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RESUMEN

La placenta porcina es epiteliocorial y no invasiva. Las interdigitaciones entre el epitelio
trofoblasticofeta y €l epitelio uterino conforman vellosidades delas cuales depende €l crecimiento
y desarrollo fetal. El objetivo fue determinar € Area Total y el Area Epitelial de vellosidades
placentarias porcinas en diferentes periodos gestacionales mediante un analizador digital de
imégenes. Serealizaron preparados histol 6gicos de 5 placentas porcinas de cadaperiodo gestacional
estudiado: 28, 55, 70 diasde gestaciény atérmino (aproximadamente 114 dias). Paralamedicién de
|os pardmetros morfométricos se utilizd un equipo de andlisis digital de imagenes. Resultados. a
los 55 dias de gestacion losvalores medios del AreaTotal delasvellosidadesfueronsimilaresalos
encontrados en placentas atérmino. Hay unadisminucion significativadel AreaTotal alos 70 dias
de gestacion. El AreaEpitelial seencuentradesarrolladadesde |0s 28 dias de prefiez observandose
una disminucion hacia e dia 70 y un aumento a final de la gestacién. Conclusién: se observé
desarrollo de vell osidades placentarias porcinas hastalos 55 dias de prefiez, disminucion del Area
Total y Epitelid haciael dia70y aumento del AreaEpitelial devellosidadesen placentasatérmino.
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Relationship between Total areaand Epithdial areaof porcineplacental villi at different
gestational periods

SIUMMARY

The porcine placentais epitheliochorial and non-invasive. The maintenance of the pregnancy
issupported by villi which make interdigitations between the epithelial trophoblastic cellsand the
epithelial uterine cells during pregnancy. The objective of this work was to study the placental
tissue using adigital analysisof imagesthat allows measuring thetotal areaand the epithelial area.
Histologic sections of the five porcine placenta of 28, 55, 70 days and a term were used. The
measure of the morphometric parameter wasrealized by digital analysis of images. Results: at 55
days of pregnancy the mean values of villi total area were comparable to that of placenta at term.
Thetotal areadecreased significantly at about 70 days of pregnancy. The epithelial areadeveloped
since 28 days of gestation, decreased about 70 days and increased in placentaat term. Conclusion:
villi showed the largest development in porcine placent of 55 days of pregnancy, decrease of total

areaand epithelial at 70 days and increase of epithelia areain placent at term.
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INTRODUCCION

La placenta porcina se caracteriza por ser
epiteliocorial, difusa, plegada y no invasiva
1111517 E| componente materno de la placenta
seoriginadel endometrio delacerdagestantey
sedesarrollamediante una superficie con surcos
o fosas que se extienden en una serie de
ondulaciones conocidas como pliegues
primarios; cuando la gestacion avanza, se
desarrollan enlainterfasefeto-maternaunaserie
de ondas, los pliegues secundariosy terciarios,
incrementando asi el érea de superficie de
contacto mutuo 7°. Es sobre estas fosas que
se entrelazan los numerosos y complejos
pliegues del corion fetal conformando las
vellosidades primarias, secundariasy terciarias.
Las vellosidades estan constituidas por una
capa de células epiteliales, denominada
trofoblasto, y en intimo contacto con lascélulas
epitelialesdd endometrio materno conformando
lainterfasefeto-materna, y haciad feto por tejido
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conectivo, el corion propiamente dicho.
Ademas, la placenta porcina presenta en su
superficie unas estructuras denominadas
areolas, discernibles histol6gicamente a partir
de alrededor del dia 18 de gestacion 614162425,

Las vellosidades placentarias conforman
grandes superficies a través de las cuales se
intercambian los nutrientes entre lamadre y €
feto. Dichas estructuras se acompafian de
neoformacion de vasos sanguineos, a fin de
brindar el soporte necesario a la sobrevida de
los embriones/fetos’14162°,

De la placenta no sb6lo dependen la
aceptacion del conceptus, la sobrevida de los
embriones y el éxito de la prefiez, sino que
también marca las posibilidades de sobrevida
postnatal de los lechones® 7 101617

Por otra parte, un analizador de imagenes
permite estudiar parametros morfométricos y
estereol dgicos, a través de un alto grado de
automatizacion ya gque se procesa un nimero
€levado de muestras con un minimo de error y
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répida obtencién de resultados 12131921.26.27,

El objetivo de este trabajo fue estudiar la
relacién entre el areatota y € areaepitelia de
las vellosidades placentarias porcinas
provenientes de diferentes periodos
gestacionales a través de un analizador digital
deimégenes, paracomprender €l desarrollo de
ambas variables durante la placentacion
porcina.

MATERIALESY METODOS

Animales

Se utilizaron cerdas mestizas de un
establecimiento de criaporcinadelaciudad de
Rio Cuarto, Cérdoba, paraprocesar 20 placentas
de 28, 55, 70 dias de gestacion, y a término
(aproximadamente 114 dias de prefiez),
consideradas libres de enfermedad de acuerdo
a la examinacion antemortem y postmortem
redlizada.

En todos los casos € tracto reproductivo
fue removido inmediatamente después de la
muerte del animal destinado a faena, y lavado
con solucién salina de Hank’s (SSH) (Gibco,
Grand Idland, NY USA) conteniendo 10.000 U/
ml de penicilina G sodica, 10 mg/ml de sulfato
de estreptomicina y 2,5 pg/ml de fungizona
(Gibco, Grand Idand, NY USA), manteniéndolo
a4°C hasta su procesamiento en el laboratorio.

Placentas

Se realiz6 una palpacion para detectar la
ubicacién delosembriones o fetos. Los cuernos
uterinos fueron cuidadosamente seccionados
en forma longitudinal, practicandose una
incisién en el borde antimesometrial, para
observar el sitio de implantacién y recoger
muestras del tejido mesometrial, endometrial y
placentario fetal. Las muestras fueron
seleccionadas de la region placentaria
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propiamente dicha, que ocupa la parte central
del saco corio-alantoideo y contieneal embrién
rodeado por lamembranadd mismo nombre. Se
tomaron porciones de 5 placentas de cada
periodo gestacional, de 6 mm aproximadamente
y se fijaron con formol salino tamponado, se
incluyeron en parafina y se realizaron cortes
histol6gicos de = 4 um que se tifieron con
hematoxilina-eosinaparael reconocimiento de
la estructura placentaria. Se determiné la edad
gestacional de las cerdas de acuerdo a la
longitud céfalo-caudal de los embriones/fetos
obtenidos de cada una de ellas

Andlisisdigital deiméagenes

Para la medicién de los parametros
morfométricos se utilizé un analizador digital
deimégenes (Kontronimaging system, VIDAS®
Carl Zeiss), € cua consta de una CPU con €
programaVIDAS 25, con placade adquisicion
de iméagenes, dos monitores (uno para la
manipulacién del programa y otro para la
visualizacion de la imagen); un «mouse»
indicador de la posicion exacta dentro de la
imagen y un sistema de conexion realizado a
través de una cdmara video Philips CCD aun
microscopio Axiophot (Carl Zeiss) 2389,

Se utiliz6 una «macro», secuencia de
Ordenes o rutinas de 6rdenes de computadora
que producen informacion descriptiva acerca
delaimagen digitalizada, dadas por el operador
alaPC, disefiadaen nuestro laboratorio. El primer
paso de la macro es la captura de la imagen
Opticaen unaformaamacenableenlamemoria
de laPC. Esta conversidn es efectuada por un
digitalizador Optico, sistema fotosensible que
produce nimeros codificados que son una
medida de la intensidad luminosa. Dicho
sistema muestrea la imagen 6ptica (50
aproximadamente) a intervalos regulares, y la
salida electronica es convertida en una
secuenciade val ores numéricosdiscretos (ceros
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y unos). Lasegundafase, € preprocesamiento,
consiste en la seleccion de la zona a medir la
variable estipulada en forma interactiva. La
terceraetapaesel procesamiento, dondedigital
y automaticamente queda seleccionada la
imagen aprocesar. Seguidamente, dichaimagen
essegmentaday reconocidapor laPC. Lacuarta
etapa es la medicion de los pardmetros
seleccionados, donde através delamacro sele
indicaalaPC laidentificacién del objeto amedir,
la apertura de bases de datos para guardar los
valores obtenidos y la medicion propiamente
dicha. Por ultimo, se da la conversion de los
valores obtenidos en pixel, que es la mas
pequefia unidad indivisible que integra una
imagen digitalizada, en unaunidad métrica, por
gjemplo, micrometros > 192 .26,

Andlisis estadistico

Paraestudiar larelacion entreel AreaTotal
(AT)y e AreaEpitelia (AE) delasvellosidades
placentarias porcinas, se realizé un andisis de
regresion simple sin intercepto a través del
modelo:

AE= AT+ ¢

Donde:

AE = AreaEpitelial delavellosidad

AT = AreaTotal delavellosidad

B = coeficiente de regresion

&= componente aleatoria (residuo)

Para este andlisis se utilizd el Software
STATISTICAL (version 6.0) 222,

RESULTADOS

Lamacro realizada nos permitié medir por
cada portaobjeto analizado, entre 5y 7
vellosidades placentarias tomadas en forma
aleatoriay d azar.

Se determind como Area Total (AT) la
porcion delavellosidad conformadapor células
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epiteliales (trofoblasto) y tejido conectivo
(corion); mientras que se establecid como Area
Epitelia (AE) solamente la capadetrofoblasto
en intimo contacto con el endometrio materno.

La figura 1 muestra la estructura de una
vellosidad proveniente de una placenta porcina
de 28 dias de gestacion, en laque se observala
interfase feto-materna propiamente dicha.

Lafigura2 muestraunavellosidad atérmino
proveniente de una placenta de 114 dias de
gestacion, se observa gran cantidad de vasos
sanguineos intraepiteliales.

Los valores medios de Area Total y Area
Epitelial de vellosidades placentarias
provenientes de 28, 55, 70 y 114 dias de
gestacién, obtenidos a través del analizador
digital deimégenes, se muestran en laTabla 1.

Tablal. Valoresmedios + desvio estandar (um?)
deAreaTota y AreaEpitelial de vellosidades
placentarias porcinas, provenientes de 28, 55,
70y 114 diasde gestacién (n=5)

eriodo . . o
P tacional Area Total | Area Epitelial
estaciona . .
gesa (media + DS) | (media = DS)
(dias)
28 115,36 = 29,24 46,98 + 18,83
55 137,65+ 24,68 | 47,77 + 22,25
70 86,58 + 49,53 | 43.22 + 34,62
114 139,15 = 59,03| 55,20 = 18,18

El andisisdelasvariablesestudiadas, Area
Total y AreaEpitelial delasvellosidadesen los
diferentes estadios gestacionales, se muestra
en los gréficos lay 1b, respectivamente.

En € gréfico lase observaque alos 55 dias
de gestacién los valores medios de AT son
dmilaresalosvaoresmediosdedichavariableen
una placenta a término. Ademas, se observa una
disminucion significetiva de los valores medios
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(200%)

deAT hacialos 70 dias de prefiez, con respecto a
los otros periodos gestacionales estudiados.

En e gréfico 1b se muestraque losvalores
medios de AE se mantienen constantes entre
los 28 y 55 dias de gestacion; alos 70 dias se
observa una disminucion de los mismos,
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‘ & 4 . -
Figura 2. Fotografia de tejido placentario porcino de 114 dias de gestacion (a término). Se observa en una
vellosidad gran cantidad de vasos sanguineos intraepiteliales (1000 x).

mientras que hacia € final de la gestacion se
encuentran los mayores valores medios de AE.
Obsérvese que la variabilidad de AE alos 70
dias de prefiez es mayor que en los demas
periodos gestacionales estudiados.

Los resultados hallados se confirman a
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Gréfico 1 ay b: Cgasy bigotes (box-plot) realizado con los valores de areas totales y areas epiteliales de
vellosidades placentarias porcinas provenientes de cuatro periodos gestacionales (28, 55, 70 y 114 dias de

gestacion).

través de la significancia estadistica (p<0.01)
ddl parametro 3, lo que indica que la variable
AT explica linealmente a la variable AE. Se
construy6 un intervalo de confianza para el
parametro 3 en cada uno de los estadios
gestacional esde nivel 95%, cuyaformageneral
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es. [_,8 tao; I| donde & =f,-74,2. Se
observé que en todoslos casos € error estandar
del estimador del pardmetro 5 fue menor quee
valor del estimador de 3, lo que indicaque éste
es estable.
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DISCUS ON

El estudio de las vellosidades placentarias
porcinas, mediante un analizador digital de
imégenes, permitid estudiar larelacion entrelas
variables Area Total y Area Epitelial en los
diferentes periodos gestacionales.

El trofoblasto porcino conformavellosidades
gue sirven para hacer contacto y adherirse a
epitelio uterino materno, permitiendo la
implantacién. Dicho contacto celular esesencia
no solo para € intercambio de nutrientes, sino
también paralafijacién delaplacenta, dado que
cada embrion porcino debe lograr su lugar de
implantacion en los cuernos uterinos,
especialmente en especies con placenta
epiteliocorial, y en ese caso también politoca

El andlisis de imagenes por video permitio
incrementar laprecisiény acortar tiempos, yaque
unaPC estasociadapararecolectar y andlizar los
datos. Por lotanto, fue posible procesar y andlizar
laimagen como en unafotografia, pero con mayor
precisony velocidad °.

Los valores medios de Area Total
encontrados alos 55 dias de prefiez son smilares
alos valores medios encontrados en placentas a
término. Por e contrario, se hallaron diferencias
significativas con los valores medios de los otros
periodos gestacionales estudiados. En
coincidenciacon Tarraf y Knight 2, hallamosuna
disminucion significativa de los vaores medios
de AT a los 70 dias de prefiez que se
corresponderia con una disminucién del
crecimiento placentario acompafiando € aumento
del peso fetal. Nosotros pensamos que a partir de
los 70 dias de gestacion, € aumento de AT delas
vellosidades, hasta equipararse a érea observada
alos55 diasdeprefiez, seriaparalograr € soporte
dd gran desarrallo fetd que acontece a partir de
este periodo hasta d final dela prefiez.

Enlaotravariableen estudio, € AreaEpitdia
es mayor en las placentas a término debido a
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desarrollo de vellosidades terciarias necesarias
paralanutricion fetal, ya que, y en coincidencia
con Biensen y col.#, consideramos que no hay
aumento detamafio delaplacentaporcinaapartir
delos 90 dias de gestacidn, sino solamente de la
porcion epitelial de las vellosidades®™. En
conclusion, observamos desarrollo de
vellosidades placentarias porcinas hasta los 55
dias de prefiez, disminucion del Area Total y
Epitdid haciad dia70y aumentodel AreaEpitdlid
de vellosidades en placentas a término. Estas
caracteridticas sefidadas de la estructura de la
placenta porcina garantizarian sus principales
funciones, como son €l intercambio de sustancias
y nutrientes entre la madre y los embriones,
permitiendo asi d desarrallo individual de cada
embrion en |os cuernos uterinos.
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