina y la
actina. En estos complejos se asocian también proteinas intracelulares involucradas en
la generacion de sefiales de activacion como la quinasa de adhesion focal (FAK: Focal
Adhesion Kinase) y serina/treonina quinasas como la proteina quinasa C (PKC: Protein
Kinase C). Estas enzimas generan cascadas de sefializacion celular que dirigen procesos
como la reorganizacion del citoesqueleto o la induccion de la expresion de algunos
genes. Estas sefiales pueden tener efecto sinérgico o antagonico con rutas activadas por
otros receptores celulares, produciéndose asi complejos procesos de integracion de
sefiales que convergen en puntos comunes y finalmente resultan en respuestas de
activacion, proliferacion, diferenciacion o muerte celular. También existe una
sefializacion centrifuga, que es la capacidad de una célula para controlar las
interacciones integrinas-ligando desde el interior, especialmente importante en
plaquetas y en leucocitos, donde las integrinas han de ser activadas antes de la adhesion.

Las integrinas en la reproduccion

La funcion de las diversas integrinas esta determinada por las combinaciones de
las subunidades a y B expresadas en cada célula y esta relacionada con los procesos

llevados a cabo por las células como los de diferenciacion, inflamacion, reparacion de



Introduccion 11

tejidos o transformacion maligna. El rol de las integrinas en el endometrio no esta
claramente definido, los estudios de Lessey and Arnold, (1998), muestran que éstas
moléculas representan excelentes marcadores de estadios normales y anormales de
receptividad uterina y pueden ser claves en los mecanismos de implantacién vy
regulacion de la gestacion.

En vacas, se sugiere que la fusion de las células binucleadas con el epitelio
materno, es el proceso que inicia los cambios en la expresion de las integrinas y las
moléculas de la MEC en el estroma subepitelial uterino (Maclintyre et al., 2002). En
ovejas, las integrinas juegan un papel predominante en las interacciones entre la MEC y
sus receptores para traducir sefiales entre el trofoectodermo y las células epiteliales
uterinas (Burghardt et al., 2002). En el endometrio y blastocito caprino estan expresadas
la integrina awvB3 y las subunidades a4 y a5 que desempefiarian un importante papel en
los procesos de implantacion (Carson et al., 2000). En la coneja, la integrina awvp3 esta
presente en el trofoblasto y en el embridn y podria estar involucrada en las interacciones
materno-embrionarias tempranas (lllera et al., 2003). Los resultados de estudios
realizados en monas Rhesus sugieren que existe una correlacion entre la expresion de
las integrinas y sus ligandos de la MEC en la interfase feto-materna y que estas
moléculas actuarian en el control de la proliferacién y diferenciacion celular, regulando
la invasion de las células trofoblasticas al comienzo de la gestacion (Li et al., 2003). En
la mujer, se considera a las integrinas como probables marcadores de la receptividad
uterina para la implantacién del embrién, cuando el Utero se encuentra bajo la influencia
de la P4 (Carson et al., 2000). Hanashi et al., 2003, demostraron que la integrina p1

participa en la fase final de la implantacion en la decidua humana.
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En especies con placenta epiteliocorial, se encontr6 que la integrina a5p1
participa en los eventos moleculares de los procesos de implantacion (Rashev et al.,
2005). Numerosos trabajos plantean el papel de las integrinas y de sus ligandos de la
MEC comparando su expresion entre el Utero durante el ciclo estral y en la prefiez
temprana de entre 10 y 15 dias (Bowen et al., 1996; Bowen and Hunt, 2000; Garcia y
col., 2004; Jaeger et al., 2001). Algunos de estos estudios analizan a las integrinas
involucradas en la implantacion porcina (Bowen et al., 1996; Bowen and Hunt, 2000;
Burghardt et al., 2002; Foxcroft et al., 2000; Rashev et al., 2005), pero no se halld
ningun trabajo que analice la expresion de integrinas durante el transcurso de la

gestacion porcina.

Hormonas gestacionales

Una hormona es un mensajero quimico que coordina las actividades de
diferentes células en un organismo pluricelular. En el afio 1995 D. M. Fawcett (Scaglia,
2005) define el término hormona como cualquier substancia (gas, lipido, proteina,
neurotransmisor, etc) que liberada por una célula actda sobre otra célula tanto lejana
como cercana, independiente de su origen o via de transporte. Las hormonas estan
implicadas en el mantenimiento de la homeostasis del organismo. Se clasifican en
funcion de su estructura como esteroideas, proteicas, polipeptidicas, glicoproteicas,
derivados de aminoacidos (especialmente de la tirosina) y acidos grasos o sus derivados
tales como las prostaglandinas.

Una hormona actua en una célula blanco y genera una respuesta bioldgica. Las

acciones que producen inciden sobre la reproduccion, el desarrollo y el crecimiento.
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Asimismo, regulan la actividad psiconeural, el metabolismo, la funcionalidad tisular, la

actividad inmunologica, el medio interno y el metabolismo dseo.

Progesterona

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 and Hafez, 2003; Spencer and Bazer, 2004a), inhibe la
contractibilidad del miometrio, media los cambios de la actividad secretoria del utero,
regula los efectos de la nutricidn sobre la gestacion porcina y, en consecuencia, el
estado metabdlico que determina la sobrevida embrionaria (Mueller et al., 2006;
Qsuires, 2006).

El crecimiento del conceptus y su implantacion no solo estd regulado por la
secrecion de P4 por el CL sino también por la expresion de receptores de P4 en el
epitelio y el estroma uterino (Geisert et al., 2006).

Vivas y col., (1998), en medios condicionados de placenta porcina (MCPP)
encontraron poca P, a los 30 dias de prefiez, la concentracién aumentd ligeramente
hacia el dia 90 de prefiez y abruptamente en los MCPP de hembras a término. Estos
hallazgos en MCPP demostrarian no solo la existencia de una secrecion de origen
ovarica sino también otra de origen placentario, como lo muestran los valores de P4
hallados en los medios condicionados de placenta porcina durante los diferentes
periodos gestacionales.

Para Knight y Kukoly, (1990), la concentracion de P4 en cultivos de placenta

aumenta linealmente entre los 25 y los 40 dias, pero estos autores no especifican el
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componente placentario (fetal o materno) que la sintetiza. Yaful et al., (2005),
observaron un pico de P4 en suero porcino en el periodo comprendido entre 15y 20 dias
de gestacion. Yaful, (2009), descubrié en los extractos placentarios fetales altas
concentraciones de P4, hipotetizando que la placenta fetal es una fuente alternativa de
produccion de P, durante la prefiez porcina. Por el contrario la misma autora no observo
en los extractos placentarios maternos ni en liquido amni6tico concentraciones elevadas
de la hormona. A partir de éstos resultados postul6 que la P4 hallada en la placenta fetal
es utilizada en la interfase entre madre y conceptus o metabolizada dentro del Gtero.
Ademas, plantea un rol sistémico de la P4, ya que registro en suero un pico de esta
hormona durante el periodo de la “ventana de implantacion”, mientras que en los
extractos placentarios fetales fue en el periodo de post-implantacion donde determing el
mayor aumento de la concentracion de P4. Considera que el aumento de P, a nivel
sistémico se deberia a la sintesis de P4 por los CL, ya que ademas durante ese periodo se
produce un aumento significativo de peso de los mismos.

Estrogenos

Los E, participan 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.

En cerdos, segln Pope et al., (1982), los E, desempefian un importante rol en el
transporte de los conceptus hacia el lugar donde se implantaran en los cuernos uterinos,
ya que podrian estimular la descarga de histamina por el endometrio, lo que llevaria a
un aumento del flujo sanguineo del miometrio y de la contractibilidad de las células
musculares. La secrecién de E, es mesurable en blastocistos de 5 a 7 mm y se

incrementa rapidamente durante la expansion y elongacion temprana (Fischer et al.,
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1985). Las dos fases estrogénicas consideradas por Spencer y Bazer (2004a) fueron
coincidentes con los valores de E, séricos encontrados en el trabajo de Yaful (2009),
que demuestra la existencia de valores altos de E; séricos desde los 5 dias de prefiez, en
comparacion a los hallados en cerdas vacias, tanto en fase folicular como en fase luteal.
Estas concentraciones descendieron a los 15-20 dias para aumentar nuevamente en el
periodo de 23-49 dias de prefiez, éste aumento seria necesario para prolongar la
secrecion de prostaglandina F,, (PGF,,), molécula luteolitica, hacia el lumen uterino.

La concentracion de E, en sangre aumenta considerablemente al acercarse el
parto. La estrona y el 17 B estradiol sufren un incremento en las 3 dltimas semanas de

gestacion y caen a niveles basales al dia siguiente del parto (Hafez and Hafez, 2003).

Sistema inmunoldgico

El sistema inmune esta formado por un conjunto de células, estructuras y
organos e implica la integracion de multiples sefiales positivas y negativas que afectan a
las células participantes. Las células que forman el sistema inmune son muy variadas
tanto en su estructura como en su funcién. Todas proceden de una célula pluripotencial
de la médula dsea, de la que se diferencian dos lineas distintas: la linea mieloide y la
linea linfoide.

De la linea mieloide derivan los granulocitos como eosinéfilos, neutréfilos y
basofilos; y las células presentadoras de antigenos (CPA), grupo que esta formado por
células dendriticas y macréfagos. Siendo las funciones principales de estas células la
fagocitosis, la presentacion de antigenos y la produccién de citoquinas.

La linea linfoide da origen a diferentes tipos de linfocitos. Es responsable de

llevar a cabo las principales funciones que caracterizan al sistema inmune y que le
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permiten reaccionar frente a moléculas extrafias de forma especifica, asi como
recordarlas para una futura posible invasion (memoria). De ésta linea derivan los
linfocitos B responsables de la produccion de anticuerpos y los distintos tipos de
linfocitos T. Los linfocitos T auxiliares (Th: helper) son subpoblaciones especiales de
linfocitos T CD4+ que proporcionan ayuda a otras células inmunocompetentes para
elaborar respuestas inmunitarias mediante la activacién celular o la secrecion de
citoquinas. El linfocito ThO es un prolinfocito virgen que todavia no tiene una funcién
especifica. Los linfocitos ThO se pueden diferenciar a linfocitos Thl o Th2, capaces de
desencadenar y estimular la defensa contra un antigeno especifico o a linfocitos Th3,
inhibidores de la inflamacion, éstos dltimos también denominados linfocitos
reguladores o linfocitos Treg. Los Th-3 inhiben la funcion de los linfocitos Thl
(Sanchez-Vizcaino, 2004; Male et al., 2008).

Sistema inmunoldgico en la reproduccion

La reproduccién en los animales viviparos es un hecho biologico crucial; los
bidlogos e inmunodlogos no comprenden adn la totalidad de los mecanismos celulares y
moleculares asociados con éste fendmeno. Desde el punto de vista genético la madre y
el feto no son idénticos, debido a que el feto hereda un grupo de genes polimorficos
diferentes del padre y de la madre. Por lo tanto, en la mayoria de las combinaciones de
parejas hay multiples antigenos tisulares que difieren entre el feto y la madre y son
potencialmente aloantigenos de tejido reconocibles por el sistema inmune materno. Por
ese motivo, surge el interrogante de por que no se induce una respuesta por parte de las
células inmunes maternas hacia esos aloantigenos y de cémo la madre provee
proteccidén contra agentes microbianos, sin desencadenar una respuesta inmune letal

contra los tejidos fetales (Rabinovich, 2004).
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En la gestacion humana y murina, la interfase materno-fetal es un sitio
inmunoldgicamente activo con la produccion de diversas citoquinas inmunoregulatorias,
que favorecen una respuesta de tipo Th2. Ademas, el sistema inmune innato se
encuentra activado produciendo un estado inflamatorio local y sistémico y el sistema
inmune adaptativo reconoce la existencia de los antigenos fetales. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en un transplante de érgano, la naturaleza de la respuesta
inflamatoria es tal que no permite que los antigenos paternos induzcan el rechazo del
conceptus. Esto se debe en primer lugar a la presentacion antigénica especial, ya que no
hay expresion de antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), en
humanos denominados antigenos leucocitarios humanos (HLA) clase | ni de clase Il en
el trofoblasto; la sensibilizacion que puede ocurrir fuera de la interfase materno-fetal
induce mecanismos adicionales que evitan el rechazo fetal. Ademas, la induccién de un
perfil de respuesta Th2 por citoquinas y hormonas colabora para evitar la activacion de
una respuesta celular citotoxica. Aun asi, si acaso celulas T citotdxicas son generadas
por exposicion a antigenos fetales, el microambiente uterino suprime el desarrollo de
una respuesta efectora. Ademas, la placenta expresa moléculas tales como el receptor de
muerte celular transmembrana con su ligando especifico, FasL y el ligando inducido por
apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral alfa (TRAIL) que evitan la
activacion y el ataque de células T. Estudios recientes indican que se induce un estado
de tolerancia especifico hacia antigenos fetales por las células T y B maternas, el cual
seria transitorio, produciéndose después del parto una recuperacion de esa respuesta
(Rabinovich, 2004).

Ramsoondar et al, (1999), demostraron que los antigenos clase |1 del CMH,

denominados en cerdos antigenos leucocitarios suinos (SLA), no se detectan sobre la
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superficie de las membranas extraembrionarias durante la gestacion; pero si se
encuentran niveles muy bajos de ARNm para esos antigenos (Ag) sobre el mesodermo
vascular de las membranas extraembrionarias en el dia 25 de gestacion y en el corion y
amnios a término. Ademas, se han dosado gran cantidad de ARNm especifico para las
moléculas del CMH en las células y tejidos del endometrio uterino y en los leucocitos
maternos porcinos provenientes de sangre periférica. Segun Lebouteiller et al. (1996),
existirian mecanismos especiales, propios del embrion y del trofoblasto, para controlar
la expresion de moléculas del CMH, de manera de regular la expresion de tales
antigenos, temporal y espacialmente, durante el desarrollo embrionario.

La mayoria de las células del sistema inmune pueden comunicarse entre si y con
las células vecinas mediante proteinas regulatorias llamadas citoquinas. Estas son
glicoproteinas de bajo peso molecular, solubles, generalmente monoméricas, con vida
media corta, que se encuentran en muy bajas concentraciones en condiciones
fisiologicas. Son sintetizadas por una gran variedad de células como respuesta a sefiales
determinadas y coordinan las interacciones entre las células. Estos factores paracrinos o
autocrinos controlan el destino, los movimientos y las funciones de sus células blanco,
en especial durante el estrés o el desarrollo de la respuesta inmune, la hematopoyesis y
la embriogénesis. En general, afectan la produccion o la actividad de otras citoquinas de
modo aditivo, sinérgico o antagonico, y sus efectos suelen ser redundantes. Hasta la
fecha se describieron mas de un centenar de estos factores, interleuquinas (IL),
interferones (IFN), factores de crecimiento (GF), factores de estimulacién de colonias
(CSF), factores de necrosis tumoral (TNF), quimiocinas y otros (Rabinovich, 2004;

Betancourt-Alonso, 2006; Tizard, 2009).
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Una amplia variedad de citoquinas se expresan en el Utero de las especies
mamiferas. La fuente de produccion celular varia e incluye células endometriales y
células del trofoblasto, pero también leucocitos, macrofagos y células natural killer
uterinas (NKu). La apropiada interaccion entre el embrion peri-implantado y el
endometrio materno estaria bajo el control de citoquinas particularmente paracrinas
(Huang, 2006; Dimitriadis et al., 2005).

Las citoquinas son moléculas inmunoreguladoras criticas, responsables de
determinar la naturaleza de una inmunorespuesta. Se ha propuesto que las reacciones
inmunes Th2/Th3 son necesarias para una gestacion normal, mientras que la inmunidad
Th1l se considera perjudicial para el feto (Costeas et al., 2004). Sin embargo los estudios
mas recientes indican una mayor complejidad en la inmunoregulacion de la prefiez.

Interferones

Los IFNs son proteinas o glicoproteinas con un peso molecular de 20 a 34 kDa,
que se agrupan en dos tipos principales: IFN de tipo | e IFN de tipo II.

En el grupo de IFNs de tipo I se incluyen el IFN-a, el IFN-f, el IFN-t, el IFN-x,
el IFN-o y el IFN-8.

Segun Tizard, (2009), el IFN-a es sintetizado en grandes cantidades por las
células dendriticas plasmacitoides y en mucha menor cantidad por linfocitos, monocitos
y macrofagos. Existen de IFN-a 18 isoformas en los seres humanos, 12 en los cerdos y
bovinos, 4 en los caballos y 2 en los perros. EI INF-f es sintetizado por fibroblastos
infectados con virus (hay 5 isoformas en bovinos y cerdos y 1 en perro y en humanos).
El IFN-o lo sintetizan los linfocitos, monocitos y celulas del trofoblasto de los seres
humanos, caballos, cerdos, conejos y perros. En el trofoblasto de rumiantes se ha

detectado una forma distinta de IFN tipo I, el IFN-t. EI IFN-6 se ha aislado a partir del
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trofoblasto de cerdos, y esta relacionado solo lejanamente con el resto de los IFN tipo I.
Se han descrito dos formas de IFN-x actualmente denominados IL-28 e IL-29.

Existe un solo IFN tipo Il, el IFN-y, que es una citoquina proinflamatoria
producida principalmente por los linfocitos estimulados y que también es sintetizada en
las células del trofoblasto de cerdos (Tizard, 2009).

El conceptus porcino es la Unica especie mamifera que secreta IFN de los dos
tipos: IFN-y e IFN-8, y ésta secrecion la realiza durante el periodo de peri-implantacion,
proveyendo la oportunidad de que estos dos IFNs trabajen en conjunto para regular la
expresion génica del endometrio (Joyce et al., 2008).

IFN-y

Durante la implantacion porcina, entre los dias 12-20 de gestacion, el
trofoectodermo secreta enormes cantidades (hasta 250 pg por cuerno uterino) de IFN-y
hacia el lumen uterino. Este TrIFN-y parece constituir un tnico caso de IFN-y producido
por células no linfoideas (Cencic et al., 2002).

El papel fisiolégico de los IFNy e IFNS en suinos difiere del rol que
desempefian en los rumiantes. EIl IFN-y podria actuar principalmente como un agente
anti-infeccioso, proporcionando un medio ambiente sano para la implantacion de los
embriones. Ambos IFNs se encuentran localizados en la region apical de las células
trofoblasticas porcinas. Ademas, se postula que los IFNs podrian permanecer en el
lumen uterino y ser efectores directos de la despolarizacion de la membrana apical del
epitelio endometrial, induciendo remodelacion parcial o profunda de este tejido
materno, condicidn necesaria para la implantacién de los embriones (Murphy et al.,

2009).
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Interleuquina-6

La Il-6 es una citoquina multifuncional que regula varios aspectos de la
respuesta inmune en el humano, particularmente la reaccién de fase aguda y la
hematopoyesis. Esta molécula tiene varias funciones redundantes con IL-11 y el factor
inhibidor de leucemia (LIF). Es secretada por celulas linfoides y no linfoides normales o
transformadas. Su produccion estd regulada por numerosas sefiales tales como la
estimulacién mitogénica o antigénica, lipopolisacaridos, iondforos del calcio, citoquinas
y virus. La expresion en monocitos es inhibida por IL-4, 1L-10 e IL-13. Los niveles
séricos se elevan en condiciones patologicas, incluyendo infecciones bacterianas y
virales, traumas, enfermedades autoinmunes e inflamacion.

La deficiencia de IL-6 en ratones produce reduccion de la fertilidad y
disminucion del namero de sitios de implantacion viables. En la mujer, la IL-6 se
expresa débilmente durante la fase proliferativa del ciclo menstrual, pero la
inmunoreactividad es alta durante la mitad de la fase secretoria, predominantemente en
el epitelio glandular (Dimitriadis et al., 2005).

En el ser humano y el raton, que comparten el tipo de placenta invasiva y
hemocorial, ha sido ampliamente demostrada la presencia de anticuerpos (Ac)
blogueadores, denominados inmunoglobulinas G (IgG) asimétricas, para el
enmascaramiento de los aloantigenos paternos y fetales durante la gestacion (Margni,
1996). En 1992, se demostré que sobrenadantes de cultivos de placenta murina
incrementaban la proporcién de 1gG asimétricos en un hibridoma que sintetizaba los dos
tipos de IgG (simétrico y asimétrico). En estudios posteriores se hallé que una fraccion
proteica de 23-27 kDa del sobrenadante era la responsable de estos efectos y que esa

fraccidn se corresponderia con la IL-6. Por lo tanto, esta IL es sintetizada por células
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placentarias como las trofoblasticas y podria actuar induciendo la glicosilacion
asimétrica de las 1gG (Margni and Zenclussen, 2001).

La clasificacion de la IL-6 como citoquina inductora de la via Thl o Th2 ha sido
controvertida durante varios afios. Esta controversia se presenta porque la misma
molécula puede presentar ambas caracteristicas dependiendo de la dosis, la fuente
celular y la etapa gestacional estudiada. Actualmente se considera que la presencia de
IL-6 desplaza la balanza Th1/Th2 hacia una respuesta Th2. Se ha demostrado que su
presencia es necesaria en la implantaciéon humana, posiblemente debido a que regula la
produccién de enzimas del tipo de las metaloproteasas, responsables de la digestion de
la MEC. Hacia el final de la gestacion, los niveles de expresion de ARNm de IL-6 son
cuatro veces mayores que en el primer trimestre, posiblemente porque esta involucrada
en el proceso pro-inflamatorio del trabajo pre-parto. En el primer trimestre de la
gestacion la IL-6 estaria implicada en la remodelacion de tejidos placentarios, asi como
en la hematopoyesis y la vascularizacion de las vellosidades placentarias (Gutierrez y
col., 2008).

Interleuquina-12

La 1I-12 es una citoquina heterodimérica compuesta por dos cadenas, p40 y p35.
Esta citoquina es el principal estimulo para la expresion de ARNm de IFN-y y su
traduccion en diferentes subpoblaciones de células NK. La IL-12 juega un rol
importante en la induccion de la respuesta inmune mediada por células, aumenta la
actividad de los linfocitos T citotoxicos y de las NK y esta involucrada en la

diferenciacion de las células T virgenes hacia la subpoblacion Thl (Hasan et al., 1999).
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La IL-12 fue reconocida inicialmente como inductora de la sintesis de IFN-y en
celulas mononucleares de sangre periférica humana in vitro. Los macrofagos y las
células dendriticas son la principal fuente de IL-12 en muchos tejidos.

Las IL-12 e IL-2 no estimulan la secrecion de IFN-y en cultivos de macréfagos
deciduales de mujer, pero actlian sinérgicamente para estimular la liberacion de IFN-y
en cultivo de LGL CD56++ deciduales (linfocitos granulares grandes). Los LGL
estimulados con IL-12 e IL-2 y co-incubados con macrofagos deciduales exhibieron
gran secrecion de IFN-y. El sinergismo estaria mediado por factores solubles liberados
por los macréfagos deciduales. Se sugiere que interacciones entre LGL deciduales y
macrofagos pueden jugar un rol importante en la regulacion de la presencia de
citoquinas en la interfase materno-fetal promoviendo una respuesta inmune basada en
linfocitos Thl, la que contribuiria en el control del desarrollo placentario (Marzusch et
al., 1997).

Interleuquina-15

La IL-15 es una citoquina requerida para la diferenciacion de las células NKu en
el raton. En humanos y murinos la expresion endometrial de IL-15 es regulada por la P4
(Oh and Croy, 2008).

La IL-15 y su ARNm se detectaron en el endometrio humano no gestante, la
decidua y la placenta. La IL-15 ha sido inmunolocalizada en células estromales
perivasculares de la fase secretoria, en células epiteliales glandulares durante la fase
proliferativa y en decidua el primer trimestre de la gestacion (Kitaya et al., 2000).

Verma et al., (2000), han demostrado, en la mujer, que la IL-15 es producida en
la mucosa uterina y que puede afectar la citotoxicidad y proliferacion de NKu,

sugiriendo que dichas NKu son potencialmente capaces de responder a IL-15. A
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diferencia de las células NK sanguineas, las células NKu no se transforman en células
citoliticas potentes, lo cual es criticamente importante para una célula que esta presente
en la interfase materno-fetal ya que la actividad citolitica destruiria el trofoblasto. Los
macrdfagos son también una importante fuente de IL-15 en el Gtero. La produccion del
ARNmM de IL-15 y la secrecion de la proteina se incrementa durante la decidualizacion
in vitro de células estromales endometriales. Aunque la IL-2 y la IL-15 tienen
numerosos efectos superpuestos sobre las células del sistema inmune, la expresion
diferencial de estas citoquinas en distintos tipos celulares sugiere que sus funciones son
parcialmente distintas. La IL-2 administrada en forma exodgena estimula la citotoxicidad
de las NKu contra el trofoblasto y la proliferacion de NK. Mientras que la IL-15 puede
producir proliferacion de NKu sin la transformacion de estas en células citotoxicas
capaces de destruir al trofoblasto, por lo que postulan que en utero la IL-15 tendria un
rol en promover la supervivencia y la expansion de las células NKu.

Interleuquina-18

La IL-18 es un miembro de la familia de las interleuquinas descubierto en los
Gltimos afios. El sistema de la IL-18 incluye a la IL-18, el receptor de la IL-18 (IL-18
R), la proteina de unién a la 1L-18 (IL-18 BP) y el precursor de la IL-18 (prolL-18).

La IL-18 es producida como un precursor inactivo y es secretada activa después
de su clivaje por caspasa-1 u otras caspasas. Estructuralmente es similar a los miembros
de la familia de las IL-1. Funcionalmente es promotora de una respuesta Thl con
induccion de la produccién de IFN-y.

Una proteina de union a la IL-18, que se denomina IL-18 BP, ha sido
identificada en el utero humano. Actla como un inhibidor natural del IFN-y inducido

por IL-18 y suprime la respuesta Thl. Se ha demostrado que la IL-18 BP neutraliza la
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funcion de IL-18, sugiriendo que el sistema IL-18 opera mediante las interacciones de la
citoquina con sus receptores y proteinas de unidn.

La presencia del sistema completo 1L-18, incluyendo la expresion de ARNm y
la produccion de proteinas, ha sido demostrado en las fases proliferativas y secretorias
del endometrio humano. Aungue se observé que la expresion de 1L-18 y su ARNm en el
endometrio humano es mayor durante la fase secretoria que en la fase proliferativa. Asi,
la expresion y el nivel apropiado de IL-18 e IL-18BP durante el periodo de implantacion
del endometrio secretorio puede modular la red de citoquinas Thl/Th2 durante la

implantacion embrionaria (Huang, 2006).

Algunos trabajos analizan a las citoquinas involucradas en la implantacion en
humanos y murinos (Margni, 1996; Marzusch et al., 1997; Kitaya et al., 2000; Verma et
al., 2000; Margni and Zenclussen, 2001; Dimitriadis et al., 2005; Huang, 2006;
Gutierrez y col., 2008; Oh and Croy, 2008) pero no se hallé ningun estudio que analice
la expresion o el rol de las citoquinas IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 durante el transcurso de
la gestacion porcina.

Asi mismo, poco se conoce acerca de la expresion de las integrinas, moléculas
de adhesion que deben contribuir a mantener la interfase materno-fetal en ésta especie

epiteliocorial.
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Objetivo General
Estudiar el rol de las integrinas en placentas porcinas provenientes de diferentes
periodos gestacionales, tratando de individualizar moléculas implicadas en los procesos
de adhesion placentaria durante la gestacién porcina y su posible interrelacion con el
sistema endocrino e inmunolégico.

Obijetivos Especificos
o Realizar dosajes de IFN-y, IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18 en Homogenatos de
placenta porcinas y sueros provenientes de hembras en diferentes periodos
gestacionales, vacias y machos.
o Realizar dosajes de hormonas esteroideas en suero y HoPP de los mismos
periodos gestacionales seleccionados.
o Determinar la presencia de integrinas en preparados histologicos de placentas
porcinas de diferentes periodos de prefiez y en Utero vacio.
o Establecer posibles relaciones entre los niveles de hormonas y de citoquinas con
la expresion tisular de integrinas halladas en la placenta porcina

Hipotesis
o En el proceso de la placentacion porcina la presencia de integrinas estaria
regulada por los sistemas endocrino e inmune materno.
o Las hormonas esteroideas y las citoquinas presentes en la interfase feto-materna

intervendrian en el crecimiento y desarrollo placentario porcino.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y tractos Reproductivos: Se recolectaron 61 tractos reproductivos
provenientes de cerdas mestizas de la zona de General Pico, La Pampa, Argentina (35°
62" y 63° 45" de latitud y longitud respectivamente), comprendidos entre 30 y 114 dias
de gestacion, y de cerdas no prefiadas.

De los 61 tractos reproductivos:

e Seis correspondieron a Uteros de cerdas no gestantes en diferentes fases del ciclo
estral, tres en fase folicular y tres en fase luteal. Las mismas se tomaron como
testigos.

e El resto de los tractos reproductivos (55) incluyeron placentas provenientes de
cerdas gestantes en diferentes periodos gestacionales: 32 dias (n=5), 35 dias
(n=4), 40 dias (n=4), 44 dias (n=4), 50 dias (n=5), 51 dias (n=4), 60 dias (n=5),
65 dias (n=4), 70 dias (n=5), 80 dias (n=5), 90 dias (n=5) y 114 dias (n=5) (Fig.

7y Fig.8).

Cuerno-uterino izquierdo

Cuerno uterino derecho

Vagina

Fig. 7: Fotografia de un tracto reproductivo de 90 dias de gestacion.
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-

Fig. 8: Fotografia de un saco fetal con su feto de 44 dias de gestacion.

Inmediatamente después de recolectados, los tractos reproductivos se lavaron
con solucidn salina de Hank”s (SSH) conteniendo 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml
de estreptomicina y 2,5 ug/ml de fungizona y se guardaron a 4°C hasta su
procesamiento en el laboratorio.

Extraccion de sangre: A cada hembra porcina se le extrajo sangre por el
método de flevopuncidn. Las venas de eleccidn fueron: vena cava craneal y vena medial
de la oreja.

En el caso de las muestras provenientes de frigorifico, se obtuvo la sangre por
corte de la vena yugular.

Obtencion de Suero: Una vez extraida la sangre, se la dejé a temperatura
ambiente hasta lograr la adecuada retraccion del coagulo y el exudado del suero. Luego
se la centrifugd a 1800 rpm durante 10 minutos, para clarificar el suero, se la fracciond

en alicuotas y se la conservé a —20°C hasta su uso.
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Determinacion de la edad gestacional: Se estim6 la edad de la prefiez de
acuerdo a la longitud céfalo-caudal de los embriones o los fetos obtenidos de cada cerda
(Marrable, 1971).

Procesamiento del tejido placentario: Se fijaron las muestras placentarias
maternas y fetales por técnicas histoldgicas convencionales (Geneser, 2006) en formol
tamponado con fosfato al 10% y se realizaron los cortes histologicos de £ 5 um.

Obtencion de homogenatos de placenta porcina materna (HoPM) y fetal
(HoPF) vy de atero no pefiado porcino (HoU). Los homogenatos de placenta porcina
se prepararon de la siguiente manera: a la placenta porcina se la homogeinizo de tal
manera de obtener una pulpa, con la ayuda de un molinillo eléctrico, para éste proceso 1
(una) parte de la pulpa de placenta se homogeinizd con 3 (tres) partes de solucion
fisiologica. Luego, para descartar los pequerios restos de tejido, se centrifugd a — 20°C
hasta su uso, denominandose a los resultados HoPM u HoPF. Los HoU se procesaron de
la misma manera.

Determinacion de hormonas en homogenatos de placenta porcina (HoPP) y
sueros porcinos. Para la cuantificacion de P, se utilizo la técnica de RIA competitivo
en fase sélida que consiste en la inhibicién de la unién de la hormona marcada con 2 |
(trazador) al anticuerpo especifico unido al tubo de reaccion, por parte de la hormona no
marcada (Chard, 1990). Después de un tiempo de incubacion se aspird el liquido
contenido en los tubos y se midi6 la radioactividad unida en un contador de centelleo
gamma automatico.

El 17-pB-Estradiol se determin0 mediante Inmunoensayo Enzimatico
Quimioluminiscente en fase solida en un equipo DPC (Diagnostic Product Corporation,

Los Angeles, CA). En éste método, cada unidad de analisis de la hormona, contiene una
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bola recubierta de anticuerpos policlonales de conejo anti-hormona. El anticuerpo anti-
hormona se encuentra unido a una perla de poliestireno y esta encerrado en una copa de
reaccion denominada Immulite Test Unit®. La muestra compite en la Test Unit® con
hormonas marcadas con un “ligando” durante 30 minutos. El material no unido es
descartado por lavado centrifugo. En una segunda etapa, se agrega un anticuerpo “anti-
ligando” marcado con la enzima fosfatasa alcalina. La Test Unit® fue incubada por otros
30 minutos y el material no unido nuevamente descartado por lavado centrifugado.
Posteriormente, se agregd un sustrato (ester fosfato de adamantyl dioxetano) cuya
hidrolisis genera un compuesto quimioluminiscente que es leido en un fotomultiplicador
incorporado en el equipo. Este equipo consiste en un sistema gque automaticamente
maneja muestras, reactivos, incubaciones, separacion, medicion y calculo de
concentraciones y posteriormente los calculos son realizados automaticamente en una
curva maestra que es recalibrada antes de usar.

Determinacion de citoquinas en homogenatos de placenta porcina (HoPP) y
sueros porcinos. Se realizd por enzimainmunoanalisis (ELISA), (Margni, 1996), la
determinacion de las siguientes citoquinas: IFN-y, IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18, en
homogenatos de placenta porcina materna y fetal y sueros porcinos provenientes de
diferentes periodos de gestacion

Determinacion de IFN-y: A la placa de ELISA que posee el anticuerpo anti-
porcino IFN-y (Thermo Scientific, USA) se le adiciond 50 ul de diluyente estandar en
cada pocillo y 50 ul de muestra. Luego se incubd a temperatura ambiente durante una
hora. Se lavo tres veces. Posteriormente se adiciond el anticuerpo anti-porcino IFN-y
biotilinado, se lo incubd a temperatura ambiente durante una hora y se lavé tres veces la

placa. Se coloco 100 pl de Solucion Streptavidina—Peroxidasa de rabano picante
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(Streptavidina-HRP) incubandose durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavd
tres veces y se incubd con 100 ul de sustrato tetrametilbencidina (TMB) en oscuridad a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se detuvo la reaccion con solucion Stop y se
midi6 la absorbancia a 450 nm (BioTeK® Instruments, Inc. USA).

Determinacién de Interleuquina-6: En la placa de ELISA que posee el
anticuerpo de captura policlonal anti-Interleuquina 6 porcino (R&D Systems, USA) se
adicion6 50 pl/pocillo de diluyente de ensayo RD1-63 y 100 ul/pocillo de estandar,
control 0 muestra. Se mezcl6 durante un minuto y se cubrid, incubandose durante 2 hs a
temperatura ambiente. Se lavo la placa con 400 pl/pocillo de buffer de lavado. Se
agregd 200 ul de conjugado de IL-6 porcino. Se cubrié e incubé 2 hs. Se lavo
nuevamente. Se adiciond6 120 pl/pocillo de solucion substrato incubandose a
temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad. Se frend la reaccion con 120
ul/pocillo de Solucién Stop y se leyé la placa a 450 nm (BioTeK® Instruments, Inc.
USA).

Determinacion de Interleuquina-12: En la placa de ELISA que posee el
anticuerpo de captura anti-Interleuquina 12 humana (Thermo Scientific, USA) se
adicionaron 50ul/pocillo de estdndar o muestra por duplicado y 100 ul/pocillo de
reactivo conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Se incubd la placa a
temperatura ambiente durante 2 horas. Se lavo la placa 3 veces con solucion
amortiguadora de lavado. Se adicionaron 100 ul/pocillo de reactivo conjugado con
peroxidasa de rabano picante (HRP) incubandose a temperatura ambiente durante 30
minutos. Se lavo nuevamente y se adicionaron 100 pl/pocillo de solucién substrato

TMB incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se detuvo la reaccion con
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100 pl/well de Solucion Stop y se leyd la placa a 450 nm (BioTeK® Instruments, Inc.
USA).

Determinacion de Interleuquina-15: Se incub6 la placa ELISA con el
anticuerpo de captura anti-humano IL-15 purificado (eBioscience, Inc. USA) durante
toda la noche a 4°C. Se lavd la placa 5 veces con 250 ul/pocillo de buffer de lavado. Se
incubd la placa con diluyente de analisis 1X a temperatura ambiente durante 1 hora. Y
se lavd la placa 5 veces con solucién amortiguadora de lavado. Se adicionaron 100
ul/pocillo de estandar en los pocillos correspondientes y 100 pl/pocillo de las muestras
estudiadas en los restantes pocillos. Se incubo a temperatura ambiente durante 2 horas y
se lavo 5 veces con solucién amortiguadora de fosfato. Posteriormente se incubod la
placa con 100 ul/pocillo del anticuerpo de deteccion (anticuerpo anti-humano I1L-15
policlonal conjugado con biotina) a temperatura ambiente durante 1 hora. Se lavo 5
veces con solucion amortiguadora de lavado, y se adicionaron 100 pl/pocillo de
Avidina-HRP incubandose a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se lavo
nuevamente y se colocd 100 ul/pocillo de Solucién Substrato incubando a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Se detuvo la reaccion con 50 ul/pocillo de Solucion Stop
y se leyo la placa a 450 nm (BioTeK® Instruments, Inc. USA).

Determinacion de Interleuquina-18: En la placa de ELISA que posee el
anticuerpo de captura anti-Interleuquina 18 porcino (Neogen Corporation,
USA/Canadd) se adicionaron 300 pl/pocillo de solucion amortiguadora de lavado, se
vaciaron y se adicionaron 100 ul de diluyente de muestra en duplicado en todos los
pocillos correspondientes a los estdndares y se colocaron 100 ul de estandar en los
pocillos designados. Se agregaron 50 ul de diluyente de muestra y 50 ul de la muestra

en cada uno de los pocillos correspondientes. Se adicionaron 50 ul/pocillo de reactivo



Materiales y métodos 33

conjugado con biotina, se cubri6 la placa y se la incub6 a temperatura ambiente durante
2 horas en un agitador de microplacaa 200 rpm. Se lavo la placa 3 veces con solucion
amortiguadora de lavado y se adicionaron 100 pl/pocillo de reactivo conjugado con
HRP incubandose a temperatura ambiente durante 1 hora en un agitador de microplaca a
200 rpm y se lavé nuevamente. Se colocaron 100 ul/pocillo de solucion substrato TMB
incubandose a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se detuvo la
reaccion con 100 pl/pocillo de Solucién Stop y se leyé la placa a 450 nm (BioTeK®
Instruments, Inc. USA).

Analisis de la estructura de la placenta y Utero. Técnica para Microscopia
Optica: Se fijaron las muestras placentarias en formol adicionado de tampén fosfato al
10 %. Las mismas, fueron deshidratadas de la siguiente manera: se las colocaron en
alcohol 96° una hora, nuevamente en alcohol 96° una hora, deshidratante histologico
(Biopur, Argentina) una hora, deshidratante histoldgico/xilol por partes iguales una hora
y xilol una hora, luego se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de cada muestra
de aproximadamente 5 um, montando por portaobjetos de a tres o cuatro cortes;
previamente al montaje se colocaron los cortes en un bafio termostatizado a 40°C con
agua y gelatina para que no se plegaran. Algunos de los preparados obtenidos se
colorearon con Hematoxilina-Eosina. Las muestras fueron observadas con un
microscopio Axiophot (Zeiss, Gottingen, Alemania.) y la adquisicién de imagenes se
realiz6 con una camara Canon, PowerShot G6, de 7.1 megapixeles (Canon, Tokio
Japén).

Determinacion de Integrinas: Previo a la implementacion de ésta técnica se
desparafinaron parte de los cortes de tejido placentario procesados para microscopia

Optica mediante el siguiente protocolo: 3 pasajes en xilol 100 % de 10 minutos cada
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uno, 2 pasajes en alcohol 100° de 5 minutos cada uno, 2 pasajes en alcohol 96° de 5
minutos cada uno, 2 pasajes en agua destilada de 10 minutos cada uno y 2 pasajes en
solucion salina tamponada (PBS) de 10 minutos cada uno.

Dado que no existe en el mercado gran disponibilidad de anticuerpos anti-
integrinas porcinas se trabajé con anticuerpos anti-integrinas que reaccionan con
integrinas porcinas y humanas tal como fue realizado por Bowen et al., (1996); Garcia
et al., (2004) y Rashev et al., (2005). Se realizd una técnica de inmunohistoquimica
(IHQ) indirecta LSAB (Labeled Strptavidin Biotin Method): se lavo el tejido con PBS,
se agrego6 peroxido de hidrogeno al 3% (para bloquear la peroxidasa enddgena) durante
57, se lavo con PBS y se agregd anticuerpo de raton anti-subunidad de integrina 1
humana monoclonal 1:100 (Chemicon) o anticuerpo de conejo anti-integrina o3
humana policlonal 1:500 (Chemicon) o anticuerpo de conejo anti-integrina f3 humana
policlonal 1:200 (Chemicon); se incubd 207, se lavo nuevamente con PBS. Se agregd
el segundo anticuerpo biotilinado (inmunoglobulina anti-anticuerpos de conejo, ratén y
cabra) incubando 20" y se lavo con PBS. Se colocé gotas de streptavidina/HRP de Dako
Cytomation y se incubd 207, se lavo con PBS nuevamente, se cubrié con solucion
cromogena diaminobencidina (DAB), 157, se lavo con agua destilada y se contrasto con
hematoxilina (2°), se lavo con agua corriente, se monto y observd en un microscopio
Axiophot (Zeiss) y la adquisicion de imagenes se realiz6 con una cdmara Canon,
PowerShot G6, de 7.1 megapixeles (Canon, Tokio Japdn).

Para la determinacion de o3 se utilizd un anticuerpo de raton anti-integrina
aVB3 humana monoclonal conjugado con biotina en una dilucién 1:100 (Chemicon),

que se reveld de igual manera que en la técnica descripta anteriormente.
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Como controles negativos se utilizaron cortes de tejidos a los que se les realizo
la misma técnica, la Unica modificacion fue que se reemplazé el primer anticuerpo por
PBS.

Los resultados de las técnicas de marcacion para determinacion de integrinas se
expresaron en forma semicualitativa, con la siguiente escala elegida en funcion de la
intensidad de la coloracidn detectada, considerando:

(-):  negativo
(+): baja positividad
(++): positividad intermedia

(+++): alta positividad

Analisis estadistico: Las concentraciones de las hormonas esteroideas P4 y E,
IL-6, IL-12, IL-15, IL-18 e IFN-y en suero porcino y extractos placentarios maternos y
fetales fueron analizadas mediante un analisis de la varianza y prueba de
comparaciones multiples el test de Tukey (p<0,05). Adicionalmente se realizd una

regresion lineal maltiple con los datos obtenidos (Infostat v 1.1).
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RESULTADOS

ANALISIS MICROSCOPICO DE LA ESTRUCTURA DE LA PLACENTA Y DE
UTERO.

En todos los casos, el aspecto macro y microscopico general de los Uteros y la
placenta se correspondi6 con el descrito como normal en el periodo del ciclo estral o de
la gestacion en que se tomo la muestra

En la figura 9 se observa un corte histol6gico de un Utero de cerda no gestante,

coloreado con hematoxilina eosina.

Fig. 9: Microfotografia de un Utero vacio donde se observa el epitelio uterino, lumen, glandulas
endometriales y vasos sanguineos, HE 100x.

En la figura 10, se presenta una microfotografia de una placenta de 35 dias de

prefiez en donde se puede observar la interfase feto-materno.



Resultados 37

e L i - v
e ; - ’ rr £ Fe - ’Q 4
* "k YN . o b A ‘r*‘ "
A e B A | —er -

.

I - e B

Fig. 10: Microfotografia de una placenta porcina de 35 dias de gestacion. Se observa la presencia de la
interfase feto-materna conformada por vellosidades fetales y maternas, glandulas uterinas y
vasos sanguineos. HE 100x.

En la figura 11 se aprecia la estructura de una placenta porcina materna a
término (114 dias de gestacion), donde se destaca la presencia de los vasos sanguineos

“intraepiteliales” que se conforman en las vellosidades.
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vellosidades maternas, vasos sanguineos estromales e intraepiteliales y glandulas endometriales.
HE 200x.

DETERMINACION DE INTEGRINAS

En el proyecto de tesis se planificé la determinacion de integrinas por una
técnica de inmunofluorescencia, segin Bowen et al., (1996). Pero en los primeros
ensayos comprobamos que con la metodologia empleada en nuestros trabajos la
placenta porcina autofluorece por lo que se decididé realizar la determinacién de
integrinas mediante una técnica inmunohistoquimica basada en la reaccion de la

peroxidasa.

Expresion de la Integrina B1:

Se analizé la expresion de la subunidad de la integrina 1 tanto en utero vacio
como en muestras placentarias, fetales y maternas, de los diferentes periodos

seleccionados. Ver Tabla 1.
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Tracto Epitelio Vellosidades Glandulas Vasos Tejido
Reproductivo | Uterino Uterinas | Sanguineos Conectivo
Fet. | Mat. Fet. | Mat.
Utero vacio | + -] ++ ++ ++
(basal)
37 dias +++ +++ ++ ++ + ++
60 dias ++ +++ ++ ++ ND ++
70 dias +++ ++ +++ +++ + ++
80 dias +++ ++ ++ +++ ++ ++
114 dias + + ++ ++ + ++

Fet: Fetal; Mat: Materno; ND: No Determinado; +, ++, +++: Diferentes Grados de Positividad.

Tabla 1: Expresion de la subunidad B1 de las integrinas en Utero vacio y placentas de
diferentes periodos gestacionales.

En la figura 12 se aprecia en la placenta porcina de 37 dias de gestacion alta
positividad a nivel de vellosidades trofoblasticas y maternas para la subunidad 1 de las

integrinas.
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Fg. 12: Microfotografia de interfase placentaria de 37 dias de gestacion onde se observa alta positividad
de la subunidad B1 de las integrinas en las vellosidades fetales y maternas que conforman la
interfase feto-materna 'y positividad intermedia en el tejido conectivo. IHQ 100x.

En la figura 13 se observa positividad a nivel de vellosidades trofoblasticas y
maternas para la subunidad Bl de las integrinas en la placenta porcina de 80 dias de

gestacion.
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Fig. 13: Microfotografia de mterfase placentarla de 80 dlas de gestacion. La subunidad Bl de las
integrinas se manifiesta con alta intensidad en vellosidades fetales y vasos sanguineos y con
positividad intermedia en vellosidades maternas, glandulas uterinas y tejido conectivo tanto fetal
como materno. IHQ 100x.

Expresion de la Integrina a3:

Se halld6 marcada positividad de o3 en las vellosidades, mientras que las
glandulas endometriales mostraron negatividad en todos los periodos gestacionales

estudiados. Ver Tabla 2.
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Tracto Epitelio Vellosidades Glandulas Vasos Tejido
Reproductivo | Uterino Uterinas | Sanguineos Conectivo
Fet. | Mat. Fet. | Mat.
Utero vacio | ++ _ _ +
37 dias +++ ++ _ +++ + ++
60 dias ++ +++ _ ++ ND ++
70 dias ++ +++ _ ++ +++ ++
80 dias +++ ++ _ ++ +++ ++
114 dias +++ +++ ++

Fet: Fetal; Mat: Materno; ND: No Determinado; +, ++, +++: Diferentes Grados de Positividad.
Tabla 2: Expresion de la subunidad a3 de las integrinas en Utero vacio y placentas de

diferentes periodos gestacionales.

En cortes de 37 dias de gestacion (figura 14) las vellosidades fetales presentaron

positividad alta (+++) a la subunidad a3 de las integrinas, las vellosidades maternas

positividad intermedia (++) y no hubo expresion a nivel glandular.
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Fig. 14: Microfotografia de interfase feto-materno de 37 dias de gestacion. Se aprecia la expresion de a.3

en las vellosidades fetales, maternas y vasos sanguineos, asi como en tejido conectivo fetal (+) y
materno (++). Las glandulas uterinas fueron negativas al marcaje de la subunidad a.3. IHQ 100x.

A los 60 dias de gestacion (figura 15) las vellosidades maternas fueron positivas
a la subunidad a3 de las integrinas, en cambio no hubo expresion de esta subunidad en

las glandulas.
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Fig. 15: Microfotografia de placenta materna de 60 dias de gestacion. Y se observa positividad
intermedia de la subunidad .3 de las integrinas en vasos sanguineos y tejido conectivo materno.
Se destaca la ausencia de la expresion de ésta integrina en las glandulas uterinas. IHQ 200x.

Expresion de la Integrina B3:

Esta integrina se expresd, con marcacion elevada en todos los tejidos

placentarios estudiados. Ver Tabla 3.
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Tracto Epitelio Vellosidades Glandulas Vasos Tejido
Reproductivo | Uterino Uterinas | Sanguineos Conectivo
Fet. | Mat. Fet. | Mat.
Utero vacio | ++ _ ND
37 dias +++ +++ +++ ++ ND ++
60 dias + + _ ++ ++ ++
70 dias ++ ++ ++ ++ + ++
80 dias +++ +++ _ +++ ++ ++
114 dias +++ +++ +++ +++ ++ ++

Fet: Fetal; Mat: Materno; ND: No Determinado; +, ++, +++: Diferentes Grados de Positividad.

Tabla 3: Expresion de la subunidad B3 de las integrinas en Utero vacio y placentas de
diferentes periodos gestacionales.

En gestaciones de 37 dias de gestacion la subunidad 3 se expresé intensamente

en las vellosidades maternas y fetales y en las glandulas uterinas (figura 16).
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Fig. interfase placentaria de 37 dias de gestacion donde se aprecia alta expresion
de B3 a nivel de vellosidades maternas y fetales y en glandulas uterinas, asi como en corion y

tejido conectivo materno. IHQ 100x

En cortes de 60 dias de gestacion la expresion de B3 en las vellosidades fetales y

maternas fue de intensidad baja y no se encontré en las glandulas uterinas (figura 17).
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Fig. 17: Microfotografia de placenta de 60 dias de gestacion donde se observa el poco marcaje de p3en
las vellosidades y la negatividad en las glandulas endometriales. IHQ 100x.

En la figura 18 que muestra una placenta de 70 dias de prefiez se observa
expresion intermedia de B3 en las vellosidades fetales y maternas asi como en las

glandulas uterinas.
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Fig. 18: Microfotografia de una interfase placentaria de 70 dias de prefiez donde se aprecia la expresion

intermedia de B3 en los tejidos maternos y la disminucion en la intensidad de la marcacion en el
corion. IHQ 100x.

En la prefiez de 80 dias la subunidad B3 se expresd intensamente en los tejidos
estudiados, siguiendo un patrén semejante al hallado a los 37 dias de gestacién, con

excepcion de las glandulas endometriales que se presentan negativas (figural9).
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Fig. 19: Microfotografia donde se observa alta expresion de B3 en las vellosidades de la interfase
placentaria de 80 dias de gestacién. Se destaca la ausencia de expresion en las glandulas uterinas.
IHQ 100x.

En la prefiez a término (114 dias de gestacion) se observo alta expresion de 3
en la interfase feto-materna y en las glandulas endometriales. Fue el periodo en donde

se hallo la méaxima expresion de 33.

Expresion de la Integrina avB3:

Durante la placentacion la integrina avp3 se expreso en las vellosidades durante

la gestacion y solamente a los 37 dias en las glandulas uterinas. Ver Tabla 4.
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Tracto Epitelio | Vellosidades Glandulas | Vasos Tejido
Reproductivo | Uterino Uterinas | Sanguineos | Conectivo

Fet. Mat. Maternos Fet. Mat.
Utero vacio | + - +++ +++
37 dias + ++ ++ +/- + ++
60 dias + + _ +++ +++ +++
70 dias +++ + - + + +
80 dias + - - ++ ++ +++
114 dias + - +

Fet: Fetal; Mat: Materno; ND: No Determinado; +, ++, +++: Diferentes Grados de Positividad.
Tabla 4: Expresion de la integrina avp3 en Utero vacio y placentas de diferentes
periodos gestacionales.

En la gestacion de 37 dias la expresion de avp3 fue baja en las vellosidades

fetales e intermedia en las vellosidades maternas y en las glandulas (figura 20).
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Fig. 20: Microfotografia de de un corte de tejido placentario materno de 37 dias de gestacion. Se aprecia

el marcaje de avp3 en las glandulas endometriales y en el estroma. IHQ 400x.

La expresion de la integrina avp3 a los 60 dias de gestacion mostré baja
intensidad de marcaje en vellosidades fetales y maternas y ausencia en glandulas
uterinas. Por el contrario se hallo alta expresion en vasos sanguineos maternos y tejido

conectivo tanto fetal como materno (figura 21).
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Fig. 21: Microfotografia de una interfase feto-materno de 60 dias de gestacion con expresién baja de
avpB3 en las vellosidades placentarias. Y ausencia de expresion en glandulas uterinas. IHQ 100x.

En cortes de tejido placentario de 70 dias de prefiez se pudo observar que la
integrina avB3 presenta alta expresion a nivel de las vellosidades fetales y baja
expresion en las maternas. Los vasos sanguineos, asi como el tejido conectivo fetal y
materno presentaron baja expresion, y hubo ausencia de marcacion en glandulas

endometriales (figura 22).
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Fig. 22: Microfotografia de una interfase de 70 dias de gestacién con alta expresion en las vellosidades
fetales y baja expresién en vellosidades maternas y ausencia de marcaje en las glandulas

endometriales. IHQ 100x.
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A los 80 dias de gestacion la integrina avp3 disminuyd su expresion en las
vellosidades, siendo negativa en las maternas; tampoco se expresé en glandulas
endometriales. Su presencia se observl en vasos sanguineos y tejido conectivo fetal y

materno (figura 23).
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Fig. 23: Microfotografia de corte placentario de 80 dias de gestacion con baja expresion de avB3 en las
vellosidades fetales y sin expresién en las vellosidades maternas y las glandulas uterinas. IHQ
100x.
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DETERMINACION DE HORMONAS

En el proyecto de tesis se planifico la determinacion de hormonas por RIA, lo
que conlleva el uso de material radioactivo de riesgo, por lo tanto se utilizé un test de
correlacion para vincular RIA con quimioluminiscencia en los resultados, analizando
muestras tomadas al azar, por duplicado, de suero, extractos placentarios maternos y
fetales porcinos de distintos periodos gestacionales para la determinacion de P, (Tabla
5, Anexos). Se decidi6 utilizar éste Gltimo método de menor riesgo para determinar las
concentraciones de Ex.

La relacién entre quimioluminiscencia y RIA arrojé un R*=0,9282 con un valor
p<0,001, lo que evidencia un alto indice de correlacion, como se observa en la figura
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Fig. 24: Andlisis de correlacion de las concentraciones de P, determinadas mediante quimioluminiscencia
y radioinmunoensayo en muestras de suero, y homogenatos de placentarios maternos y fetales,
n=30, (polinomio lineal, y=2.12+1.05%; r*=0.92, P<0.001). Se presentan los valores promedios
observados y los estimados por la funcién polinomial.
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Determinacién de progesterona

La determinacién de P, se realizd6 en suero, HOPM, HoPF y HoU, y los

resultados se detallan en tabla 6 (Anexos).

Concentracion de progesterona (ng/ml) en homogenatos de Utero vacio (dia

0) y homogenatos de placenta materna. Figura 25 y figura 26.
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Fig. 25: Valores medios y desvio estandar de P, (ng/ml) en HoU y HoPM. Letras distintas
indican diferencias significativas (Tukey; p<0,05).

P, (ng/ml) HoU y HoPM
N
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Fig. 26: Andlisis de regresion de los valores de progesterona (ng/ml) en homogenatos de Utero
vacio (dia 0) y homogenato de placenta materna a distintos tiempos. Polinomio clbico;
y = -1,8E-0,5x* + 0,0026x* - 0,063x +0,6327; R?ajustado = 0,2993; p=0,0007.
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Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de P, en HoU de
hembras vacias (0,63 + 0,35) vs concentraciones de P, en HOPM en hembras prefiadas

(2,04+1,19): p = 0,03. Con respecto al R? si bien fue significativo el valor fue bajo.

Concentraciones de progesterona (ng/ml) en homogenatos de placenta fetal.

Figura 27 y 28.

Se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de P, en HoU
(dia 0) de hembras vacias (0,63 + 0,35) y las concentraciones de P, en HoPF de

hembras prefiadas en diferentes periodos gestacionales (51,58+ 15,55): p<0,0001.
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Fig. 27: Valores medios y desvio estandar de P, (ng/ml) en HoPF. Letras distintas indican
diferencias significativas (Tukey; p<0,05).
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Fig. 28: Analisis de regresion de los valores de progesterona (ng/ml) en homogenato de placenta
fetal a distintos tiempos. Polinomio cubico; y = -0,0004x> + 0,0634x* - 1,3994x +
0,7045; R? ajustado = 0,6613; p<0,0001.

A diferencia del R? hallado en HoU y HoPM, en los HoPF el R? obtuvo mayor

significancia aunque también se observa la dispersion entre los dias 60-80 de gestacion.

Concentracion de progesterona (ng/ml) en suero. Figura 29 y 30.
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Fig. 29: Valores medios de P4 (ng/ml) en suero de cerdas en diferentes periodos gestacionales,
dia 0 corresponde a hembras vacias. Letras distintas indican diferencias significativas
(Tukey; p<0,05).
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Fig. 30: Analisis de regresion de los valores de progesterona (ng/ml) en suero de hembras
vacias (dia 0) y en distintos periodos de gestacion. Polinomio de cuarto orden; y = -
1,5E-05x* + 0,0037x® -0,3005x* + 7,9384x + 18,6286; R? ajustado = 0,7808; p =
0,002.

Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de P4 en suero
de hembras vacias (18,63 + 4,73) con respecto al de hembras prefiadas (29,97+ 9,33): p
=0,0059

Ademas, se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de P4
entre los HOPM vy los HoPF al realizar un analisis de la varianza (p<0,0001) a un factor

(tejido) con bloque (dia). (Fig. 31).
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Fig. 31: Valores medios de progesterona (ng/ml; desvio estandar) en HoPM y HoPF durante la
gestacion. Letras distintas indican diferencias significativas (ANOVA; p<0,0001).

Determinacién de estrégenos

La determinacion de estrogenos se realizd en suero, HoPM, HoPF y HoU, los

resultados se detallan en la tabla 7 (Anexos).

Concentracion de estrogenos (pg/ml) en homogenatos de Utero vacio (dia 0)

y homogenatos de placenta materna. Figura 32 y 33.
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Fig. 32: Valores medios y desvio estdndar de E, (pg/ml) en HoU (dia 0) y HoPM. Letras
distintas indican diferencias significativas (Tukey; p<0,05).
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Fig. 33: Analisis de regresion de los valores de estrogeno (pg/ml) en homogenato de Utero vacio
y homogenato de placenta materna de distintos periodos de gestacion. Polinomio
clbico; y = 0,0211x* - 2,3182x* + 63,8439x + 688,4983; R’ ajustado = 0,9124;
p<0,0001.

Se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de E; en HoU
de hembras vacias (658,2 + 59,95) y E, de HoPM en hembras prefiadas (2285,76 +

519,91): p = 0,03.

Concentracion de estrogeno (pg/ml) en homogenatos de placenta fetal.

Figura 34 y 35.
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Fig. 34: Valores medios y desvio estandar de E, (pg/ml) en HoPF. Letras distintas indican
diferencias significativas (Tukey; p<0,05).
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Fig. 35: Analisis de regresion de los valores de estrogeno (pg/ml) en homogenato de placenta
fetal de distintos periodos de gestacién. Polinomio clbico; y = 0,1087x? - 12,2038x* +
336,0042x + 540,0882; R? ajustado = 0,8529; p<0,0001.

Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de E; en HoU de

hembras vacias (658,2 + 59,95) vs E, en HoPF de hembras prefiadas (8012,44 +

2639,48): p<0,0001

Concentracion de estrogeno (pg/ml) en suero. Figura 36 y 37.

800
700 <
600
500
400
300
200

A
100 A
A A A A A
OI—T—|I_l|—|._—_..—.||___|I|___|I
0

H

E, (pg/ml) suero
|

35 40 50 60 70 80 90 114

Dias de gestacion

Fig. 36: Valores medios de estrégeno (pg/ml) y desvio estandar en suero de hembras vacias (dia

0) y en cerdas de diferentes periodos de gestacién. Letras distintas indican diferencias
significativas (Tukey; p<0,05).
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Fig. 37: Analisis de regresion de los valores de estrogeno (pg/ml) en suero de cerdas vacias y de
cerdas en diferentes periodos de gestacién. Polinomio cuadrado; y = 0,0895x” - 5,1611x
+ 32,2446; R? ajustado 0,8594; p<0,0001.

Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de E; en suero
de hembras vacias (19,36 + 19,55) comparado con las concentraciones en suero de

hembras prefiadas (154,69 + 18,33): p = 0,0059.

Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de E, en suero,
HoPM y HoPF realizandose un analisis de la varianza (p<0,0001) a un factor (tejido)
con bloque (dia) y como test de comparaciones multiples se utilizo la prueba de Tukey

(p<0,05). Figura 38.
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Fig. 38: Valores medios de E, (pg/ml) y desvio estandar en suero, HOPM y HoPF. Letras
distintas indican diferencias significativas (Tukey; p<0,05).

E, en HoU de hembras vacias vs E; en HOPF de hembras prefiadas: p = 0,0006

E. en suero de hembras vacias vs E, en suero de hembras prefiadas: p<0,0001

DETERMINACION DE INTERLEUQUINAS

Se realiz6 mediante ELISA la determinacidn de citoguinas en homogenatos de
placenta porcina materna y fetal y sueros porcinos provenientes de diferentes periodos

de gestacion.

Determinacién de IFN-y

Las concentraciones de IFN-y determinados en suero, HoU, HoPM y HoPF se
detallan en la tabla 8 (Anexos) y figura 39. Se aprecia un elevado valor de IFN-y a los

32 dias en HoPF.
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Fig. 39: Concentracion de IFN-y (pg/ml) en suero, homogenatos de Utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal provenientes de distintos periodos de prefiez.

En las figuras 40, 41 y 42 se aprecian las regresiones halladas de IFN-y con el

programa INFOSTAT v 1.1.
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Fig. 40: Regresion de la concentracion de IFN-y (pg/ml) en homogenatos de Utero vacio (dia 0)
y homogenatos de placenta materna en distintos dias de la gestacién porcina. Los
valores menores a 15 pg/ml fueron considerados iguales a 15 pg/ml. Polinomio
cuadrado; y = 0,0069x2 - 1,2548x + 68,9588; R ajustado 0,7119; p = 0,0101.
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Fig. 41: Regresion de la concentracion de IFN-y (pg/ml) en homogenatos de placenta fetal
provenientes de distintos dias de la gestacion porcina. Los valores menores a 15 pg/mi
fueron considerados iguales a 15 pg/ml. Polinomio de cuarto orden; y = 0,0005x4 -
0,1508x3 + 17,6883x2 - 895,6747x + 16510,964; R?ajustado = 0,995; p = 0,0033.
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Fig. 42: Regresion de la concentracion de IFN-y (pg/ml) en suero de cerdas vacias (dia 0) y de
cerdas en distintos periodos gestacionales. Los valores menores a 15 pg/ml fueron
considerados iguales a 15 pg/ml. Polinomio de cuarto orden; y = 0,0000064x4 -
0,0019x3 + 0,1944x2 - 8,3933x + 140,3742; R ajustado = 0,9978; p = 0,0001.

Se destaca el R? hallado con alta significacién en HoPF y suero.
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Determinacién de IL-6

Las concentraciones de IL-6 determinadas en suero, HoU, HoPM y HoPF se
detallan en la tabla 9 (Anexos) y figura 43.

No se incluyeron gréficos para IL6 en homogenato de placenta materna por no
haberse encontrado algtin modelo con un R? ajustado mayor a 0,0001.

Al igual que lo descubierto con el IFN-y, la IL-6 presenté alta concentracion a

los 32 dias de prefiez en HoPF.
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Fig. 43: Concentracion de IL-6 (pg/ml) en suero, homogenatos de utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal provenientes de distintos periodos de prefiez.

En las figuras 44 y 45 se aprecian las regresiones halladas de IL-6 con el

programa INFOSTAT v 1.1.
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Fig. 44: Regresion de los valores de IL-6 (pg/ml) en homogenato de placenta fetal en distintos
periodos gestacionales. Los valores menores a 34 pg/ml fueron considerados iguales a
34 pg/ml. Polinomio de cuarto orden; y = 0,0004x" - 0,1151x> + 13,0727x? - 6369792x
+11247,0769; R? ajustado = 0,9626; p=0,001.
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Fig. 45: Regresion de los valores IL- 6 (pg/ml) en suero de cerdas vacias y cerdas en distintos
periodos de gestacién. Los valores menores a 34 pg/ml fueron considerados iguales a
34 pg/ml. Polinomio de cuarto orden; y = -0,0001x* + 0,0114x - 0,57x* + 2,7512x +
281,6792; R? ajustado = 0,6227; p = 0,0934.

Determinacién de IL-12

Las concentraciones de IL-12 determinadas en suero, HoU, HoPM y HoPF se

detallan en la tabla 10 (Anexos) y figura 46.
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Fig. 46: Concentracion de IL-12 (pg/ml) en suero, homogenatos de Utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal provenientes de distintos periodos de prefiez.

En las figuras 47, 48 y 49 se aprecian las regresiones de IL-12 determinadas con

el programa INFOSTAT v 1.1.
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Fig. 47: Regresion de los valores de interleuquina 12 (pg/ml) en homogenatos de Utero vacio
(dia 0) y homogenatos de placenta materna en distintos periodos gestacionales.
Polinomio cuadrado; y = 0,01x? - 1,13x + 127,21; R? ajustado = 0,5707; p = 0,0215.
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Fig. 48: Regresion de los valores de interleuquina 12 (pg/ml) en homogenato de placenta fetal
en distintos periodos gestacionales. Polinomio cuadrado; y = 0,0537x2 - 9,3072x +
452,552; R? ajustado = 0,4732; p = 0,0617.
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Fig. 49: Regresion de los valores de interleuguina 12 (pg/ml) en suero en cerdas vacias (dia 0) y
cerdas en distintos periodos gestacionales. Polinomio de cuarto orden; y = -0,000016x4
+ 0,0035x3 - 0,22x2 + 4,4x + 14,49; R? ajustado = 0,3943; p = 0,1746.

Determinacién de IL-15

Las concentraciones de IL-15 determinadas en suero, HoU, HoPM y HoPF se

presentan en la tabla 11 (Anexos) y figura 50.
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Fig. 50: Concentracion IL-15 (pg/ml) en suero, homogenatos de Utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal provenientes de distintos periodos de prefiez.

En las figuras 51, 52 y 53 se aprecian las regresiones halladas de IL-15 con el

programa INFOSTAT v 1.1.
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Fig. 51: Regresién de la concentracion de interleuquina 15 (pg/ml) en homogenato de Utero
vacio (dias 0) y homogenatos de placenta materna en distintos periodos de gestacion.
Polinomio clbico; y = -1,4E-03x* + 0,24x* - 7,69x + 155,02; R? ajustado = 0,03; p =

0,4369.
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Fig. 52: Regresion de la concentracion de interleuquina 15 (pg/ml) en homogenato de placenta
fetal en distintos periodos de gestacion. Polinomio clbico; y = 0,02 x° - 3,54x? + 248,66
- 4622,31; R? ajustado = 0,54; p = 0,1733.
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Fig. 53: Regresion lineal de la concentracion de interleuquina 15 (pg/ml) en suero de cerdas de
distintos periodos gestacionales. Y = -3,44x + 753,95; R%=0,28; p =0,1145.

Determinacién de I1L-18

Las concentraciones de IL-18 determinadas en suero, HoU, HoPM y HoPF se

detallan en la tabla 12 (Anexos) y figura 54.
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Fig. 54: Concentracion IL-18 (pg/ml) en suero, homogenatos de Utero vacio (HoU) (dia 0) y

homogenatos de placenta materna y fetal provenientes de distintos periodos de prefiez.

En las figuras 55, 56 y 57 se presentan las regresiones halladas en la

concentracion de IL-18 con el programa INFOSTAT v 1.1.
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Fig. 55: Regresion de la concentraciéon de interleuquina 18 (pg/ml) en homogenatos de Utero
vacio y homogenatos de placenta materna en distintos periodos gestacionales. Los
valores menores a 39 pg/ml fueron considerados iguales a 39 pg/ml. Polinomio cubico;
y = -0,0153x® + 3,3739x” - 231,1314x + 5086,898; R? ajustado = 0,9206; p = 0,0011.
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Fig. 56: Regresion de la concentracion de interleuquina 18 (pg/ml) en homogenato de placenta
fetal en distintos periodos de gestacion. Los valores menores a 39 pg/ml fueron
considerados iguales a 39 pg/ml. Polinomio cuadrado; y = -1,6814x2 + 230,9114 -
5174,2698; R? ajustado = 0,000037; p = 0,4312.
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Fig. 57: Regresion de la concentracidn de interleuquina 18 (pg/ml) en suero de cerdas vacias y
cerdas en distintos periodos gestacionales. Los valores menores a 39 pg/ml fueron
considerados iguales a 39 pg/ml. Polinomio de cuarto orden; y = -0,0002x* + 0,0551x° -
4,2293x* + 100,9257x + 213,2146; R? ajustado = 0,1494; p = 0,3888.
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DISCUSION

La placenta es un drgano integrado por estructuras de origen fetal y materno,
originado especialmente para la gestacion. En cerdos, dado el tipo de placenta
epiteliocorial y no invasiva, el trofoblasto se encuentra en intimo contacto con los
tejidos maternos; por lo tanto las interacciones entre los epitelios trofoblastico y
endometrial son cruciales. Nos planteamos estudiar la expresion de una familia de
moléculas de adhesion, las integrinas, en la placenta porcina en distintos momentos de
la gestacion, asi como su posible regulacion por parte de hormonas esteroideas y de
determinadas citoquinas. Los resultados aqui presentados aportan datos de interés sobre
éstas sustancias durante la placentacion porcina a partir del dia 30 hasta el parto, ya que
hemos encontrado que si bien numerosos trabajos analizan la importancia de las
integrinas durante la implantacion, son muy escasos los que analicen aspectos
semejantes durante periodos posteriores de la gestacion.

Un primer hallazgo, de caracteristicas esencialmente metodoldgicas, es que en
nuestro laboratorio detectamos que la placenta porcina en los periodos gestacionales
estudiados autofluoresce (datos sin publicar), lo que es coincidente con lo reportado por
Keys et al., (1989) en la gestacion porcina temprana. Por lo antedicho, las experiencias
realizadas en este trabajo de tesis se efectuaron a través de una técnica de
inmunohistoquimica directa o indirecta empleando HRP. Por ello es dificil de relacionar
nuestros resultados con los publicados por Bowen et al., (1996), que estudid, durante la
implantacion porcina, la expresion de las subunidades a1, a3, a4, a5, av, 1y B3 en el

epitelio luminal uterino por inmunofluorescencia indirecta.
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En nuestra investigacion hallamos que la integrina avB3 y la subunidad B3 se
expresan en las vellosidades y el estroma endometrial al final del primer tercio de la
gestacion porcina (+ 38 dias). Ademas, encontramos alta expresion de la integrina avp3
en el transcurso de la gestacion solo hasta los 70 dias, mientras que la subunidad B3 se
expresd hasta el final de la prefiez. Las subunidades av y B3 fueron halladas por varios
autores en diferentes especies con distinto tipo de placentacion, pero solamente en el
periodo de implantacién. Asi, se encontraron en la interfase feto-materna de mono
reshus (Li et al., 2003), en el epitelio luminal del Gtero murino (Lessey and Arnold,
1998), en el endometrio y las células del blastocisto caprino (Garcia y col., 2004) y en el
embrion y el trofoblasto del conejo (lllera et al., 2003).

En porcinos, Rashev et al., (2005), en estudios realizados durante la prefiez
temprana, encontraron que la expresion de o5B1 fue elevada en trofoectodermo,
superficie epitelial del endometrio uterino y glandulas endometriales, disminuyendo
levemente a los 35 dias. Por el contrario, nosotros detectamos la subunidad 1 con alta
positividad, a partir de los 37 dias de prefiez y hasta el final de la gestacion. Ademas,
dada la presencia cuantiosa de la subunidad B1 de las integrinas en los tejidos
placentarios, sugerimos su participacion en el establecimiento y el mantenimiento de la
arquitectura de la interfase feto-materna, particularmente en el mantenimiento de la
arborizacion de las vellosidades, ya que la expresion de ésta subunidad solo disminuye
en la placenta a término (Williamson y Koncurat, 2009).

La expresion de la subunidad o3 de las integrinas no se hallo en glandulas
uterinas en ningun periodo estudiado, pero se manifesté con alta intensidad en las
vellosidades trofoblasticas fetales y maternas, al igual que en los vasos sanguineos

durante la gestacion, por lo que postulamos que ésta subunidad participaria en los
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procesos moleculares que permiten la formacion de las zonas interaerolares para
mantener estable la morfologia de la interfase feto-materna (Williamson y Koncurat,
2009).

Ademas, postulamos que la alta positividad de la subunidad a3 en el trofoblasto,
acompafiada de la baja expresion de avB3 y de B1, que se observa al final de la
gestacion se deberia a que éstas moléculas formarian parte de las sefiales moleculares
necesarias para el desprendimiento de la placenta fetal en el parto, en ésta especie
adecidua (Williamson y Koncurat, 2008).

Las diferencias de expresion halladas en las integrinas podrian explicarse en el
hecho de que la placenta porcina varia continuamente de tamafio, forma y estructura
interna durante toda la gestacion. Las reestructuraciones a nivel celular se reflejan a
través de la muerte celular programada y de la actividad mitotica; un adecuado
equilibrio entre ambos procesos fundamentales se mantiene durante la placentacion
porcina y permite comprender la variacion de la expresion de determinadas integrinas
en el tejido placentario en un momento determinado.

Por otro lado, se ha encontrado que la integrina avp3 Se expresa en
las células endoteliales. El uso de antagonistas de la integrina sugiere que puede jugar
un rol crucial en el desarrollo vascular (Zhu et al., 2002). Ademas, cuando analizamos
su presencia en funcion de la concentracion de P4 y de E, determinadas en este estudio,
en cerdas mestizas de nuestra zona, claramente la subunidad B1 y la integrina avp3 se
encuentran presentes cuando el tejido es rico en P4 y su expresion disminuye
marcadamente cuando predominan los E,. Este resultado parece indicar que los
estrégenos regulan la expresion de receptores de integrinas, tal como ocurre en células

trofoblasticas humanas (Das C and Basak, 2003).
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En cuanto a la progesterona, Du Mesmil et al., 1959, encontraron que cinco CL
son suficientes para mantener la prefiez con concentraciones de P4 en plasma mayores a
5ng/ml. Mientras que Thomford et al., 1984, hallaron que la gestacion se mantuvo con
menos de 5 CL; observando que los niveles de P, declinan 24 horas después de la
reduccién de los CL, pero en un periodo corto de tiempo, y se elevaban nuevamente a
un nivel intermedio entre pre y post-reduccion de los cuerpos luteos.

Yaful y col, (2005), descubrieron en los extractos placentarios fetales altas
concentraciones de P4, hipotetizando que la placenta fetal es una fuente alternativa de
produccién de P4 durante la prefiez porcina. En éste trabajo de tesis observamos que la
P, a partir de los 60 dias de gestacion se encuentra elevada en los homogenatos
placentarios fetales concordando con la hipotesis de Yaful y col. A partir de nuestros
resultados postulamos que los niveles de P, hallados en los homogenatos placentarios
fetales a partir de los 60 dias de gestacion serian una fuente alternativa que podria

mantener el desarrollo de los fetos en casos de reduccion del nimero de cuerpos ldteos.

En concordancia con Franczak and Kotwica (2008) y Yaful, (2009),
encontramos concentraciones altas de E, en los extractos placentarios maternos,
comparados con las concentraciones en suero. Pero las concentraciones de E, de los
extractos placentarios fetales fueron mas altas que en las maternas, de manera tal que se
puede afirmar que la secrecion estrogénica es debida principalmente al componente
placentario de origen fetal. Estos resultados indicarian que la presencia de E;, es
importante durante toda la gestacion porcina, mas alla del periodo de implantacion

segun lo demostrado por Bazer and Thatcher (1977).
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En coincidencia con Choi et al., 1997 y Koncurat, 2003, obtuvimos en los
homogenatos de placenta materna y fetal porcina, asi como en suero, un aumento
significativo de los niveles de E; al final de la prefiez, evento considerado necesario
para el desencadenamiento del parto. Estos trabajos previos fueron realizados en la
interfase feto-materno, por lo tanto el presente estudio junto al de Yaful, (2009), son los
primeros que permiten establecer la prevalencia del componente placentario fetal en la
produccion de E;. Como ya se menciond, uno de los probables mecanismos por los
cuales podrian actuar los estrégenos durante el parto es mediante la modificacion de la

expresion de integrinas.

Con respecto al IFN-y, en nuestro trabajo determinamos un pico de produccion
de IFN-y a los 32 dias de gestacion, solo en los homogenatos de placenta porcina fetal
(1.515,07 pg/ml), ya que en HoPM hallamos 57,63 pg/ml. En el resto de los periodos
estudiados y al momento del parto los valores fueron menores de 15 pg/ml, limite de
sensibilidad del kit utilizado, tanto en los homogenatos de placenta materna y fetal
porcina como en sueros. Por su parte, Koncurat y col., (2001), que detectaron IFN-y
utilizando un anticuerpo anti- IFN-y humano, determinaron la presencia de IFN-y
durante la gestacion a nivel de la interfase feto-materna y en otro trabajo, Koncurat,
(2003), lo hall6 al comienzo y al final de la prefiez porcina, postulando que esta
molécula seria necesaria para el desencadenamiento del parto. Ademas, Martinez y col.,
(2005), encontraron en sobrenadantes de cultivo de placenta fetal porcina de 30 dias
altos niveles de IFN-y, un resultado semejante se hallé en los homogenatos de tejido
placentario (1000 pg/ml); las concentraciones descendieron a los 60 dias de gestacion

(600 pg/ml) en los extractos placentarios y no fueron detectables en suero, aumentando
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en los extractos placentarios y en suero (1200 pg/ml) en el parto. Las discrepancias en
los valores hallados hacia la mitad y el final de la prefiez en parte pueden deberse a que
las determinaciones de IFN-y fueron realizadas en el caso de esos autores con un Kit
comercial humano y en ésta tesis con un Ac anti- IFN-y porcino. Segln
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, existe una homologia de secuencia del 75% entre
el IFN-y porcino y humano, lo que hace suponer que los estudios citados detectaron
falsos positivos por falta de especificidad en el anticuerpo utilizado. Si bien esta
citoquina es reconocida por su funcion proinflamatoria, en la placenta humana parece
actuar como un inhibidor de una invasion trofoblastica excesiva (Hu et al., 2008), por lo
que en una especie con placentacion no invasiva como la porcina, la elevada
concentracion postimplantacion podria formar parte de los mecanismos que impiden la
invasion trofoblastica. En otros tipos celulares se ha demostrado que este interferdn
puede regular la expresion de las subunidades de integrinas (Van Valen et al., 1994),
por lo que no debiera descartarse la posibilidad de que esa funcién también apareciera

en la placenta.

Existen pocos estudios previos que analicen los niveles fisioldgicos de la IL-6 en
cerdas durante la prefiez. Modric et al., (2000), encontraron un incremento de la
expresion del gen de la IL-6 a los dias 11/12 del desarrollo del conceptus y en el
endometrio y en la placenta en fase de post-implantacion (dias 30 y 60 de gestacion).

En los estudios realizados con otras especies, algunos autores (Opsjon et al.,
1993; Agarwal et al., 2000; Robertson et al., 2010) observaron un incremento de la IL-
6, o de la expresion del gen de la IL-6, al momento del parto en la gestacion humana y

murina. En nuestro trabajo sélo se observd un gran incremento de la concentracion de


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Discusion y Conclusiones 81

IL-6 en los homogenatos de placenta fetal porcina a los 32 dias de gestacion,
encontrando niveles de concentracion muy bajos tanto en HoPM, HoPF como en suero
en los diferentes periodos estudiados.

La IL-6 es una citoquina pleiotropica, segun Tizard, (2009), regula la transicion
del proceso de la inflamacion, y en la mayoria de los mamiferos para que pueda llevarse
a cabo la implantacion debe producirse una inflamacion controlada que posibilite una
gestacion exitosa. En el Gtero porcino este proceso se presenta con particularidades,
tales como presencia marcada de E,, ademas de una remodelacion tisular, tanto del
Gtero como de la placenta y los embriones, que implica una gran actividad de
angiogénesis y una fuente alternativa de produccion de IL-6 es el endotelio vascular
durante la inflamacion (Male et al., 2007).

También se sabe que la IL-6 es una citoquina capaz de inducir la sintesis de
inmunoglobulinas y participa en la glicosilacion de las 1gG. Margni, (1996) demostro
que luego de la implantacion, en diferentes especies, la madre produce anticuerpos
blogueantes (Ac asimétricos), los cuales son esenciales para prevenir el rechazo inmune
del feto. Concordando con ese resultado, en nuestro laboratorio, (Williamson y col.,
2005; Garro y col, 2006; Garro y col, 2010), observamos la presencia de Ac asimétricos
en cerdas prefiadas en diferentes periodos gestacionales tapizando el lumen endometrial.
Asi, esta comprobado que la IL-6 producida por la placenta humana es capaz de
incrementar la proporcién de Ac asimétricos monoclonales secretados in vitro, ademas,
que ratones knock-out para IL-6 presentaron una disminucién significativa en los
niveles séricos de Ac asimétricos, lo cual se acompafié de un aumento en el indice de
aborto (Gutierrez y col., 2008). Por lo tanto, el incremento de IL-6 que se observa en la

placenta fetal en el dia 32 podria relacionarse con un mecanismo para disminuir las
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posibilidades de rechazo del conceptus en el que estarian involucrados los anticuerpos
asimétricos.

Segun Flood, (1974), los efectos de los estrogenos en el endometrio estan
restringidos a la region cercana al conceptus, debido a que el endometrio porcino
convierte los E; en estrona y luego en sulfato de estrona que es inactivo biolégicamente.
Coincidiendo con ese estudio, nosotros hallamos presencia de E, solamente en los
extractos placentarios fetales. Asimismo, fue demostrado que el estradiol reduce la
expresion del ARNm de la IL-6 y la secrecién de la proteina IL-6 en cultivos primarios
de células deciduales de rata (Deb et al., 1999). Por otra parte Yaful, (2009), hallé una
marcada secrecion bifésica de E, durante la prefiez temprana porcina, particularmente a
los 5 dias y entre los 15-19 dias de prefiez, lo que hace suponer que serian los E; los que
regulan la expresion de la IL-6 durante la prefiez temprana porcina, ya que solo la
detectamos a partir del dia 32 de gestacion (Koncurat y col., 2010).

Ademas, dado el marcado incremento encontrado en éste estudio de IL-6, que
coincide con un aumento de la concentracion de E; en la placenta fetal, debe recordarse
que las funciones de ésta citoquina no se limitan al sistema inmune y al proceso de
inflamacion, ya que se ha descripto que interviene activamente en los procesos de
osteogeénesis (Girasole et al., 1992) y angiogénesis (Gutierrez y col., 2008). Por todo
esto, nuestros resultados parecen demostrar que durante la gestacion porcina la I1L-6
estaria regulada por la concentracion de estrogenos y marcaria el correcto
establecimiento de la prefiez, contribuyendo ademas su presencia el comienzo del

desarrollo del sistema inmunitario y la osificacién fetal.



Discusion y Conclusiones 83

No hemos encontrado estudios que evalten la presencia y el rol de la I1L-12
durante el transcurso de la gestacion porcina. En nuestro laboratorio, detectamos picos
de concentracion a los 70 y 90 dias de gestacion en suero pero que son inferiores a los
valores hallados en extractos placentarios maternos, que se mantienen altos y constantes
durante toda la gestacién. Mientras que en HoPF se encontr6 un pico de concentracion
solamente en el periodo comprendido entre los 32 y los 44 dias de prefiez que a su vez
es mayor al dosado en extractos placentarios maternos.

Un rol clésico de la IL-12 es favorecer la respuesta tipo Thl, activando a los
macrofagos y a las NK e induciendo la produccion de IFN-y, por lo que aumenta la
actividad citolitica de linfocitos T y NK. También se sabe que el IFN-y aumenta la
produccién de IL-12 y a su vez que IL-12 puede actuar en forma sinérgica con la I1L-18
para provocar una respuesta Thl (Tizard, 2009).

Marzusch el al., (1997), demostraron que la IL-2 y la IL-12 no aumentan la
secrecion de IFN-y por macrofagos deciduales, pero actluan sinérgicamente para
estimular la liberacion de IFN-y por LGL CD56"" deciduales cultivadas. Ademas,
células LGL estimuladas con IL-12 e IL-2 y co-incubados con macrofagos deciduales
exhibieron elevada secrecion de IFN-y. Estos resultados sugieren que las interacciones
entre LGL deciduales y macrofagos pueden jugar un importante rol en la regulacién del
equilibrio de citoquinas en la interfase materno-fetal promoviendo preferencialmente
una respuesta inmune basada en Thl, que contribuiria al control del desarrollo de la

placenta humana.

Pocos trabajos estudiaron la presencia de IL-15 en la gestacion, éstos se refieren

solamente al primer trimestre de la gestacidbn humana, especie con placentacion
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hemocorial, deciduada (Verma et al., 2000; Ashkar et al., 2003; Boomsma et al., 2009).
Ningun trabajo investigo la presencia de IL-15 en la especie porcina durante su prefiez.
Nosotros encontramos en la presente tesis que las hembras vacias porcinas presentan
una alta expresion de IL-15 en homogenatos uterinos que difieren significativamente
con respecto a los valores hallados durante la gestacién. La concentracion sérica de IL-
15 fue alta y se manifestd de forma pulsatil durante la prefiez, salvo a los 70 dias que
descendi6 significativamente. Solo en este periodo, se hall6 un aumento de IL-15 en los
HoPM y HoPF porcinos en relacion a los valores séricos, lo que hace suponer que la IL-
15 seria necesaria en la interfase feto-materna, tanto en los componentes placentarios
maternos como fetales.

En la mujer la IL-15 est4 relacionada con la aparicion de NK a los 15 dias de
gestacion, nuestros resultados no apoyan estos hallazgos, ya que los aumentos de IL-15
en HoPF se producen solo a los 60-70 dias de prefiez. Aungue se sabe que las NK
aparecen tempranamente en el endometrio gestante porcino (Yu et al., 1993; Engelhardt
et al.,, 1997; Dimova et al., 2008) parece entonces que esta citoquina debe cumplir
funciones diferentes durante la prefiez humana y porcina.

Se sugiere que la expresion del ARNm de la IL-15 es regulada por hormonas
esteroideas, especialmente Py, ya que se encontrd IL-15 en el sobrenadante de cultivo de
células deciduales y la adicion de P4 estimuld dicha secrecién (Okada et al., 2000). En
coincidencia con dicho trabajo nosotros hallamos concentraciones elevadas en suero de
IL-15 y P4 a los 40 dias de prefiez y lo mismo acontece a los 60 y 70 dias cuando
aumenta significativamente la P, y la IL-15 en los HoPF. De ésta manera, parece que Si
bien son diferentes las funciones de IL-15 en ambas especies, los mecanismos que

regulan su expresion podrian ser similares.
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Como se sabe, los macréfagos son una fuente de produccion de IL-15 en el Gtero
(Tizard, 2009). Cristofolini, (2010), comunica el hallazgo de abundantes células
fagocitarias en el endometrio porcino a los 60 dias de prefiez, lo que nos hace pensar
que la IL-15 detectada en ese periodo gestacional en los extractos placentarios fetales se
deberia a la presencia de P, que estimula la biosintesis de IL-15.

Al analizar los resultados obtenidos de IL-15 tanto en suero como en los
extractos placentarios, sean de origen fetal o materno, llama la atencién que, de todas
las citoquinas estudiadas, la IL-15 es la Gnica que se mantiene elevada durante la
gestacion, disminuyendo solo a término. Se podria suponer que, en parte, su presencia
seria necesaria para estimular la sintesis de 1gG por células B, ya que en nuestro
laboratorio hemos hallado marcada presencia de 1gG (simétricas y asimétricas) sobre el
lumen uterino gestante, postulando que dichas 1gG protegerian la gestacion (Garro y

col., 2010).

Encontramos que en hembras vacias la concentracion de la IL-18 es mayor en
los extractos uterinos que en suero de cerdas vacias y prefiadas. Ademas, se hallé que la
IL-18 se expresa en forma de picos pulsatiles durante el transcurso de la gestacion
solamente en los extractos placentarios fetales. Segiun Ashworth et al., (2010), la IL-18
es producida por el endometrio y esta relacionada con la implantacion porcina, ya que la
asocia con el pico de IFN-y que se observo entre los dias 15 y 18 de gestacion. Nosotros
no encontramos esa asociacion en las etapas mas avanzadas de la prefiez, ya que la IL-
18 solo la hallamos a partir de los 44 dias de prefiez en extractos placentarios fetales, asi
como también a los 65 y 70 dias (Ver fig. 54), mientras que la presencia del IFN-y fue

notoria a los 32 dias.
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Asimismo, como la IL-15, la IL-18 es producida, también entre otras células por
los macrofagos, promueve la produccion de IFN-y y potencia la actividad de las NK
induciendo una respuesta inmune tipo Thl (Male et al., 2008). Ademas, estas dos
citoquinas se expresan solamente en los extractos placentarios fetales en momentos
semejantes de la gestacion porcina, lo que hace suponer que son sintetizadas por el

componente placentario fetal, como acontece con la P.

Con respecto a las citoquinas estudiadas en este trabajo de tesis, se destaca su
presencia sobre todo en los extractos placentarios fetales y se presentan como relevantes
en dos momentos de la gestacion, a los 32 dias y a los + 60 dias. Desde el punto de vista
de la biologia reproductiva de la cerda, dichos tiempos marcan eventos importantes.
Asi, 32 dias en una gestacion exitosa, es considerada como el inicio de la osificacion
fetal y el comienzo del desarrollo del sistema inmunoldgico fetal, ya que a los 42-44
dias pudieron detectarse los primeros Ac fetales (Butler et al., 2009). Por otro lado,
alrededor del dia 60 se alcanza al mayor crecimiento placentario, ya que a partir de ahi,
son los fetos los que presentan el mayor aumento de tamafio 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 60-70
de prefiez (Cristofolini, 2010).

Ya Butler y Howard en 2002 postularon que en cerdos, el paradigma establecido
en ratén de células Th1/Th2 no se puede determinar, debido a las particularidades de las
poblaciones linfocitarias porcinas y a los perfiles de liberacion de citoquinas que
poseen. En coincidencia con ellos no creemos que una prefiez porcina exitosa deba

reflejar una respuesta inmune tipo Th2 como fue postulado por Wegmann et al., 1993,
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ya que encontramos un perfil de citoquinas diferente. Estos datos son coincidentes con
los estudios mas actuales que parecen demostrar que aun en el raton, la imnunologia de
la prefiez y la red de citoquinas que se establecen son demasiado complejas para
explicarlas solamente mediante el modelo Th1/Th2 (Zenclunsen et al., 2007). La
combinacion de citoquinas elegidos en este trabajo, IL-12, IL-15 e IL-18 corresponden a
citoquinas relevantes en la activacion de las celulas NK, y se esta estudiando como la P4
regula la activacion de dichas células (Spallanzani et al., 2010). Por nuestros resultados
postulamos que el hallazgo de esas citoquinas en momentos puntuales de la gestacion
porcina, asi como la del IFN-y, se deberia a células predominantes del sistema inmune
innato.

Es de destacar, que asi como hallamos correlacion entre el sistema endocrino e
inmunoldgico, también estas coincidencias aparecen en la expresion de las integrinas.

Asi, las integrinas estudiadas en este trabajo de tesis muestran, en general, un
patron de expresion que acomparia los aumentos de P, provenientes de los extractos
placentarios fetales y una disminucion de su presencia a partir de los + 80 dias de
prefiez, en donde los tejidos placentarios, tanto fetales como maternos, estan embebidos
de E,. Solo con la subunidad B3 se observé una discordancia en la expresion a los 60
dias de prefiez, que coincide con los altos valores hallados de las citoquinas estudiadas
en éste momento particular de la gestacion.

Sera necesario profundizar los estudios de las moléculas de adhesion en relacion
a la presencia en la interfase feto-materna, estroma uterino y corion fetal, como asi
también sobre las células efectoras del sistema inmune innato, a fin de comprender los
mecanismos celulares y moleculares que regulan la expresion de estas moléculas en una

gestacion porcina exitosa.
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CONCLUSIONES

Se sugiere que la subunidad B1 de las integrinas en los tejidos placentarios
participa en el armado de la arquitectura de la interfase feto-materna, particularmente en
el mantenimiento de la arborizacion de las vellosidades, mientras que la subunidad .3
estaria involucrada en los procesos moleculares que permiten la formacion de las zonas
interaerolares para mantener estable la morfologia de la interfase feto-materna. Por su
parte avB3 y Bl formarian parte de las sefiales moleculares necesarias para el

desprendimiento de la placenta fetal en el parto.

Encontramos que la subunidad B1 y la integrina avp3 se encuentran presentes
cuando el tejido es rico en P, y su expresion disminuye marcadamente cuando
predominan los E,. Las integrinas estudiadas muestran, en general, un patrén de
expresion que acomparia los aumentos de P4 provenientes de los extractos placentarios
fetales y una disminucion de su presencia a partir de los + 80 dias de prefiez, en donde

los tejidos placentarios, tanto fetales como maternos, estan embebidos de E».

Postulamos que los homogenatos placentarios fetales a partir de los 60 dias de
gestacion serian una fuente alternativa de P, que podria mantener el desarrollo de los

fetos en casos de reduccion del nimero de cuerpos luteos.

El IFN-y, la IL-6 y la 1L-12 muestran un pico de produccion conjunta a los 32

dias de gestacion, solo en los homogenatos de placenta porcina fetal.
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Nuestros resultados parecen demostrar que durante la gestacion porcina la 1L-6
estaria regulada por la concentracion de estrogenos y que su presencia a los 32 dias
marcaria el correcto establecimiento de la prefiez, coincidiendo con el comienzo del

desarrollo del sistema inmunitario y la osificacion fetal.

La IL-15 es la Unica citoquina que se mantiene elevada durante la gestacion,
disminuyendo solo a término, postulamos que, en parte, su presencia seria necesaria
para estimular la sintesis de 1gG por células B necesarias para proteger la gestacion

porcina.

La IL-15 y la IL-18 se expresan solamente en los extractos placentarios fetales a
los £ 60-70 dias de la gestacion porcina, lo que hace suponer que son sintetizadas por el

componente placentario fetal, como acontece con la P,.

Por nuestros resultados postulamos que el hallazgo de las citoquinas IL-12, IL-
15 e IL-18 en momentos puntuales de la gestacion porcina, asi como la del IFN-y, se

deberia predominantemente a la accion de células del sistema inmune innato.
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Tabla 5. Determinacion de P4 por Quimioluminiscencia y RIA en HoPM, HoPF y suero

ANEXOS

ANEXOS

en diferentes periodos gestacionales.

Periodo de Tipo de Psng/ml
Gestacion muestras Quimiolumiscencia RIA
37 dias HoPF 28,20 34,80
HoPM 2,04 1,65
40 dias Suero 56 46,7
HoPM 1,86 3,00
HoPF 60 34,20
HoPM 4,50 3,60
HoPF 61,80 73,50
60 dias HoPM 2,37 2,64
HoPM 4,20 3,30
70 dias HoPM 3 1,98
HoPF 330 245,40
HoPF 190,20 177
HoPM 6,90 4,90
HoPF 333 212,40
HoPF 267,90 277,50
HoPM 5,40 4,20
HoPF 184,20 187,20
HoPM 2,10 1,95
HoPF 210,90 211,50
71 dias HoPM 2,49 2,61
HoPM 2,43 3,30
80 dias HoPM 2,22 3
HoPF 318 256,20
HoPF 225 256,80
HoPF 197,70 153,90
HoPF 255,60 246,60
HoPF 202,20 242,40
HoPF 202,80 240,60
114 dias HoPM 2,37 2,07
Suero 38,8 31,8

HoPM: homogenato de placenta materna

HoPF: homogenato de placenta fetal




Tabla 6: Concentracion P4 (ng/ml) en HoPM, HoPF y suero de cerdas vacias y de

ANEXOS

diferentes periodos de gestacion.

Dias HoU HoPM HoPF Suero
Vacia 0,63 +0,35 18,63 +4,73
35 0,95+0,54 15,06+ 6,74 S/D
40 1,14+ 0,46 19,6+ 2,59 56,00
60 2,72+ 1,28 45,6 £20,77 25,40
70 2,66% 1,92 83,25 +30,69 22,6x2,12
80 3,7 +2,57 77,85 +£15,57 S/D
90 S/D S/D S/D
114 1,08 +0,38 64,69 +18,86 15,949,33

Tabla 7: Concentracion E, (pg/ml) en HoPM, HoPF y suero de cerdas vacias y de

diferentes periodos de gestacion.

Dias HoU HoPM HoPF Suero
Vacia | 658,20+ 59,95 19.36+19,55
35 1040,67+329,66 2058,71+ 826,23 29,50 +2,12
40 867,33 +295,92 826,25+ 202,55 21,5+0,71

50 682,29 +58,84 912,86 +105,98 10+1

60 643,00 +75,02 1898,00 +118,88 12,42+1,38
70 441,60 +108,63 637,50 £144,97 56,67+4,04
80 2864,25+ 782,28 6926,25 +993,21 80,83+3,75
90 2616+1160,73 90000 434+31,19
114 9131+1348,2 41840 +18724,07 592,67+102,5

Tabla 8: Concentracién IFN-y (pg/ml) en homogenato de Utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal como suero proveniente de distintos
periodos de prefiez.

Concentracion de IFN-y (pg/ml)
Dia Suero HoU HoPM HoPF
0 140,47 64,91

32 15 57,63 1515,07
44 15 15 15
51 15 15 15
65 15 15 15
70 15 15 15
80 15 15 15
90 15 15 15
114 15 15 15




Tabla 9: Concentracion IL-6 (pg/ml) en homogenato de Utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal como suero proveniente de distintos

periodos de prefiez.

ANEXOS

Concentracion de IL-6 (pg/ml)

Dias Suero HoU HoPM HoPF
0 286,46 34
32 34 34 878,29
44 104,14 34 34
50 116,46 48,4 37
60 34 126,74 34
70 137 66 34
80 198,04 87 34
90 384,85 34 34

114 34 34 34

Tabla 10: Concentracion IL-12 (pg/ml) en homogenato de utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal como suero proveniente de

distintos periodos de prefiez.

Concentracion de 1L-12 (pg/ml)
Dias Suero HoU HoPM HoPF
0 14,7658 | 122,7477

32 21,9796 106,5165 | 203,9034
44 16,5692 103,8114 | 228,2499
51 14,7658 84,8751 | 49,7076
60 16,569 65,9388 | 57,8232
65 15,6675 63,2337 | 63,2337
70 67,9678 90,2856 71,349
80 28,2917 74,0544 | 63,2337
90 97,7248 84,8751 82,17
114 43,621 79,4646 | 74,0544




ANEXOS 107

Tabla 11: Concentracién IL-15 (pg/ml) en homogenato de Utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal como suero proveniente de
distintos periodos de prefiez.

Concentracion de IL-15 (pg/ml)
Dias Suero | HoU HoPM | HoPF
0 747,705 | 158,001

32 510,602 102,21 248,658
35 661,697 116,157 360,27
44 622,18 144,051

50 782,573

60 573,364 137,079 754,245
70 138,675 548,523 911,157
80 768,626 164,973 255,63
90 466,435 353,262 255,63
114 292,095 266,091 | 346,287

Tabla 12: Concentracion IL-18 (pg/ml) en homogenato de utero vacio (HoU) (dia 0) y
homogenatos de placenta materna y fetal como suero proveniente de
distintos periodos de prefiez.

Concentracion de I1L-18 (pg/ml)
Dias Suero HoU HoPM HoPF
0 195,489 | 5186,286
32 912,3322 39 39
44 39 590,5983 | 2613,06
51 39 39 254,664
65 39 163,7967 | 6286,332
70 129,8629 722,7693 | 3558,933
80 357,0314 99,0882 39
90 39 39 868,7076
114 39 39 39




