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RESUMEN

La placenta porcina se caracteriza por presentar los tejidos maternos y fetales en simple
aposicion. En consecuencia, una adecuada nutricion de los embriones/fetos en desarrollo
requiere de un estricto intercambio materno-fetal de gases y sustancias, siendo los vasos
sanguineos las principales estructuras involucradas. La Microscopia Optica de Alta Resolucion
(MOAR) posee un valor considerable en estudios histologicos al trabajar al limite del poder de
resolucién de la microscopia 6ptica. El objetivo fue evaluar el uso de la técnica de MOAR para
el andlisis morfométrico del area vascular placentaria porcina. Se emplearon cortes semifinos
de +0,25 um de placentas porcinas de 30, 60, 70 y 114 dias de gestacion, procesados segun
la técnica de MOAR. Para evaluar la independencia del area vascular con respecto al estadio
gestacional los datos fueron analizados estadisticamente a través del software InfoStat. No
se detect6 efecto del dia de gestacion sobre el area vascular (p=0,02). Se observo que al dia
30 el area vascular media es notablemente mayor que en periodos posteriores (30: 224,50;
60: 168,00; 70: 166,03; 114: 168,69). Las caracteristicas Optimas de fijaciéon, inclusién y
espesor de cortes de la técnica de MOAR, posibilita una mejor resolucién de las imagenes,
permitiendo la obtencidon de datos mas precisos.
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INTRODUCCION

En la produccion porcina, el manejo reproductivo es fundamental para alcanzar indices
6ptimos de eficiencia productiva (Parsi y col., 2007). Una de las variables mas importantes
en la industria del cerdo que afecta el tamafio de la camada por cerda/afio y por ende la
produccién, es la alta tasa de muerte embrionaria. En el ganado porcino la mayor parte de
las pérdidas acontecen durante periodos criticos en el desarrollo del producto de la
gestacion, tales como el momento de la implantacion y durante los 40 a 50 dias de prefiez,
siendo debidas principalmente a la superpoblacion de los cuernos uterinos (Pallas Alonso,
2008). La placenta, como 6rgano transitorio de la gestacion, desempefia dos funciones
fundamentales: por un lado maximizar la adquisicion de oxigeno y nutrientes desde la
madre, y por otro, minimizar el rechazo inmunolégico por el sistema inmune materno
(Wooding and Burton, 2008). En la placenta epiteliocorial de la cerda, los componentes
placentarios maternos y fetales permanecen morfolégicamente separados por seis capas de
tejidos (Wooding and Burton, 2008). En consecuencia, una adecuada nutricién de los
embriones/fetos en desarrollo requiere de un estricto intercambio materno-fetal de gases y
sustancias, siendo los vasos sanguineos las principales estructuras tisulares involucradas. La
vasculatura placentaria se desarrolla con el avance de la gestacion a medida que los
nutrientes fetales y los requerimientos sanguineos de gas aumentan (Moliva, 2012; Sanchis
y col., 2012). Por otra parte, la microscopia dptica de alta resolucion o MOAR consiste en el
empleo de los cortes semifinos obtenidos durante el procesamiento de muestras por
microscopia electréonica de transmision (TEM) y su posterior observacion al microscopio
optico. La histotecnologia plastica empleada en TEM permite la plena utilizacion del poder de
resolucién de la microscopia o6ptica (Hoffman, 1995). Analizar a través de parametros
morfométricos la vasculatura placentaria en cortes tisulares obtenidos por MOAR ofrecera

informacién precisa acerca de los vasos sanguineos placentarios.

MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES

Se trabajé con muestras placentarias obtenidas de cerdas mestizas gestantes, provenientes

de frigorificos y criaderos de la zona de Rio Cuarto, Argentina (33,11° S, 64,3° 0),
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destinadas a faena y consideradas libres de enfermedad, de acuerdo al examen clinico y
postmortem realizado. Se procesaron 17 tractos reproductivos de diferentes periodos
gestacionales. Inmediatamente después de obtenidos, se lavaron con solucién salina de
Hank”s (SSH) (Gibco, USA) conteniendo 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de
estreptomicina y 2.5 pg/ml de fungizona y se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento. Se
realizé una palpacion de los tractos reproductivos obtenidos para detectar la ubicacion de los
embriones o fetos. Los cuernos uterinos se abrieron en forma longitudinal con una incision
por el borde anti-mesometrial, para observar el sitio de implantacién y recoger muestras del
tejido mesometrial y placentario fetal. Se extrajeron los embriones/fetos de ambos cuernos y
se procedi6é al conteo, pesaje, medicion y sexado de los mismos. Se determiné la edad
gestacional de los embriones o fetos extraidos de cada cerda gestante en funcién de la
longitud céfalo-caudal de los mismos (Marrable, 1971). De acuerdo a ello, se obtuvieron

placentas de 30, 60, 70 y 114 dias de prefiez.
2. Técnica de microscopia 6ptica de alta resolucion (MOAR)

Para el estudio de la morfologia vascular placentaria por microscopia Optica de alta
resolucion, las muestras de tejido placentario se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % en
solucién tampoén fosfato de Sérensen (PBS) (0,1 M, pH 7,4) durante 3 h a 4°C. Se lavaron
dos veces con PBS. Se refijaron con tetréxido de osmio al 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente. A continuacién se lavaron dos veces en PBS y se deshidrataron en concentraciones
crecientes de acetona. Se procedi6 luego a la preinclusion en resina epoxi EMbed 812 1:1 en
acetona 100% durante toda la noche a temperatura ambiente y posteriormente a una
inclusion en EMbed 812 a 60°C, durante 24 horas. A través de un ultramicrétomo manual
(Sorvall MT-1A, DuPont, USA), utilizando cuchillas de vidrio, se obtuvieron cortes semifinos
(= 0,25 um) los que fueron colocados sobre portaobjetos de vidrio y tefiidos con azul de
toluidina sobre una platina termostatizada, para permitir la entrada del colorante al tejido

incluido en la resina.
3. Determinacién del area vascular placentaria

Para la determinacién del area de los vasos sanguineos en las muestras placentarias
obtenidas, se utilizaron cortes histolégicos de 30, 60, 70 y 114 dias de prefiez. Se tomaron
imagenes con la camara Canon Powershot G6 7.1 megapixels (Canon, Japdn) adosada al

microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Alemania). Las imagenes fueron luego procesadas con el
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software AxioVision Release 4.6.3, a fin de obtener el area individual de cada uno de los
vasos. Las imagenes fueron tomadas a un aumento de 100x. Se midié el area de alrededor
de veinte vasos sanguineos por cada uno de los periodos seleccionados y los datos fueron
analizados estadisticamente con el programa estadistico InfoStat, con el objetivo de analizar

la independencia del area de los vasos en los diferentes periodos de gestacion.
RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron los vasos sanguineos placentarios de los cuatro periodos gestacionales
seleccionados para el estudio. El test de Kruskal Wallis no detect6 efecto del dia de gestacion
sobre el area vascular media (p=0,2), lo cual podria ser el resultado de la gran variabilidad
de datos, principalmente al dia 30 en que coexisten vasos de pequefio y gran calibre. Sin
embargo, coincidiendo con estudios anteriores (Moliva, 2012), se observé que en el periodo
de gestacion temprana el area vascular media es notablemente mayor que en estadios
posteriores (30: 224,50; 60: 168,00; 70: 166,03; 114: 168,69), lo cual puede ser observado
claramente en las iméagenes (Fig.1). En estudios previos realizados por microscopia oOptica
(MO) detectamos dependencia del area vascular con respecto al estadio gestacional (Sanchis
y col., 2012). Ademas, notamos un aumento del area vascular media hasta el dia 80 (datos
no publicados). Cabe destacar que el area del corte histolégico en MO es superior al de
MOAR, lo cual permite abarcar una mayor zona placentaria, posibilitando el analisis de un
mayor numero de vasos sanguineos, obteniendo resultados mas representativos de la
poblaciéon vascular. A través de MO también es posible analizar vasos de gran calibre, los
cuales quedan excluidos en los cortes de MOAR. Sin embargo, las caracteristicas de fijacion,
inclusion y espesor de los cortes tratados por la técnica de MOAR posibilitan la obtencién de
imagenes de mayor resolucion a partir de las cuales pueden obtenerse datos morfométricos

de mayor precision que los adquiridos a través de MO.
CONCLUSIONES

En conclusién, las caracteristicas de fijacion de la técnica de MOAR proveen una excelente
preservacion del tejido. Las imagenes digitales adquiridas a partir de los tejidos asi tratados
permiten un andlisis cuantitativo reproducible a través del andlisis morfométrico
computarizado. El uso conjunto de la técnica de MOAR y el analisis morfométrico dieron lugar
a un estudio de elevada precision de los vasos sanguineos placentarios que participan en el

transporte hemotréfico. Los mismos constituyen una pieza fundamental en el intercambio
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nutricional entre madre y embriones/fetos, indispensable para el desarrollo adecuado de los
conceptus. A futuro, seria necesario aumentar el nimero de cortes semifinos y tratados por
MOAR e incrementar el nimero de vasos sanguineos placentarios analizados para obtener

resultados mas representativos de lo que acontece a lo largo de la prefiez en porcinos.
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Figura 1: Medicion de area vascular en tejidos placentarios porcinos tratados con la técnica
de MOAR. a) 30 dias, b) 60 dias, c) 70 dias, d) 114 dias. 1000x.



