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Resumen. Para el estudio de los procesos de angiogénesis placentaria en espe-
cies de interés productivo, es necesario contar con un marcador especifico de
vasos sanguineos de diferente calibre, el cual nos permita la aplicacién de estu-
dios de histomorfometria vascular. El objetivo fue poner a punto la técnica inmu-
nohistoquimica para CD31 como marcador de vasos sanguineos en placentas de
cerdas del inicio, la mitad y el final de la prefiez, para posteriores estudios histo-
morfométricos. Una parte de los cortes histoldgicos de 4 um fueron coloreados
con tinciones diferenciales y el resto procesados mediante la técnica de inmuno-
histoquimica indirecta para la determinacion de la proteina marcadora de células
endoteliales, CD31. El analisis histomorfométrico revelé un aumento significativo
en el nUmero de vasos sanguineos en la placenta desde el dia 30 a 60 de gesta-
cion y una disminucion del drea vascular en gestaciones intermedias (p=0.05). La
inmunolocalizaciéon de CD31 nos permitié delimitar areas vasculares mas peque-
fas de manera precisa en la placenta porcina. Consideramos que la marcacién de
la microvasculatura placentaria a través de la inmunolocalizacidon de CD31, es una
eficaz herramienta para la aplicacion de estudios de histomorfometria.
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CD31 immunolocalization as specific marker of placental blood
vessels, it application for histomorphometric studies

Abstract. For study of placental angiogenesis in productive interest species, it
is necessary to have a specific marker of different caliber blood vessels, which
allows to apply vascular histomorphometryc. The objective was to develop the
immunohistochemical technique for CD31 as marker of blood vessels in placentas
of swines at the early gestations, intermediates gestations and term gestations,
for histomorphometric studies. The histological sections of 4 um were stained
with differential stains and the other processed by indirect immunohistochemis-
try for the determination of the endothelial cell marker protein, CD31. The his-
tomorphometric analysis revealed a significant increase in the number of blood
vessels in the placenta from day 30 to 60 of gestation and a decrease in the vas-
cular area in intermediates gestations (p=0.05). The immunolocalization of CD31
allowed us to delimit with precision smaller vascular areas. We consider that the
marking placental microvasculature through the immunolocalization of CD31 is
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an effective tool for the application of histomorphometric studies.

INTRODUCCION

En la cerda gestante, a medida que avanza la pre-
fez y son mayores las demandas nutricionales de
los concepti, la vasculogénesis y la angiogénesis per-
miten un aumento del flujo sanguineo placentario
(Cristofolini et al., 2017; Sanchis et al., 2017). Nu-
merosos estudios realizados por nuestro grupo de
investigacién acerca del proceso angiogénico en pla-
centas de especies de interés productivo, demues-
tran la complejidad del mismo durante el desarrollo
placentario, contribuyendo a la formacién de una
red vascular apropiada al estado fisioldgico de la
hembra gestante, indispensable para el manteni-
miento de la prefiez (Wooding y Burton, 2008).

En placentas de cerdas, hemos determinado la pre-
sencia de diferentes factores proangiogénicos y sus
receptores (Sanchis et al., 2015), asi como también
el equilibrio homeostatico a través de la remodela-
cién celular por apoptosis (Merkis et al., 2010; Cris-
tofolini et al., 2013). Para el estudio de este tipo de
procesos fisioldgicos es necesario implementar, ade-
mas, técnicas de histomorfometria que permitan la
determinacién de diferentes variables en la estruc-
tura vascular placentaria (Cristofolini et al., 2017).

Resulta importante contar con una técnica que po-
sibilite demarcar de manera precisa los vasos san-
guineos de diferente calibre presentes en el tejido
placentario en estudio. Si bien la utilizacién de colo-
raciones histoldgicas permite visualizar de manera
diferencial la vasculatura tisular, resulta dificultosa
la diferenciacion e identificacién de capilares, espe-
cialmente en algunos tipos de placentacion. Tal es
el caso de la cerda, en la cual al presentar una pla-
centa del tipo epiteliocorial, la distancia de difusién
hemotroéfica entre los tejidos maternos y fetales se
acorta notoriamente a medida que avanza la gesta-
cion (Cristofolini et al., 2012). En estudios previos
hemos determinado que hacia el final de la prefiez,
las circulaciones maternay fetal se encuentran a dis-
tancias tan estrechas como de 0,18 um (Cristofolini
et al., 2017). La disposiciéon de esos capilares en la
zona de interfase feto/materna es tal, que resulta di-
ficultoso diferenciarlos de manera precisa ya que se
encuentran casi tapizando los epitelios uterino y tro-
foblastico, en algunos casos separados de los mis-
mos exclusivamente por la membrana basal, dando
apariencia de una ubicacion “interepitelial”.

La glicoproteina integral de membrana CD31 se
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encuentra en la superficie de plaquetas humanas,
leucocitos y en las uniones intercelulares de célu-
las endoteliales (Newman, 1994; Woodfin et al.,
2007). Esta molécula de adhesion celular, también
es conocida como PECAM-1 (molécula de adhesién
de células endoteliales y plaquetas) y esta implica-
da en el proceso de angiogénesis in vivo (Abraham
et al.,, 2016). Se expresa en todos los endotelios
continuos, incluidos los de las arterias, arteriolas,
vénulas, venas y capilares no sinusoidales. El anti-
cuerpo anti CD31 es reconocido ampliamente como
un marcador de células endoteliales en procesos de
proliferacion celular y se ha establecido como el mds
efectivo para la deteccidn de la microvascularizaciéon
por inmunohistoquimica en tumores mamarios de
caninos (Clemente, 2010), asi como también en téc-
nicas de inmunofluorescencia en placenta de ovinos
sobrealimentados (Carr et al., 2016). No hay datos
publicados respecto a la técnica de inmunohistoqui-
mica para la determinacién de la estructura vascular
placentaria.

El objetivo del presente estudio fue ajustar un pro-
tocolo de trabajo para la aplicacién de la técnica in-
munohistoquimica en la deteccién de CD31, para la
marcacion diferencial de vasos sanguineos de dife-
rente calibre en placentas de cerdas y su posterior
uso en estudios histomorfométricos.

METODOLOGIA

Se procesaron 10 tractos reproductivos de diferen-
tes periodos gestacionales (30 + 2 y 60 + 2 dias de
prefiez) y 5 placentas recolectadas inmediatamente
luego de la paricién natural de las cerdas (114 + 2
dias). Nuestro protocolo de trabajo fue aprobado
por el Comité de Etica de Investigacion de la Univer-
sidad Nacional de Rio Cuarto (CoEdl), Res. 186/2016.
Los tractos reproductivos se lavaron con solucion sa-
lina de Hank’s (SSH) (Gibco, USA) contenido 10.000
U/mL de penicilina G sddica, 10 mg/mL de sulfato
de estreptomicina y 2,5 pg/ mL de fungizona, man-
teniéndolos a 4 2C hasta su procesamiento en el la-
boratorio.

Las muestras de tejido placentario fueron proce-
sadas a través de la técnica de microscopia dptica
convencional. Parte de los cortes se colorearon con
las tinciones diferenciales tricrdmica de Masson vy
tricrémica de Gallego, el resto fue montado sobre
portaobjetos gelatinizados y preservado para la rea-
lizacion de la técnica inmunohistoquimica.

Para la determinacidn de la proteina CD31 las seccio-

nes fueron sometidas a recuperacién antigénica en
microondas con soluciéon tampdn de citrato 10 mM,
pH 6, luego fueron tratadas con perdxido de hidro-
geno al 3 % en PBS durante 20 minutos. El bloqueo
de anticuerpos inespecificos se realizé con suero de
caballo al 1% durante 1 hora a temperatura ambien-
te. Se incubd over- night en cdmara hiumeda a 4 °C
con el anticuerpo primario anti-CD31, diluido 1/100
(ab28364, Abcam, Cambridge, Reino Unido); como
anticuerpo secundario fue empleado el equipo co-
mercial Polivalent Biotinylated Link YELLOW- pool
de segundos anticuerpos biotinilados anti-rabbit,
anti-mouse, (HiDef DetectionTM HRP Polymer Sys-
tem Cell Marque, USA). El cromégeno diaminoben-
cidina (DAB Cell Marque, USA) fue utilizado para re-
velar las proteinas inmunorreactivas. Finalmente, se
contrasté con hematoxilina de Mayer (Dako, USA).
Las secciones coloreadas con las tinciones diferen-
ciales y las inmunohistoquimicas para CD31, fue-
ron observadas a través de un microscopio éptico
Axiophot (Carl Zeiss), adquiriendo las imagenes me-
diante una cdmara digital Powershot G6, 7.1 mega-
pixels (Canon INC, Japdén) adosada al microscopio.
A través de la utilizacidon del Software Axiovision
Release 4.6.3 (Zeiss, Alemania) se evaluaron 5 ima-
genes al azar de cada placenta por periodo gestacio-
nal estudiado, determinandose el nimero de vasos
sanguineos y el drea vascular como variables mor-
fométricas. Los datos obtenidos se analizaron esta-
disticamente con el software InfoStat (Di Rienzo et
al., 2016) para evaluar la dependencia de CD31 res-
pecto a los estadios gestacionales estudiados. Los
datos se expresaron como la media % la desviacidn
estandar para cada periodo gestacional. Se realizd
un ANOVA y una comparacion a posteriori con el
test LSD Fisher. Los resultados fueron considerados
significativos cuando el valor de p=0,05. Cuando los
supuestos de normalidad y homogeneidad de los
datos no se cumplian, fue utilizado un andlisis de la
varianza no paramétrico, Kruskal Wallis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluamos la presencia de vasos sanguineos en los
periodos gestacionales estudiados, a través de las
tinciones diferenciales hematoxilina-eosina, tricré-
mica de Masson y tricrdmica de Gallego. Determina-
mos que las tinciones hematoxilina-eosina y tricro-
mica de Gallego no mostraron grandes diferencias
entre si, respecto a la visualizacion de la microvas-
culatura placentaria (Figura 1).
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Figura 1. Tejido placentario del inicio (A y B) tefiido con hematoxilina-eosina y del final de la prefiez (Cy D)
coloreado con tricrdmica de Gallego. En ambas coloraciones diferenciales, la observacién y la definicién
de la microvasculatura placentaria resulté dificultosa (A y C), especialmente de aquellos capilares ubica-
dos cercanos a los epitelios (punta de flecha). Las diferentes mediciones de la variable morfométrica area
vascular se observan en B y D. Art: arteriola, G: glandula materna, Ven: vénula. En todo el panel: 200x,

escala: 20 pum.

i - o Lly ! Y 2206 '

Figura 2. Tejido placentario de 60 dias de prefiez, coloreado con la tincién tricrdmica de Masson, en donde
se observa la distribucién de la vasculatura placentaria, incluso la disposicion de los capilares cercanos a la
interfase materno/fetal (punta de flecha) (A) y las diferentes mediciones de la variable morfométrica area
vascular (B). Art: arteriola, Ven: vénula. Ambas micrografias: 200x, escala: 20 um.
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Figura 3. Inmunolocalizacién de CD31 en tejido placentario de 30 dias de gestacion. Se observa la ubica-
cion y distribucién de vasos sanguineos de diferente calibre en el componente materno de la placenta
(A); se destaca la presencia de numerosos capilares (punta de flecha) en la zona de interfase materno-fe-
tal (B). VSM: vasos sanguineos maternos. Ve: vena. Ven: vénula. Art: arteriola. TCM: tejido conectivo
materno. IMF: interfase materno-fetal. EU: epitelio uterino. Tr: trofoblasto. VSF: vaso sanguineo fetal.
TCF: tejido conectivo fetal. En ambas imagenes: 400x, escala: 20 um.

Por su parte, la tincidén tricromica de Masson per-
mitié una mejor identificaciéon de los vasos sangui-
neos, los eritrocitos tefiidos de rojo resaltaban sobre
las fibras colagenas coloreadas de verde. La figura
2 corresponde a una interfase materno/fetal de 60
dias de prefiez coloreada con la tincion diferencial
de Masson. En ella apreciamos la distribucidn de la
microvasculatura en un tejido placentario de gesta-
ciéon intermedia, tanto en el componente materno
como fetal (Figura 2).

A través de la deteccion por inmunohistoquimica de
CD31 se pudieron localizar desde vasos sanguineos
de gran calibre, como venas y arterias, hasta vasos
de menor didmetro como arteriolas, vénulas y pe-
guefios capilares. En placentas del inicio de la ges-
taciéon destacamos cdmo los pequeiios vasos san-
guineos se disponen por un lado, en cercanias del
epitelio trofoblastico y por otro, inmediatamente en
las proximidades del epitelio uterino (Figura 3).

En gestaciones intermedias y al final de la prefiez,
la marcacién de las células endoteliales con CD31
permitié delimitar de manera prdctica y especifica
el area de los vasos sanguineos placentarios, espe-
cialmente aquellos dispuestos de manera muy cer-
cana a los epitelios. En las micrografias la intensa
coloracién marrén, correspondiente a una marca-
cion positiva para CD31, denota claramente la vas-
culatura placentaria. Destacamos hacia el dia 114 de

gestacion un gran acercamiento de los capilares al
epitelio trofoblastico; esta disposicion dificulta po-
der delimitarlos de manera precisa, sin embargo la
marcacion a través de CD31 nos permitié realizar el
analisis histomorfométrico con mayor definicion (Fi-
gura 4).
A partir de lainmunolocalizacién de la proteina CD31
se realizo el analisis histomorfométrico de los vasos
sanguineos de la misma manera que con las tincio-
nes diferenciales tricrdmica de Masson y tricrémica
de Gallego. Los resultados del analisis morfométrico
obtenido por inmunomarcacién de CD31 mostraron
una gran variabilidad respecto de los analizados a
través de las tinciones diferenciales. Las mayores di-
ferencias se detectaron en los periodos temprano y
final de gestacidon, mientras que en el periodo medio
las variaciones fueron menores.
Es importante destacar el nUmero de vasos sangui-
neos detectados por CD31 en el periodo temprano
de 30 dias de gestacidn, el cual presenté una ma-
yor media de 50,60 estadisticamente significativa
(p=0,05), mas de dos veces mayor comparado con
la media de 19,47, cuantificados a través de las tin-
ciones convencionales, Hacia el final de la prefiez
obtuvimos otro dato relevante, una media de 17,80
estadisticamente significativa (p=0,05), mas de tres
veces superior a la media de 4,87 descripta con las
tinciones diferenciales (Tabla 1).
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Figura 4. Localizacién de vasos sanguineos en tejido placentario de 60 (A) y de 114 dias de ges-
tacion (B), a través de la inmunomarcacion con CD31. Observamos el andlisis histomorfométrico
realizado a través del software AxioVision Release 4.6.3. VSM: vasos sanguineos maternos. GU:
gldndula uterina, TCM: tejido conectivo materno, Tr: trofoblasto, VSF: vaso sanguineo fetal, TCF:
tejido conectivo fetal. En ambas imdagenes: 400x, escala: 20 um.

Al analizar el area vascular determinada por CD31, de las tinciones diferenciales, podemos destacar

la mayor media se obtuvo en el periodo final de ges-
tacion, con un valor de 1397,17 um2, sin embargo
no hubo variacién entre periodos (p>0.05). El valor
minimo de d4rea vascular también se detectd a los
114 dias, con 73,08 um2, mientras que el maximo
de 42752,46 um2, fue observado a los 60 dias de
prefiez, encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (p=0,05) (Tabla 2).

Si comparamos estos valores de area vascular res-
pecto a los obtenidos en estudios previos a través

Numero de vasos/periodo

de gestacion

que a través de CD31 fue posible delimitar areas
vasculares mas pequefias de manera precisa. Los
desvios estandares obtenidos por el analisis histo-
morfométrico de CD31 en la mayoria de los casos
fueron menores, lo cual significa que la técnica in-
munohistoquimica para CD31 permite delimitar e
identificar con mayor exactitud el endotelio de los
vasos sanguineos que las tinciones diferenciales he-
matoxilina-eosina, tricromica de Masson y tricromi-
ca de Gallego.

Temprano (30 dias ) 50,60 3,36 47,00 54,00
Medio (60 dias) 17,00 9,11 8,00 29,00
Tardio (114 dias) 17,80 521 11,00 27,00

Tabla 1. Niumero de vasos sanguineos por periodo de gestacion inmunomarcados con

CD31.
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Area Vascular/ Periodo de

gestacion
Temprano (30 dias ) 1230,75 pm? 3554,77 um? | 88,80 um? 23297,71 pm*
Medio (60 dias) 980,04 um? 4784,35 um? | 77,98 um? 42752,46 pm?
Tardio (114 dias) 1397,17um? 4677,37 im® | 73,08 iy’ 37461,14 um?

Tabla 2. Area vascular por periodo de gestacién inmunomarcado con CD31.

El andlisis morfométrico vascular revelé un aumento
significativo en el niUmero de vasos sanguineos en la
placenta desde el dia 30 a 60 de gestacién (p=0,05).
Estos resultados coincidentes con estudios previos
de Merkis et al. (2006), quienes detectaron un in-
cremento significativo de vasos de pequefio calibre
hacia el dia 55 de prefiez, podrian considerarse uno
de los mecanismos para incrementar el flujo sangui-
neo uterino en la mitad de la gestacién. Otros au-
tores, como Vonnahme et al. (2001) han analizado
el numero de vasos sanguineos por unidad de area
en tejidos placentarios porcinos y determinaron que
éstos disminuian desde el dia 25 al dia 44, antes de
aumentar progresivamente hacia el dia 112 de ges-
tacion. Si tenemos en cuenta el numero de vasos
sanguineos conjuntamente con la variable area vas-
cular, aqui también se observa que el drea vascular
total disminuye al dia 60 respecto del dia 30, lo cual
podria deberse al predominio de vasos sanguineos
cuyas areas son de menor diametro en el periodo
medio de la gestacion. A pesar de que estos resulta-
dos no son estadisticamente significativos (p>0.05),
Cristofolini et al. (2017) han determinado que el
area vascular placentaria depende del periodo ges-
tacional en cerdas mestizas.

Por otro parte, consideramos la inmunolocalizacion
de CD31 como una eficaz herramienta para el ana-
lisis histomorfométrico de vasos sanguineos en el
proceso de vascularizacién placentaria. La identifica-
ciéon del endotelio de los vasos sanguineos a través
de esta técnica, permitié delimitar con mayor exac-
titud el perimetro de los mismos y en consecuencia,
determinar el area vascular.

Nuestros resultados concuerdan con lo determina-
do por otros autores en estudios de vascularizaciéon
en neoplasias (Montrucchio, et al, 1998; Sapino, et
al., 2001; Pisacane, et al., 2007; Clemente, 2010);
sin embargo CD31 no habia sido utilizado aun para

la determinacién de la microvasculatura placentaria
porcina.

Recientemente, Guimardes et al. (2017), han utili-
zado el factor de von Willebrand como marcador
de endotelios en placenta porcina. El factor de von
Willlebrand ha sido el primer marcador endotelial
utilizado para cuantificar vasos en estudios de diag-
nostico inmunohistoquimico, sin embargo en la ac-
tualidad se ha determinado que posee una menor
sensibilidad que CD31 (Clemente, 2010), de esta
manera los resultados presentados por Guimaraes
et al (2017) no evidencian una marcacién endotelial
tan definida y precisa como lo manifiestan nuestros
hallazgos.

CONCLUSIONES

CD31 es un excelente marcador de células endote-
liales para la determinacién de la microvasculatura
placentaria porcina, permitiéndonos complementar
los estudios de vascularizacién.
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