Expresion de la integrina avpB3 y de las
subunidades de integrinas o3 y B1 durante la
placentacion porcina.
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— Resumen

La placenta porcina es epiteliocorial, adecidua, plegada, difusay no invasiva, por lo que
expresa moléculas de adhesion que posibilitan 1a formacién de la interfase feto/materna.
Las integrinas son glicoproteinas que gobiernan las interacciones celulares con la matriz
extracelular y participan en laimplantacion de varias especies. El objetivo de éste estudio
fue analizar y comparar laexpresion de avp3, a3y Bl afin de detectar la existenciade un
patrén de expresion diferencial durante la placentacion porcina. Se utilizaron placentas
porcinas de + 37, 60, 70, 80 y 114 dias de gestacion y Utero vacio. La presencia de
integrinas se determind por inmunoperoxidasa indirecta. Durante la placentacion ov3 se
expresd cuantiosamente, disminuyendo a partir de los 80 dias. La integrina 1 fue la que
mayor positividad marco en todos los tejidos placentarios estudiados, disminuyendo su
expresion solo al final de la gestacion. La subunidad a3 no se expresd en glandulas
endometriales en ninguno de |os periodos gestacional es estudiados. L os resultados de este
estudio remarcan la importancia de la expresién de las integrinas durante la placentacion
porcina, particularmente 31, en el transcurso de la gestacion para permitir laremodelacién
delas vellosidades placentarias y o3 de las zonas interareol ares.
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Expression of awP3, and subunits o3 and B1 during porcine placentation

Summary

Porcine placenta is epitheliochorial, diffuse, folded, adecidua, and non invasive, and express
adhesion molecules different. Integrins are glycoproteins composed of o.and [ subunits that
govern cellular interactions with the extracellular matrix. Recent studies showed that integrins
have been involved in implantation events in several species. The aim of this study was to
compare the expression of avB3, o3 and B1 during placentation porcine. Placental tissue
from porcine female of 37, 60, 70, 80 and 114 days of gestation, and empty uterus were
used. The detection of the integrins was analyzed by indirect immunoperoxidase. During
placentation avb3 was expressed abundantly, decreasing from day 80 on. The integrins B1
was the one that marked great positivity in all placental tissues studied, decreasing it
expression only at the end of de gestation. The a3 subunits was not expressed in endometrials
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glands in none of the gestational periods studied. The results of this study remark the importance
of the expression of integrins during the porcine placentation, particularly 1, during the
gestation to allow the redesigning of the placental villiand o3 from interareolares zones.

Key Words: integrins, epitheliochorial placenta, pregnancy, pigs.

Introduccion

La placenta porcina es epiteliocorial,
adecidua, plegada, no invasiva y difusa. Se
conformamedianteinterdigitacionesentrelas
vellosidades del trofoectodermo'y lasuperficie
del epitelio uterino lo que permite el
reconoci miento, adhes n eimplantacion delos
conceptus en éstaespecie politoca. El contacto
entre el conceptus y el endometrio depende
de interacciones entre célula-célulay célula-
matriz extracelular mediante uniones entre
receptores de la superficie celular y sus
ligandos tales como las integrinas, Muc-1,
fibronectina u osteopontinat® 2.

Las integrinas comprenden una gran
familia de proteinas transmembranas
constituidas por dos subunidades glicoproteicas
unidas entre si no covalentemente,
denominadasa y B. Se hanidentificado nueve
subunidades B (B1-B9) y diecinueve
subunidades o (a:1- 010, av, al1b, oL R, all EL,
ox, om, oL y ad) y se han definido alrededor
de 25 heterodimeros diferentes deintegrinas'®.

Lafuncion delasintegrinas, determinada
por las combinaciones de subunidades o y B
expresadas, depende de los procesos |levados
a cabo por las células como los de
diferenciacion, inflamacién, reparacion de
tgjidosy transformacion maligné?.

El rol delasintegrinasen el endometrio no
esta claramente definido, segiin Lessey and
Arnold, 19982, éstas moléculas representan
excelentes marcadores de estadios normales
y anormales de receptividad uterinay pueden
proveer claves en los mecanismos de
implantacién y regulacion delagestacion.

Enbovinos, sesugierequelafusiéndelas
células binucleadas con el epitelio materno es
el fendmeno que inicia los cambios en la
expresion delasintegrinasy las moléculasde
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la matriz extracelular (MEC) en e estroma
subepitelial uterino™. Enovinos, lasintegrinas
juegan un papel predominante en las
interacciones entre la MEC y sus receptores
paratraducir sefiales entre el trofoectodermo
y las células epiteliales uterinas®. En el
endometrio y blastocito caprino estan
expresadaslaintegrinaovp3y las subunidades
o4y o5 que desempefiarian unimportante papel
en losprocesosdeimplantacién®. Enel congjo,
laintegrinaovp3 estapresenteen el trofoblasto
y en el embrion y puede estar involucrada en
las interacciones maternas embrionarias
tempranas®. Los resultados de estudios
realizados en monos Rhesus sugieren que
existe una correlacion entre la expresion de
lasintegrinasy sus ligandos delaMEC en la
interfase feto materna 'y que estas sustancias
podrian estar involucrados en el control dela
proliferaciony diferenciacion celular, regulando
la invasion de las células trofoblastica al
comienzo de la gestacion®. En la mujer, se
considera a las integrinas como probables
marcadores de la receptividad uterina parala
implantacion del embridn, y que esta accion
ocurre cuando el Utero se encuentra bagjo la
influencia de la progesterona®. Hanashi y col.
2003?, demuestran quelaintegrinaf1 participa
enlafasefina delaimplantacion enladecidua
humana.

En especies con placentaepiteliocorial, se
sugiere que la integrina a5p1 participa en
eventos moleculares involucrados en los
procesos de implantacion®. Numerosos
trabajos plantean el papel de las integrinasy
de sus ligandos de la MEC, comparando su
expresion entre el Gtero durante el ciclo estral
con laprefiez tempranade entre 10y 15 dias"
2719 incluyendo aaquellasinvolucradasen la
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implantacién porcinal 2 26 1016 pero no
encontramos |os que evallen su presencia
durante el transcurso de la gestacion. El
objetivo de éste estudio fueanalizar y comparar
laexpresion de avB3, o3y B1 afin dedetectar
la existencia de un patron de expresion
diferencial durante la placentacion porcina.

Materiales y métodos

Animales y Tractos Reproductivos: Se
muestrearon 25 cerdas mestizas de lazonade
General Pico, LaPampa, Argentina (35° 62" y
63° 45" delatitud y longitud respectivamente)
y serecolectaron 5 muestras placentarias para
cada uno de los periodos gestacionales
seleccionados: + 37, 60, 70, 80 dias de
gestacion, atérmino (114 dias de gestacion) y
5 (teros vacios. |nmediatamente después de
recolectados los tractos reproductivos se
lavaron con solucién salinade Hank”s (SSH)
conteniendo 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/
ml de estreptomicinay 2,5 ug/ml defungizona
y se guardaron a 4° C hasta su procesamiento
en el [aboratorio.

Determinacion de la edad gestacional:
Se estim6 laedad gestacional delaprefiez de
acuerdo a la longitud céfalo-caudal de los
embriones y/o los fetos obtenidos de cada
cerda®.

Procesamiento del tgjido placentario:
Se fijaron las muestras placentarias maternas
y fetales en formol tamponado con fosfato al
10% y serealizaron | os cortes histol 6gicos de
+5um.

Determinacién delntegrinas. Dado que
no existe en el mercado anticuerpos anti-
integrinas porcinas se trabaj 6 con anticuerpos
anti-integrinas humanas como lo realizado por
Bowen et a*, Garcia et a’ y Rashev et a*.
Serealiz6 unatécnicade inmunohistoquimica
indirecta LSAB (Labeled Strptavidin Biotin
Method): selavé € tejido con solucién salina
tamponada (PBS), se agregd perdxido de
hidrégeno a 3% (parabloquear la peroxidasa
enddégena) durante 57, se lavo con PBSy se
agrego anticuerpo de raton anti-subunidad de
integrina 1 humana monoclonal 1:100
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(Chemicon) o anticuerpo de cong o anti-integrina
o3 humana policlona 1:500 (Chemicon); se
incubd 20", se lavd nuevamente con PBS. Se
agregd el segundo anticuerpo biotilinado
(inmunogl obulina anti-anticuerpos de conejo,
ratony cabra) incubando 20" y selavé con PBS.
Se coloco gotas de estreptavidina-peroxidasa
derabano picante (streptavidinad HRP de Dako
Cytomation) y seincub6 20, selav6 con PBS
nuevamente, se cubrié con solucion cromégena
diaminobencidina(DAB), 15", selav6 con agua
destiladay se contrasté con hematoxilina (2°),
se lavo con agua, se montd y observo al
microscopio Axiophot (Zeiss). Para la
determinacion de oV B3 se utilizo un anticuerpo
deraton anti-integrinacV 3 humanamonociona
conjugado con biotina(Chemicon) dilucion 1: 100,
gue se revel6 de igual manera que la técnica
descripta anteriormente.

Como controlesnegativos utilizamos cortes
detgidosalosqueseleredizdlamismatécnica,
solosereemplazd e primer anticuerpo por PBS.

Andlisis estadistico: Los resultados se
expresan en forma semicualitatival®, con una
escala elegida en funcion de la coloracion
detectada, determinando que:

(-): negativo

(+): bajapositividad

(++): positividad intermedia

(+++): dtapositividad

Resultados

Entodoslostejidos placentarios provenien-
tes de los periodos gestacionales analizados
se pudo determinar lapresenciadeintegrinas,
a excepcion de o3 que fue negativa en
glandulas endometriales tanto en Utero vacio
como en los distintos periodos gestacionaes
estudiados.

Expresion de la Integrina avp3:
Durantelaplacentacion avp3 se expresd cuan-
tiosamente, tanto en vellosidades como en
glandulas, disminuyendo apartir delos80 dias
de gestacion. Ver Tablal. Foto 1y Foto 2.

Expresion de la Subunidad Bl: Esta
integrina fue la que mayor positividad marcé
en todos los tejidos placentarios estudiados,
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disminuyendo su expresion solo al final dela de a3 en las vellosidades, mientras que las
gestacion. Ver Tablall. Foto 3y Foto 4. glandulas endometrial esmostraron negatividad

Expresion de la Subunidad de entodoslosperiodosgestacionalesestudiados.
Integrina a3: Se hall6 marcada positividad ~ Ver Tablalll. Foto 5y Foto 6.

Tablal: Expresion delasubunidad oV 33 delasintegrinas en Utero vacio y placentas de diferentes periodos gestacional es.

Tracto Epitelio Vellosidades Glandulas Vasos Fibras

Reproductivo | Uterino Uterinas | Sanguineos | Conectivas
Fet. | Mat. Fet. | Mat.

Utero vacio |+ F ++ —+
37 dias + ++ ++ +++ ++ | +++
60 dias + +++ + +++ ND | +++
70 dias +++ + — + + ¥
80 dias _ _ _ ++ ND T+t
114 dias + _ +

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

Tablall: Expresion de lasubunidad 1 de lasintegrinas en Utero vacio y placentas de diferentes periodos gestacionales.

Tracto Epitelio Vellosidades Glandulas Vasos Fibras
Reproductivo | Uterino Uterinas | Sanguineos | Conectivas
Fet. | Mat. Fet. | Mat.
Utero vacio |+ e+ + —
37 dias +++ +++ ++ ++ + ++
60 dias ++ +++ ++ ++ ND ++
70 dias +++ ++ +++ +++ + ++
80 dias +++ ++ ++ +++ ++ ++
114 dias + + ++ ++ + ++

Fet: Fetal; Mat: Materno; ND: No Determinado; +, ++, +++: Diferentes Grados de Positividad.
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Tablalll: Expresion delasubunidad 0.3 de las integrinas en Utero vacio y placentas de diferentes periodos gestacionales.

Tracto Epitelio Vellosidades Glandulas Vasos Fibras

Reproductivo | Uterino Uterinas | Sanguineos | Conectivas
Fet. | Mat. Fet. | Mat.

Utero vacio | ++ _ + ¥
37 dias +++ + B +++ + ++
60 dias ++ +++ - + ND i+
70 dias ++ +++ _ ++ T+t T+
80 dias ND ++ _ ++ ND T+
114 dias +++ T+ T+

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

Vellosidad

Foto 1: Placenta porcinade 70 dias de gestacion dondese  Foto 2: Control Negativo de Placenta porcina de 70 dias
observa la integrina ovB3. (20x) de gestacion. (20x)
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Foto 3: Placenta porcina de 37 dias de gestacion donde se
observalasubunidad 1. (20x) de gestacion. (20x)

InVet. 2009, 11(1): 31-37
ISSN (papel): 1514-6634

ISSN (on line) 1668-3498 35



Foto 5: Placentaporcinade 114 dias de gestacion donde se

observala presencia de 0.3. (20x)

Discusion

La placenta es un 6rgano integrado por
estructurasdeorigen fetal y materno, originado
especial mente paralagestacion. En cerdos, dado
el tipo de placentaepiteliocorial y no invasiva,
solamenteel trofoblasto seencuentraen intimo
contacto con los tejidos maternos; por eso las
interacciones entre los epiteliostrofobléstico y
endometrial originan numerososestudiosacerca
de la expresién de moléculas de adhesion,
particularmente las integrinas, consideradas
esenciales para el mantenimiento de una
gestacion. No hemos encontrado estudios que
evallien su presencia durante €l transcurso de
laplacentacion.

Segun Bowen y col., 1996, en la
implantacion porcinael epitelio luminal uterino
expresalas subunidades o1, o3, 04, a5, av, B1
y B3 que fueron detectadas por inmuno-
fluorescenciaindirecta; ademas plantea que la
expresionde o4, o5y B1 haladasen € epitelio
uterino se relacionan con € ciclo estral. Debido
aquelaplacentaporcinaposeelacaracteristica
de que autofluoresce™, las experiencias reali-
zadas en este trabajo se efectuaron através de
una técnica de inmunohistoquimica indirecta
empleando peroxidasade rabano picante (HRP),
por lo que no relacionamos los resultados de
Bowen con los del presente trabajo.

Nosotroshallamos quelas subunidades ov
y B3 seexpresan enlasvellosdadesy € estroma
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Foto 6: Control Negativo de Placenta porcina de 114 dias
de gestacion. (20x)

endometrial durantelaimplantacion porcing, al
igual quelo descrito por distintosautoresen otras
especies, como en interfase feto-materna en
reshus monkey** epitelio luminal murino®,
endometrio y células del blastocito caprino’y
embridn y trofoblasto del congjo °. Ademés,
nosotros notamosaltaexpres on deestaintegrina
en el transcurso de la gestacion solo hasta los
70dias.

Segln Rashev y col., 2005%, en estudios
realizados durante la prefiez temprana porcina
encuentra que o5B1 fue elevada en trofo-
ectodermo, superficie epitelial del endometrio
uterinoy glandulasendometria es, disminuyendo
levemente su expresion alos 35 dias, mientras
que nosotros detectamos|as subunidades1 con
ata positividad hasta e fina de la gestacion.
Dadalapresenciacuantiosadepl1 enlostejidos
placentarios sugerimos su participacion en €l
mantenimiento de la interfase feto-materna,
particularmente en la arborizacién de las
vellosidades, yaquedisminuyesu expresion solo
atérmino. Lo que sugeririala participacion de
éstas moléculas en los eventos de aposicion y
adhesion de la placenta porcina

La expresion de la subunidad o3 de las
integrinas no se hall6 en gléndulas uterinas en
ninguin periodo estudiado, pero semanifesté con
ataintensidad enlasvellos dadestrofobl &sticas
fetales y maternas, a igua que en los vasos
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sanguineos durante la gestacion, por lo que
postulamos que ésta subunidad participariaen
los procesos moleculares de adhesion
involucrados en las zonas interaerolares para
mantener la morfologia de la interfase feto-
materna.

Conclusion

Los resultados de este estudio remarcan
laimportanciadelaexpresion delasintegrinas
durante la placentacion porcina, particu-
larmente B1 en el transcurso de la gestacion
para permitir la remodelacién de las
vellosidades placentarias y a3 especiamente
en las zonas interareol ares.
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