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Momificacion fetal: alteracion del colageno placentario en cerdas
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Resumen. El objetivo fue determinar en placentas porcinas de fetos momificados, la localizacion de colage-
no de acuerdo con grosor de sus fibras. Se procesaron placentas de cerdas mestizas procedentes de criaderos
del sur de la provincia de Coérdoba. Se seleccionaron las unidades fetoplacentarias con presencia de fetos
momificados, recolectandose placentas de 60 y 90 dias de prefiez. Cortes histologicos se colorearon con la
tincion histoquimica modificada de Picrosirius red y se examinaron con microscopio de polarizacion, lo que
permite diferenciar colageno Tipo I (birrefringencia naranja amarillenta a naranja y rojo) y Tipo III (birre-
fringencia verde o verdosa-amarillenta). La disposicion de las fibras de colageno Iy III su espesor y distri-
bucion de la birrefringencia se analizaron mediante el valor de High Score y se evaluaron estadisticamente
comparando con estudios previos realizados en placentas de fetos viables. Se determin6 una asociaciéon entre
la condicion placentaria y la presencia de fibras segiin su espesor en ambos estadios gestacionales. En pla-
centas de fetos momificados, las fibras de colageno tipo I eran escasas y estaban rodeadas de abundantes
fibras dispersas de colageno tipo III. Un 6ptimo microambiente placentario es esencial para el desarrollo
de procesos fisiologicos que intervienen en el mantenimiento de la prefiez. Una matriz extracelular con una
composicion y distribucion del colageno alteradas induciria cambios en el microambiente incompatibles con
el normal desarrollo de la gestacion y la viabilidad fetal.
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Abstract. The objective was to determine in porcine placentas of mummified fetuses the location of collagen
according to the thickness fiber. Placentas from crossbred sows from farms in the south of the province of
Cordoba were collected after delivery and were processed. The fetoplacental units with mummified fetuses
were selected and the gestational age was determined. Placentas of 60 and 90 days of pregnancy were co-
llected. Histological sections were stained with the modified histochemical stain Picrosirius red and were
examined under polarizing microscope, which allows differentiation of Type I collagen (yellowish orange
to orange-red birefringence) and Type III (green or greenish-yellowish birefringence). The arrangement of
I and III collagen fibers, their thickness and birefringence distribution were analyzed using the High Score
value and statistically evaluated in comparison with previous studies performed on placentas of viable fetu-
ses. An association was established between placental condition and the presence of fibers according to their
thickness. In placentas of mummified fetuses type I collagen fibers were poor and surrounded by abundant
type III. An optimal placental microenvironment is essential for the development of physiological processes
involved in maintaining pregnancy. An extracellular matrix with altered collagen composition and distribu-
tion would induce changes in the microenvironment incompatible with the normal pregnancy development
and fetal viability.
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En la cerda, la mortalidad fetal que ocurre entre
el dia 35 y el término de la gestacion, ocasiona,
en promedio, la pérdida de mas de un lech6on
por camada (Van der Lende y Van Rens, 2003).
Durante el desarrollo prenatal, el proceso de
osificacion comienza muy temprano en la etapa
fetal, debido a la presencia de tejido 6seo cal-
cificado, los fetos muertos no son reabsorbidos
por la cerda, sino que sufren un proceso de mo-
mificaciéon. Estos fetos momificados finalmente
son expulsados junto con el resto de la camada.
Aunque los fetos momificados se han asociado a
enfermedades infecciosas (Borges et al., 2005;
Silva et al., 2015), también se han determinado
varios factores no infecciosos, como el tama-
no de la camada y la capacidad uterina, entre
otros (Trolliet, 2005; Fernandez et al., 2019).
Durante la gestacion, luego de la implantacion
del embrién porcino, el crecimiento, desarrollo
y viabilidad posterior del feto dependen de una
correcta y eficiente formacion placentaria (So-
raci, 2012). Debido al tipo de placentacion epi-
teliocorial y el caracter politoco de la especie, es
esencial un 6ptimo microambiente placentario
para sostener las demandas nutricionales de los
concepti (Cristofolini et al., 2018; Johnson et
al.; 2021). La matriz extracelular es fundamen-
tal para guiar el comportamiento celular, sien-
do el colageno fibrilar su principal componente
(Liu et al., 2021). El estudio de la organizacion
de una matriz que contiene colageno resulta
util para comprender ciertas condiciones fisio-
patolégicas (Rittié, 2017; Gomez et al., 2024).
El objetivo de este estudio fue estudiar la dis-
tribucion y disposicion de las fibras colagenas
tipo I y III en cortes histologicos de placentas de
cerdas con fetos momificados, a través de la tin-
cion histoquimica modificada de Picrosirius red
examinados con microscopio de polarizacion.

Se procesaron placentas de cerdas mestizas
(Naima) de gestaciones a término, provenientes
de la Granja Experimental El Pilato, BIOFAR-
MA S.A., Carnerillo, Céordoba (32.9° S 64.0° O).
Las madres fueron consideradas libres de enfer-
medad de acuerdo con la examinacion clinica y
post-mortem. Las placentas recogidas luego de
su expulsion fueron lavadas con solucion salina
de Hank’s (SSH) (Gibco) que contenia 10.000
U/ml de penicilina G sédica, 10 mg/ml de sul-
fato de estreptomicina y 2,5 ug/ml de fungizona
(Gibco) y mantenidas a 4 °C hasta su procesa-
miento en el laboratorio. Se asistieron 13 par-
tos y se obtuvieron y examinaron 133 unidades

fetoplacentarias porcinas, las que fueron exa-
minadas, recolectandose 5 unidades fetopla-
centarias con presencia de fetos momificados
(P1/FM). Se tomo la longitud céfalocaudal de
esos fetos y se determin6 la edad gestacional a
través de la formula: dias de gestacion (DG)=
longitud cefalocaudal (LCC) cm x 3 + 21, donde
3y 21 son constantes (Fiorimanti et al., 2018).
Se determind que 3 unidades fetoplacentarias
provenian de gestaciones de 60 dias de prenez,
y 2 de 90 dias. Las muestras de tejido placen-
tario fetal de 6 mm? se fijaron en formol tam-
ponado al 10 % y se procesaron a través de la
técnica histolégica convencional (Fiorimanti
et al., 2024). La evaluacion de la distribucion
de las fibras colagenas se realiz6 a través de la
tincién modificada de Picrosirius red, un pro-
cedimiento histoquimico selectivo que permite
observar con un microscopio de polarizacion la
birrefringencia emitida. Las membranas fetales
fueron incubadas con hematoxilina de Weigert/
etanol 95° (Solucién A-Biopack®, Argentina) y
cloruro férrico (Solucién B-Biopack®, Argen-
tina) durante 30 min. Posteriormente, se reali-
z6 un lavado de 10 min. con agua corriente. Se
agrego la solucion de Picrosirius red (Direct red
80/4acido picrico saturado) y se incub6 durante
1 hora a temperatura ambiente, para luego la-
var con agua acida (2 lavados de 10 min. cada
uno). Los cortes fueron deshidratados en etanol
al 100 %, aclarados con xilol y montados con
Entellan (Merck, Alemania). La observacion se
realiz6 con el microscopio Optico de luz polari-
zada Eclipse- E- 600- POL (Nikon Instruments
INC, Melville, NY, USA). Las imagenes se ob-
tuvieron con una camara digital Powershot G6,
7.1 megapixels (Canon INC, Jap6n). Al utilizar
oOpticas de polarizaciéon con ejes polares cruza-
dos, se detecta la birrefringencia emitida por el
complejo de union entre las fibras de colageno y
las moléculas de Picrosirius red, las que se unen
espacialmente de manera paralela a la fibra au-
mentando su natural birrefringencia. Los colo-
res observados representan el tipo de colageno
presente y una medida de su espesor, asi como
de la densidad de su empaquetamiento y dispo-
sicion (Sanchis et al., 2011). La birrefringencia
emitida por las fibras de colageno tipo I y I1I se
presenta en color verde, amarillo o naranja, en
secuencia del grosor creciente de las mismas
(Rittie, 2017). Se evaluaron 10 campos al azar
por placenta de fetos momificados (P1/FM),
utilizando un objetivo de 20x, determinando la
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disposicion de las fibras colagenas segtin su gro-
sor. La intensidad de birrefringencia se identi-
fico cualitativamente asignando las siguientes
categorias: (1) pobre, (2) abundante y (3) cuan-
tiosa. La semicuantificaciéon se determin6é me-
diante el analisis de la distribucion de intensi-
dad de birrefringencia, a través del valor High
Score (HS) (Fiorimanti et al., 2018), definido
como HS: Y Pi (i + 1), donde para cada color
observado, “i” es la intensidad de birrefringen-
cia y “Pi” el porcentaje de birrefringencia. Los
resultados obtenidos se compararon con los de
placentas de fetos viables de la misma edad ges-
tacional (P1/FV). Posteriormente se analizaron
estadisticamente con el software InfoStat (Di
Rienzo et al., 2020). Los resultados se conside-
raron significativos con un valor de p< 0,05.

Se determiné en el tejido placentario de fetos
momificados (P1/FM), en ambos periodos ana-
lizados, una abundante birrefringencia naranja
y cuantiosa birrefringencia verde, presente en
el mesénquima fetal. Se observo, en particular,
una disposiciéon mas densa de las fibras de cola-
geno en las membranas fetales, especialmente
alrededor de los vasos sanguineos, presentando
un aspecto fibrilar compacto (Figura 1 A y C).
Por el contrario, en placentas de fetos viables
(P1/FV) la disposicién de las fibras de colage-
no del mesénquima fetal era laxa, caracterizada
por cuantiosa birrefringencia naranja y amari-
lla, y pobre birrefringencia de fibras verdes (Fi-
gura 1 ByD).

Figura 1. Tincion histoquimica modificada de Picrosirius red observada al microscopio de polarizacién. Disposicion y distribuciéon
de las fibras de colageno en placentas de fetos momificados (P1/FM) (A y C) y en placentas de fetos viables (P1/FV) (By D). Ay B
corresponden a gestaciones de 60 dias; Cy D corresponden a gestaciones de 9o dias. Escala: 200 um.
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El analisis estadistico de la variable porcentaje embargo, se observo una tendencia en las mem-
total de fibras de colageno no mostr6 diferen- branas fetales de PI/FM, a expresar un mayor
cias significativas entre PL/FM y PL/FV. Sin porcentaje de colageno (Figura 2).

Figura 2. Anélisis del porcentaje total de fibras de colageno en placentas de fetos momificados (P1/MV) vs placenta de fetos naci-
dos vivos (P1/FV). Letras diferentes representan diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05).

La asociacion entre la condicién placentaria centaje de fibras delgadas (verdes) (p= 0,029)
(P1/FM o P1/FV) y la presencia de fibras colage- y de fibras gruesas (naranja) (p= 0,0027) fue
nas segun su tipo y espesor (verdes, amarillas o significativamente mayor, mientras que para
naranjas) determind que, en las PL/FM el por- las fibras amarillas no se observaron diferencias
significativas (p> 0,05) (Figura 3).

Figura 3. Asociacion entre la condicién placentaria (P1/FM o P1/FV) y las fibras de colageno de acuerdo con el High Score (HS)
de birrefringencia. Birrefringencia amarilla corresponde a fibras de mediano espesor; birrefringencia naranja corresponde a fibras
gruesas; birrefringencia verde corresponde a fibras delgadas. [*] representa diferencias estadisticamente significativas entre grupos
(p< 0.05).
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El desarrollo placentario requerido para llevar
a término la gestacion, esta intimamente aso-
ciado, no so6lo con la proliferacién de células
placentarias, sino también con la produccion
de matriz extracelular (Rozario y DeSimone,
2010; Goémez et al., 2024). En estudios previos,
en placentas de fetos nacidos vivos hemos ob-
servado en la matriz extracelular placentaria,
un aumento del coldgeno a medida que avanza
la gestacion (Sanchis et al., 2011). Dicho cola-
geno actua directamente como un constituyen-
te esencial de la matriz proporcionando sostén
al sistema vascular y glandular en desarrollo
(Bonnans et al., 2014).

Diversos autores han postulado que las fibras
de colageno que emiten birrefringencia verde se
corresponden con fibras inmaduras de colage-
no tipo III mientras que, las amarillas y naran-
jas con fibras maduras de colageno tipo I (Cury
et al., 2016; Rittie, 2017; Liu et al., 2021). En
nuestro estudio determinamos la escasa pre-
sencia de elementos fibrilares maduros y bien
definidos, rodeados de abundantes fibras in-
maduras dispuestas de manera dispersa en el
tejido placentario. De manera tal que, una ma-
triz extracelular conformada especialmente por
fibras de colageno tipo III les otorgaria a estas
placentas, una estructura desorganizada, inca-
paz de sostener el desarrollo de procesos fisio-
logicos esenciales para el mantenimiento de la
gestacion en curso. Estos hallazgos, en placen-
tas de fetos momificados, se encuentran estre-
chamente asociados a procesos de vasculariza-
cion defectuosos determinados en estudios en
proceso (datos no publicados).

En coincidencia con otros autores (Rittié, 2017;
Liu et al., 2021) consideramos que la tincion
histoquimica modificada de Picrosirius red es
una herramienta eficaz para revelar la presen-
cia y la organizaciéon de las fibras de coldgeno
en los tejidos. Asimismo, es un procedimiento
de evaluacion economico, simple y confiable
que permite demostrar los cambios en el patron
de distribucién del colageno. En conclusion, en
este estudio caracterizamos de manera especifi-
ca el colageno de la matriz extracelular placen-
taria en fetos momificados, asi como también
identificamos la asociacion entre la condicion
placentaria y el tipo de fibras presentes.
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