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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue estudiar en muestras placentarias
porcinas de diferentes estadios gestacionales, la fragmentacion del
ADN a través de la técnica de TUNEL y la inmunolocalizacién de las
proteinas reguladoras BCL-2 y BAX, a fin de detectar los mecanismos
pro y antiapoptéticos de la via mitocondrial involucrados en la
remodelacién celular placentaria. Se utilizaron cortes histoldgicos de
+ 4 ym provenientes de placentas porcinas de £ 30, 55, 70, 80y 114
dias de gestacion. La deteccion de la fragmentacion de ADN se realizé
mediante la técnica de TUNEL. A las muestras TUNEL positivas se les
realizd la técnica de inmunoperoxidasa utilizando anticuerpos
comerciales especificos para la inmunomarcacion de las proteinas
BAX y BCL-2. Los resultados se expresaron en forma semicuantitativa
y para cada periodo gestacional se determind la distribucién de la
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intensidad de inmunomarcacién a través del valor de High Score
(HS). En placentas de 30 dias de prefiez se observaron nucleos
apoptoticos caracteristicos distribuidos en forma de parches en el
epitelio materno, mientras que la marcacién se presenté en forma
lineal en placentas de 70 y 80 dias. En los diferentes periodos
gestacionales la proteina proapoptética BAX se encuentra regulada
por la expresiéon del marcador antiapoptético BCL-2. Al inicio de la
gestacion se detectaron valores de HS positivos con el marcador
apoptotico BAX, los mismos aumentaron hacia los dias 55 y 114 de
prefiez y disminuyeron hacia los 70 y 80 dias de gestacion. En
conclusién, la apoptosis observada al inicio de la gestacion porcina se
deberia a la induccion de la via intrinseca a través de BAX, siendo
mayor esta remodelacion celular hacia los 55 y 114 dias de prefiez.
Mientras que hacia los 70 y 80 dias de prefiez la remodelacion celular
aconteceria a través de los receptores FAS de la via extrinseca de
sefializacidon de apoptosis.

Palabras claves: Apoptosis I Placenta I Porcinos I Via intrinseca

Abstract

The aim of the present work was to determine fragmentation of the
DNA with TUNEL and the immunolocalization of the regulating protein
BCL-2 and BAX in porcine placenta during gestation, to detect the
mechanisms pro and antiapoptotic involved of the mitochondrial way
during the placental remodelling. Histological slides of £ 4 uym of +
30, 55, 70, 80 and 114 days of gestation were used. For the
detection fragmentation of the DNA for the TUNEL technique the
ApopTag® equipment was used. To positive TUNEL samples the
technique immunoperoxidase was realised to them and commercial
antibodies was used by immunomarcation of BAX and BCL-2 proteins.
The results were expressed semiquantitative form and for every
gestational period the distribution of the immunolabelling intensity
was determined by means of the High Score value (HS). At the 30
days nuclei with cromatinic margination in patches forms was
identified by TUNEL, whereas at the 70 and 80 days of pregnhancy it
was lineal. BAX expression is regulated by the expression of the BCL-
2 in different gestational periods. To the beginning of the gestation
HS BAX values positive was detected, these values increased about
the 55 and 114 days of preghancy and decreased the 70 and 80 days
of pregnancy. In conclusion, in pigs to beginning of the gestation the
apoptosis observed occur across the intrinsic way BAX. Whereas
towards the 70 and 80 days of gestation the cellular remodelling
would occur through receptors FAS of the extrinsic route of apoptosis
signalling.
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Introduccién

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso
fisioldgico, permanente y dindamico, a través del cual un organismo
elimina las células indeseables sin provocar una respuesta
inflamatoria. La homeostasis de los tejidos requiere un balance entre
la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular manteniendo, de
ésta manera, el equilibrio celular de los tejidos. La secuencia de
procesos caracteristicos de la apoptosis estda regulada por la
interrelacién de mecanismos pro y antiapoptéticos, de manera tal que
la muerte celular puede estar inhibida, en equilibrio o estimulada.
(King and Cidlowski, 1998; Fink and Cookson, 2005). La apoptosis
constituye un proceso fundamental en el desarrollo de la placentacion
en mamiferos. Puede ser inducida a través de vias de sefializacion
extrinsecas por union de ligandos a un receptor de membrana, siendo
los receptores de muerte celular FAS/APO-1 o CD95, TRAIL-R o DR4 y
el TNF-R1, los mejor caracterizados; o por vias de sefalizacion
intrinsecas, en donde intervienen proteinas de regulacion pro y
antiapoptéticas tales como BAX y BCL-2, respectivamente (Yang and
Korsmeyer, 1996; Hsu and Hsueh, 1998; Willis et al., 2003).

En el cerdo, la prefiez temprana, se caracteriza por un rapido
desarrollo y crecimiento, tanto de los tejidos maternos como
embrionarios, dando por resultado la formacion de una placenta
difusa, plegada, adecidua, no invasiva y epiteliocorial (Amoroso,
1952; Dantzer, 1985; Leiser and Kaufmann, 1994). La placenta
desempeiia un papel fundamental en el transcurso de la gestacién, de
ella no sélo depende la implantacién y mantenimiento de la prefiez,
sino que ademas, marca las posibilidades de sobrevida postnatal de
los lechones (Van der Lende and Van Rens, 2003). Uno de los
mecanismos estudiados de regulaciéon de la homeostasis placentaria
en cerdos, es la remodelacion celular por apoptosis (Okano et al.,
2007); en cerdas mestizas se han identificado algunos receptores de
muerte celular involucrados en la cascada apoptética, en placentas
porcinas de diferentes estadios gestacionales (Merkis y col., 2007;
Cristofolini y col., 2007). Poder reconocer algunos de los mecanismos
basicos que regulan la homeostasis placentaria porcina, a través de la
identificacidon de moléculas que intervienen en la remodelacion celular,
permitird profundizar el conocimiento de los mecanismos fisioldgicos
que posibilitan una prefiez exitosa en ésta especie de alto valor
productivo en la industria pecuaria de nuestra region.

Los objetivos del presente trabajo fueron:
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e Determinar la fragmentacion del ADN a través de la técnica de
TUNEL, en muestras placentarias porcinas de = 30, 55, 70, 80
y 114 dias de prefiez.

e Determinar la inmunolocalizacidén de las proteinas BAX y BCL-2,
en cortes placentarios de los periodos gestacionales estudiados.

Los objetivos se plantearon a fin de detectar mecanismos pro y anti-
apoptoticos de la via mitocondrial de induccion de la apoptosis
celular, involucrados en la remodelacién celular placentaria a lo largo
de la gestacidn porcina.

Materiales y Métodos
1- Animales. Tractos reproductivos y placentas

Se obtuvieron tractos reproductivos de cerdas mestizas destinadas a
faena de frigorificos de la zona de Rio Cuarto, Cérdoba, 33°: 04’
latitud Sud y 64° 38  longitud Oeste, 467.61 m.s.n.m., Argentina. Se
procesaron placentas provenientes de gestaciones de + 30 dias (n =
5), +55dias(n=5),+70(n=5),+80 (n =5)y atérmino + 114
dias (n = 5); consideradas libres de enfermedad de acuerdo a la
examinacién clinica y postmortem realizada.

Los tractos reproductivos se lavaron con solucién salina de Hank's
(SSH) (Gibco) conteniendo antibidtico-antimicético. Se realizd una
palpacién para detectar la ubicacidn de los embriones o fetos y los
cuernos uterinos fueron cuidadosamente abiertos con una incisién por
el borde anti-mesometrial, para observar el sitio de implantacién y
recoger muestras del tejido endometrial y placentario fetal. Se estimo
la edad gestacional de las placentas de acuerdo a la longitud céfalo-
caudal de los embriones y/o fetos obtenidos de cada cerda gestante
(Marrable, 1971).

2- Técnica para microscopia optica

Las muestras de tejido placentario fueron procesadas a través de la
técnica histoldgica convencional e incluidas en parafina. Parte de los
cortes se destinaron para el estudio de la fragmentacion del ADN a
través de la técnica TUNEL, y el resto para la deteccion de la
inmunolocalizacion de las proteinas BAX y BCL-2 a través de técnicas
de inmunohistoquimica.

3- Determinacion las proteinas mitocondriales BAX y BCL-2

Los cortes histoldgicos obtenidos en el parrafo 2, fueron incubaron
con los anticuerpos primarios especificos disponibles en el mercado
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(Santa Cruz, Inc; anti-BAX y anti-BCL-2), se utiliz6 el equipo
comercial de inmunohistoquimica LSAB®+Systems HRP (Dako
Cytomation) y el equipo de revelado Liquid DAB+Substrate
Chromogen System (Dako Cytomation). Los cortes fueron
contastados con Hematoxilina de Mayer y se utilizé Entelldan como
medio de montaje; posteriormente fueron observados con un
microscopio Axiophot (Carl Zeiss) y la adquisicion de imagenes se
realizé a través de una camara digital Powershot G6, 7.1 megapixels
(Canon INC, Japdn) adosada al microscopio Optico. Los resultados se
expresaron en forma semicuantitativa, determinando que:

“-) Marcacion negativa

+7-) Pobre marcacion

) Marcacion positiva

(++) Abundante
marcacion

(+++) Cuantiosa
marcacion

Ademas, para cada periodo gestacional se determind la distribucién
de la intensidad de inmunomarcacion a través del valor de High Score
(HS) (Selam, et al., 2001). En donde para cada muestra el valor HS
derivé de la sumatoria de los porcentajes de tejido placentario
marcado para cada intensidad, multiplicado por el ponderado para
esa intensidad de marcacion.

HScore = X Pi (i + 1) i= intensidad de marcacion.
Pi= % de tejido marcado para cada
intensidad.

Resultados y Discusion

El Grafico N°© 1 observamos la distribucion de la intensidad de
inmunolocalizacion de las proteinas mitocondriales BAX y BCL-2 en
placentas porcinas de + 30, 55, 70, 80 y 114 dias de prefiez. Hacia el
dia 30 de gestacion se detectaron valores de HS positivos con el
marcador proapoptético BAX, los que aumentaron notablemente
hacia el dia 55, coincidiendo con la mitad de la prefiez. Hacia el dia
70 se observa una marcada disminucion de la distribucion de
intensidad de inmunolocalizacion de BAX en el tejido placentario,
valores que se elevan hacia el dia 80 de gestacidon, aumentando
marcadamente hacia los 114 dias de prefiez, coincidiendo con el
momento del parto.
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Grafico N° 1- Distribuciéon de intensidad de inmunolocalizacion de las
proteinas BAX y BCL-2 a los 30, 55, 70, 80 y 114 dias de gestacion.
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En las Figuras N° 1 a y b se observa la inmunolocalizacion de la
proteina mitocondrial BAX en tejido placentario de + 30 y + 114 dias
de prenez, respectivamente. Donde se observa al inicio de la
gestacion, una inmunomarcacion positiva en vellosidades placentarias
y en tejido conectivo (Figura N° 1 a); mientras que hacia el final de la
prefez la inmunoreactividad fue positiva en vellosidades y abundante
en tejido conectivo (Figura N© 1 b).

Figuras N° 1 — Fotografias de placentas porcinas de + 30 (a) y = 114 (b)
dias de gestacion en donde se observa la inmunoexpresion de la proteina
mitocondrial proapoptética BAX (a 'y b:200x).

Las Figuras N°© 2 a y b presentan la inmunolocalizacién del
regulador antiapoptotico BCL-2 en placentas porcinas de 80 dias de
prefiez y a término, respectivamente. Se observa en ambos periodos
gestacionales una inmunoexpresién negativa en vellosidades
placentarias y positiva en tejido conectivo (Figuras N° 1 a y b).
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2% < ' F SRR - A
Figuras N° 2 — Inmunomarcacién de la proteina antiapoptética BCL-2, en cortes
placentarios porcinos de + 80 dias de prefiez (a) y a término (b) (a y b: 200 x).

La técnica de TUNEL permite identificar nlcleos en apoptosis,
incluso aquellos que se encuentran en estadios muy iniciales de
marginacion cromatinica; a través de esta técnica observamos en
placentas de + 30 dias de prefiez (Figura N° 3 a) nucleos apoptéticos
caracteristicos distribuidos en forma de parches en el epitelio
materno de las vellosidades placentarias, mientras que la marcacién
se presentd en forma lineal hacia los dias 70 y 80 de prefez (Figuras
N° 3 b y ¢, respectivamente).

Figura N° 3- Fotografias de corte
placentario de + 30, 70 y 80 dias
de gestacidn, respectivamente,
donde se observan células
placentarias en apoptosis,
mediante la visualizacion de la
fragmentacion del ADN in situ,
detectada por la técnica TUNEL
(a:100 x; b: 1000 x; c: 400 x).
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Durante la gestacidn porcina el correcto intercambio metabdlico entre
los sistemas materno y fetal es fundamental para satisfacer las
demandas nutricionales de los conceptus. Por lo tanto una adecuada
remodelacidn celular placentaria, a través de procesos apoptéticos, es
esencial para el mantenimiento de la homeostasis de este d6rgano
transitorio, a medida que avanza la gestacidon porcina (Dantzer and
Leiser, 1993; Finch et al., 2004). En los diferentes estadios
gestacionales el marcador proapoptético BAX se encuentra regulado
por la expresidon de la proteina antiapoptotica BCL-2. De acuerdo con
trabajos previos, a los 30 dias de gestacién la inmunoexpresion de los
receptores de muerte celular de la via extrinseca FAS, fue negativa,
como asi también la inmunoexpresién de la proteina reguladora
antiapoptética BCL-2, lo que nos permite estimar que la apoptosis
detectada por TUNEL, al inicio de la prefez porcina, se deberia
entonces a la activacion de la via intrinseca de sefalizacion
apoptotica, a través de la proteina mitocondrial BAX; notandose una
mayor remodelacién placentaria hacia los 55 y 114 dias de prefiez
(Cristofolini y col., 2008). Por otro lado, hacia los 70 y 80 dias de
gestacion la distribucién de intensidad de inmunomarcacion de los
receptores via extrinseca FAS aumenta, al igual que la expresion de
la proteina reguladora BCL-2, de manera tal que la apoptosis
detectada por TUNEL, en dichos periodos, se deberia entonces a la
activacion de la via de senalizacion extrinseca.

Conclusiones

La mayor remodelacion celular placentaria que acontece a
través de la via induccion mitocondrial de apoptosis, se observa hacia
la mitad y al final de la gestacion porcina. Mientras que hacia los dias
70 y 80 de prefiez, estaria activada la via de sefializacién extrinseca a
través de los receptores transmembrana FAS.
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