20 = - . - O
W Tercer Congreso virtual de Ciencias Morfologicas.

2016 Tercera Jornada Cientifica de la Catedra Santiago Ramén y Cajal.

ESTRUCTURA Y ULTRAESTRUCTURA DE LAS PLACENTAS CAPRINAS A LO
LARGO DE LA GESTACION

Tomas Diaz Torres'3, Cecilia Merkis Jaime?, Andrea Bozzo Chiavassa', Débora
Cots Negri'?, Carolina Flores Bracamonte!, Andrea Cristofolini?, Mariana
Fiorimanti Bessone??, Maria Cristina Romanini Caffaratti’, Alicia Rolando
Giordano®

! aboratorio de Embriologia, Dpto. de Anatomia Animal, ?Area de Microscopia
Electrénica, Dpto. Patologia Animal, Facultad de Agronomia y Veterinaria, Universidad
Nacional de Rio Cuarto. *Becario CONICET. Rio Cuarto, Cérdoba (5800), ARGENTINA.

tdiazvet@gmail.com

Resumen
El objetivo del presente trabajo fue estudiar las modificaciones estructurales de la
placenta a lo largo de la gestacion. Fueron extraidos 10 placentomas al azar de
cada uno de los Uteros de 15 cabras mestizas adultas prefiadas. Estos se fijaron en
una solucion de formol tamponado para microscopia éptica y en glutaraldehido para
microscopia electrénica. Se observd el epitelio materno constituido por células
mononucleadas, de nucleo claro, intercaladas con células multinucleadas
formadoras de los sincitios. El tejido conectivo materno esta ricamente irrigado con
vasos de diferentes tamafos. El epitelio fetal posee células mononucleadas
alternadas con células binucleadas (CBN). Algunas CBN se ubican en la profundidad
del epitelio sin contactar con la membrana basal; otras se ubican mas
superficialmente y protruyen hacia la interface materno-fetal. A los 135 dias de
gestacion los placentomas mostraron una estructura mas compleja y desarrollada
que los de 50 y 100 dias, tendientes a disminuir la distancia interhemal. Se

observaron mayores ramificaciones de las vellosidades con disminucidon del tejido



conectivo. Mediante el estudio de la morfologia placentaria se corroboraron las
caracteristicas descriptas para placentas caprinas y determinaron las adaptaciones
morfoldgicas experimentadas al final de la gestacion para optimizar el intercambio

materno-fetal.

Introduccion

La situaciéon de la producciéon caprina en la Republica Argentina se basa en la
existencia de aproximadamente 4,2 millones de cabezas caprinas distribuidas en
46.766 explotaciones ubicadas principalmente en las regiones aridas y semiaridas
del pais. Los sistemas productivos predominantes son extensivos sobre pastizales
naturales muy degradados por sobre pastoreo y tala indiscriminada (1). Estas
explotaciones caprinas responden a una economia de subsistencia, de caracter
familiar, con grandes carencias de registros técnicos y econdmicos, que se
distribuyen en zonas marginales poco aptas para otras actividades (2). Estos
sistemas poseen bajos indices productivos de alrededor de 0,65 a 0,78
cabrito/cabra/afio y una estacionalidad en la produccion en los meses estivales.
Estos factores sumados a la situacién particular de los productores por la deficiente
organizaciéon, problemas de comercializacion, deficiente transferencia de tecnologia
disponible para la produccién de cabritos (1), hace aun mas vulnerable estos
sistemas de produccion. En los ultimos afos, la capricultura, en distintas regiones
se ha encaminado a la produccion de leche, la que se comercializa en forma fluida o
se emplea en la produccion de quesos artesanales (3). En tercer lugar en orden de
relevancia se encuentra la produccion de fibra cashemere, la cual es una de las
fibras textiles de origen animal mas preciadas por su suavidad y finura. La
potencialidad del mercado internacional de esta fibra caprina ha motivado el
desarrollo de la misma en varios paises (4). La produccién de cashemere en el pais
se encuentra en desarrollo en sistemas de produccidon tradicionales, utilizando
animales de raza criolla descendientes de animales asiaticos productores de fibra
(4). Los beneficios de la cria de animales de granja dependen de la eficiencia en la
produccion, en el crecimiento y desarrollo después del nacimiento. Para optimizar
esto es importante partir de un eficiente crecimiento fetal y buen peso al momento

del nacimiento (5,6). El tamafo y estructura placentaria, asi como la capacidad de
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ésta para transferir nutrientes, determina un buen desarrollo fetal y esto incide
directamente sobre el peso al nacimiento.

La cabra posee una placenta sinepiteliocorial, cotiledonaria y adecidua (7). Desde el
punto de vista morfoldgico, es considerada cotiledonaria debido al desarrollo de
areas restringidas de interdigitacion entre el tejido materno y fetal, conocidas
como placentomas (8). Los mismos oscilan en nimero de 70 a 120 por gestacion
(9) y tienen forma predominantemente cdéncava desde el lado fetal. Cada
placentoma es la unidad de intercambio de nutrientes feto-maternos y esta
formado por el tejido fetal cotiledonario que forman vellosidades las que se
corresponde con criptas maternas carunculares (7).

En los ultimos afios se ha demostrado por medio de la microscopia, que el epitelio
fetal trofoectodérmico esta constituido por células mononucleadas intercaladas
con células binucleadas (10,11). Las células mononucleadas son mayoritarias y
tienen como funcidon principal el intercambio de nutrientes, las células
binucleadas, en cambio, son células que sintetizan hormonas, como Ia
progesterona y el lactdgeno placentario (12). Las células mononucleadas también
se ha demostrado que realizan eritrofagocitosis a partir de la sangre materna
extravasada, y esto constituiria una forma de transferencia de hierro en las
placentas de rumiantes (13, 14). Las células binucleadas del epitelio trofoblastico
constituyen alrededor de un 20% del total de células del epitelio a lo largo de la
gestacion (7) y se ubican a diferentes niveles entre la membrana basal y la
interfase materno-fetal, dependiendo del grado de madurez de las mismas.
Algunas células binucleadas (CBN) se desprenden del epitelio, migran hacia el
lado materno y se fusionan con las células del epitelio uterino formando placas
sincitiales feto-maternas (7, 15). Por esta razén actualmente es aceptada la
denominacion para la placenta de la cabra y otros rumiantes como sinepiteliocorial
(16). En su migracién, las CBN transportan en su citoplasma granulos para ser
liberados al epitelio materno y desde alli su contenido a la circulacién materna.
Este es el mecanismo ideal por los cuales los productos fetales influencian el
metabolismo materno y las reacciones inmunoldgicas a favor del feto, evadiendo
la barrera de uniones estrechas de la placenta (7). Los granulos contienen

moléculas proteicas, el lactégeno placentario y las glicoproteinas asociadas a la
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prefiez. En ovinos y bovinos, el primero ha sido localizado exclusivamente en los
granulos de la CBN, lo que indicaria que la sintesis y almacenamiento ocurriria en
dichas células antes de su migraciéon (16, 17). El tejido conectivo que acompaiia al
epitelio trofobldstico presenta numerosos vasos sanguineos de diferentes
tamanos. Al final de la prefiez los capilares se aproximan a las células epiteliales y
se fusionan con la membrana basal disminuyendo la distancia interhemal (18,19).
Hay escaso conocimiento de la estructura de la placenta de cabras mestizas y sus
modificaciones adaptativas para cubrir el incremento de la demanda metabdlica a
lo largo de la gestacion. El objetivo del presente trabajo fue estudiar las
modificaciones estructurales de la placenta a lo largo de la gestaciéon en cabras

mestizas.

Materiales y métodos
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional de Etica de
la Investigacion en Salud de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

1. Toma de muestras
Se utilizaron 15 cabras mestizas adultas mayores de 2 anos, controladas
clinicamente y libre de enfermedades infecciosas, destinadas a faena, provenientes
de un establecimiento ubicado a 10 km de la UNRC (33°7’S, 64°,13’ O). Se realizd
la deteccién del celo 2 veces por dia, a la mafiana y a la tarde, por observacién
directa. Luego de comprobar la ciclicidad de las hembras se realizd el servicio por
monta natural. El diagndstico de gestacién se realizd entre los 25-30 dias
posteriores al servicio, utilizando un ecdgrafo Berger®, modo B, de tiempo
completo, provisto de un transductor lineal transrectal de 7.5 Mhz. Se eutanasiaron
5 animales a los 50 dias, 5 a los 100 dias y 5 a los 135 dias de gestacion. Luego se
procedid a incidir el abdomen por linea media y retirar el Utero gravido.

2. Procesamiento del atero gravido y medicion de parametros

morfolégicos.

Cada cuerno uterino se incidio a lo largo del borde antimesometrial y fueron
extraidos diez placentomas al azar (tres del cérvix, cuatro del cuerpo y tres del
cuerno) de cada uno de los Uteros vy fijados en solucidon de formol tamponado, pH

7,5 para las técnicas histoldgicas y en glutaraldehido para microscopia electrénica.
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3. Técnica histolégica convencional para microscopia optica
Las muestras fijadas en formol tamponado se deshidrataron con baterias de
alcoholes de graduacién creciente, para ser incluidos en parafina. Se realizaron
cortes histolégicos de + 4 uym de espesor, se colorearon con Hematoxilina-Eosina
para el reconocimiento de estructuras tisulares y se siguieron los pasos de la
técnica histoldgica convencional.

4. Técnica de microscopia optica de alta resolucion (MOAR)
Para el estudio de la estructura placentaria por MOAR, las muestras de tejido
placentario se fijaron en glutaraldehido al 2,5 % en solucidon tampoén fosfato de
Sorensen (0,1 M, pH 7,4) durante 3 h a 4°C. Luego de lavado en soluciéon tampdn
fosfato, se refijaron con tetréxido de osmio al 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente. A continuacién se lavaron dos veces en solucién tampdn fosfato y se
deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona. Se procedié luego a la
preinclusién en resina epoxi EMbed 812 1:1 en acetona 100% durante toda la
noche a temperatura ambiente y posteriormente a una inclusién en EMbed 812 a
60°C, durante 24 horas. A través de un ultramicrotomo 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.
Para los cortes coloreados con hematoxilina Eosina y MOAR se adquirieron las
imagenes con una camara Canon Powershot G6 7.1 megapixels (Canon, Japdén)
adosado a un microscopio Axiophot (Carl Zeiss, Alemania).

5. Analisis de ultraestructura. Técnica para microscopia electronica de

transmision (MET)

A las muestras de tejido placentario incluidas en resina epoxi EMBED 812 se les
realizaron cortes ultrafinos (20-60 nm) y se contrastaron con acetato de uranilo y
citrato de plomo. La observacion de los cortes se realizd con un microscopio
electrénico de transmision Elmiskop 101 (Siemens, Alemania). Las imagenes
fueran adquiridas en el microscopio electronico Jeol JEM 1200 EX II (Jeol, Japdn) y

analizadas mediante el software Digital Micrograph software (Gatan, Japon).



Resultados

Analisis estructural y ultraestructural

Placentomas de 50 y 100 dias de gestacion

A través de la microscopia optica y MOAR se estudid la estructura de los
placentomas. El epitelio materno, caruncular, es delgado y estd constituido por
células mononucleadas, cubicas, con un nlcleo claro, intercaladas con células
multinucleadas. Estas Ultimas, también llamadas sincitios, tienen un numero
variado de nucleos con predominio de heterocromatina y escaso citoplasma. Este
tejido se encuentra en intimo contacto con el epitelio fetal. El tejido conectivo se
muestra ricamente irrigado con vasos de diferentes tamafos (Fig. N°1)

El epitelio fetal, cotiledonario, tiene apariencia pseudoestratificada y esta
constituido principalmente por células mononucleadas (CMN) alternadas con células
binucleadas (CBN) que estan dispuestas a distinta altura y profundidad. Las CBN
son grandes y redondeadas, poseen dos nucleos grandes y claros, con predominio
de eucromatina. Su citoplasma se colorea mas oscuro que las CMN adyacentes, y
en él se observaron estructuras redondeadas, sin colorear, semejantes a granulos
citoplasmaticos. Algunas de estas CBN se ubican en la profundidad del epitelio;
otras, en cambio, se ubican mas superficialmente y protruyen hacia el lado
materno. También se observaron algunas otras libres en la zona de unidn materno-
fetal. Dentro de las CBN hay variaciones en su coloracién, siendo mas claras las
ubicadas en proximidad a la membrana basal del epitelio y mas oscuras a medida
que se van acercando al epitelio materno. Estas fueron identificadas, tanto a los 50
como a los 100 dias de gestacion (Fig. N°2). Las CMN son las predominantes del
epitelio fetal, siendo columnares altas en las bases de las vellosidades fetales (zona
arcada) y cubicas a lo largo del resto de la vellosidad. Poseen un solo nucleo grande
con predominio de eucromatina y un citoplasma claro. La base de las mismas
asienta sobre la membrana basal, mientras que su borde apical contacta con la
zona de unidon materno-fetal.

Invaginados en la cara basal de dichas células se observaron algunos capilares
fetales. La membrana basal del endotelio capilar estd fusionada a dicha membrana
del epitelio trofoblastico. Ademas gran cantidad de pequenos capilares se

observaron cercanos al epitelio trofoblastico (Fig. N°2).



En la zona arcada, ademas, las células mononucleadas presentan eritrocitos en el
interior de su citoplasma. También se observan eritrocitos libres en la interface
materno-fetal, llamado hematoma placentario.

A través de MET se estudid la ultraestructura de los placentomas. Las placas
sincitiales del epitelio materno se observaron cémo estructuras planas con un
numero variable de nucleos de forma irregular y cromatina altamente condensada.
En su escaso citoplasma se observan vesiculas de diferente electrodensidad.

En el epitelio trofoblastico las CBN se localizaron a diferente altura, como lo
observado con microscopia Optica. Las mismas, ubicadas en la profundidad del
epitelio no contactan con la membrana basal. Sus nucleos, dobles, son claros con
nucléolos prominentes y eucromatina; en el citoplasma se visualizaron granulos
electrodensos de distintos tamafio, ubicados en la regién basal de la célula. Estos
granulos son mas abundantes en las CBN ubicadas en la superficie del epitelio. Las
CMN del epitelio trofoblastico tienen nucleos claros, polimorfos y ubicados en la
region basal de las mismas. Su citoplasma presenta numerosas mitocondrias y
organoides celulares, pero no se observaron granulos intracitoplasmaticos. Estas
CMN contactan, por su cara basal, con la membrana basal del epitelio y su cara
apical, provista de microvellosidades, se encuentra en la interface materno fetal. En
el tejido conectivo se observaron gran cantidad de pequefios capilares en estrecho
contacto con el epitelio trofoblastico. La membrana basal del endotelio capilar se ve
fusionada a la membrana basal del epitelio fetal

Placentomas de 135 dias de gestacion

A los 135 dias de gestacidon los placentomas mostraron una estructura mas
compleja y desarrollada, en relacion a las placentas de 50 y 100 dias. El tejido
cotiledonario, desde la zona arcada emite vellosidades primarias que rapidamente
se ramifican en secundarias y terciarias penetrando las criptas carunculares con las
que se entrelazan formando una malla interdigitada entre el tejido materno en
intimo contacto con el fetal. El epitelio cotiledonario en la base de las vellosidades
es de tipo cubico alto pseudoestratificado, formado principalmente por CMN con
presencia de eritrocitos en su interior y escasas células binucleadas. A medida que
la vellosidad avanza hacia el lado materno y se ramifica, rapidamente su epitelio se

transforma en cubico bajo con mayor cantidad de células binucleadas, ubicadas a
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diferente altura del epitelio o en la interface materno fetal (Fig. N°3 y 4). El tejido
conectivo en el interior de las mismas, es laxo con presencia de vasos sanguineos
de gran calibre. En las vellosidades secundarias y terciarias dicho tejido disminuye
casi hasta desaparecer y los vasos sanguineos reducen su didametro para formar
pequefios capilares, los cuales se ubican en intimo contacto con la membrana basal
y entre las células.

Las células trofoblasticas mononucleadas tienen forma irregular y presentan
uniones estrechas entre ellas (Fig. N°4). Sus nucleos en general son redondeados,
con un gran nucléolo y cromatina finamente dispersa. La superficie apical de estas
células se modifica para formar microvellosidades que se interdigitan con procesos
similares de las células del epitelio uterino. Las células binucleadas inmaduras,
localizadas en la profundidad del epitelio trofoblastico son células esféricas, con dos
nucleos. Las células binucleadas que se observaron protruyendo del epitelio poseen
mayor cantidad de granulos citoplasmaticos de distinto tamafio y electrodensidad
(Fig. N°4).

Al igual que lo observado para las placentas de los periodos gestacionales
anteriores, el tejido caruncular emite tabiques, que al proyectase hacia el tejido
fetal forma criptas invadidas por las vellosidades fetales. Estos tabiques se
ramifican ampliamente, aumentando la superficie de contacto con el tejido
cotiledonario. La mayor diferencia con aquellas placentas es que al final de la
gestacion los tabiques maternos son mas finos, con escaso tejido conectivo por
donde circulan los vasos sanguineos. Al igual que en periodos anteriores las placas
sincitiales del epitelio materno tienen un nimero variable de nucleos con cromatina
altamente condensada y en su escaso citoplasma presentan vesiculas de diferente
electrodensidad (Fig. N°5).

Discusion

El andlisis de la estructura y ultraestructura de las placentas de 50, 100 y 135 dias
de gestacion demostré que estas placentas no se apartan de lo descripto para las
placentas de rumiantes. Las células mononucleadas son mayoritarias en el epitelio
trofoblastico, poseen microvellosidades en su parte apical lo que indica su funcién

de absorcion de materiales, por lo tanto serian las encargadas principalmente del
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intercambio materno fetal, tal lo demostrado por Igwebuike (2006) y Wooding et
al.,(1987). Las células binucleadas, se disponen intercaladas entre Ilas
mononucleadas y en menor nimero que éstas. Los granulos observados en su
citoplasma son productores de hormonas como progesterona y lactégeno
placentario. A medida que las células van madurando se acumulan mayor cantidad
de estos granulos en su citoplasma y luego se secretaran cuando se fusionen al
tejido materno tal lo descripto por Igwebuike (2013) y Klisch et al., (2010). En la
zona arcada se observaron CMN con presencia de eritrocitos en su citoplasma, lo
que nos indica la capacidad de fagocitar este material desde el acimulo de sangre
extravasada ubicado en la interface materno-fetal. Las CBN son escasas en dicha
zona y las mismas no contenian células hematicas en su interior, demostrandonos
gue no son capaces de realizar esta funcion. La eritrofagocitosis, también descripta
en bovinos y ovinos es, tal vez, un importante mecanismo de transferencia de
hierro de la madre al feto (13, 14). La presencia de capilares fetales fusionados a la
cara basal de CMN e invaginados en dicho epitelio disminuye considerablemente la
distancia de la barrera placentaria, por consiguiente se reduce la distancia de
difusién entre la sangre fetal y la sangre materna, favoreciendo el intercambio de
nutrientes. A los 135 dias de gestacion la placenta presenta modificaciones
adaptativas a las mayores demandas metabdlicas de la gestacion en el ultimo
trimestre. El continuo crecimiento y desarrollo de los placentomas, generan
estructuras histoldgicas mas complejas y entrelazadas entre el tejido caruncular y
cotiledonario. Se ha considerado a la placenta sinepiteliocorial como menos
eficiente que otras, debido al mayor grosor de la barrera placentaria y por ende la
mayor distancia interhemal. Sin embargo, este concepto puede ser erréneo
teniendo en cuenta que hay otros factores como el grado de permeabilidad de sus
capas, el grosor de los epitelios y la disposicion del sistema vascular, que pueden
aumentar la eficiencia fisiolédgica del transporte placentario (16). A través de la
microscopia O6ptica y electronica se observaron, hacia el final de la gestacion,
modificaciones en la estructura placentaria tendientes a aumentar el transporte de
gases y nutrientes. Las vellosidades se ramifican ampliamente invadiendo cada vez
mas el tejido materno. El tejido conectivo dentro de las vellosidades disminuye, de

esta manera los vasos sanguineos que se ubican en su interior toman intimo
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contacto con el epitelio trofoblastico. Santos et al., (1998) encontraron esta misma
disminucion en el tejido conectivo de las vellosidades fetales hacia el Ultimo tercio
de gestacidén, relacionado con la mayor ramificacion de las vellosidades. Afirma que
esta disminucion del tejido conectivo permite un mayor desarrollo vascular y a su
vez prepararia la placenta para su expulsion en el parto.

Es de destacar, como se observa a través de MOAR y TEM que los capilares fetales
parecieran penetrar los surcos entre las células del epitelio como fue descripto por
Lawn et al. (1969) y similar a los capilares sinusoides descriptos por Hafez et al.,
(2010) en placentas ovinas y caprinas. Esta disposicion de los capilares reduce la
distancia entre la sangre materna y fetal.

Por otro lado, al final de la gestacion los tabiques maternos son delgados con
escaso tejido conectivo lo que favorece la aproximacion de los vasos al epitelio
endometrial. Los tabiques maternos, ademas forman criptas cada vez mas
ramificadas aumentando la superficie de difusién con el tejido de las vellosidades

cotiledonarias.

Conclusion

A través del analisis estructural y ultraestructural de las placentas de 50, 100 y 135
dias de gestacion, se ha podido corroborar las caracteristicas descriptas para
placentas caprinas. Ademas de determinar las adaptaciones morfoldgicas que
experimenta la placenta hacia el final de la gestacion para optimizar el intercambio

feto-materno.
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ANEXO

Fig. N° 1: Fotografia de microscopia éptica (H/E) de placentoma caprino de 50 dias
de gestacion. Se observa el tejido cotiledonario (COT) tapizado por el epitelio
trofoblastico (T) formado por células binucleadas (flecha negra) y mononucleadas en
intimo contacto con el tejido caruncular (CAR). Este Ultimo posee un epitelio
compuesto de células sincitiales (flecha punteada) y mononucleadas. Se identifican en
el tejido conectivo materno y fetal gran cantidad de vasos sanguineos (VS).

Fig. N° 2: Fotografia de microscopia Optica de alta resolucion (MOAR) de
placentoma caprino de 50 dias de gestacion. Epitelio trofoblastico (T) con células
binucleadas (flecha negra). Los capilares fetales (VS) estan en estrecho contacto
con este epitelio. Epitelio caruncular con células sincitiales (flecha punteada).
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Fig. N° 3: Microfotografia electrénica de placentoma de 135 dias de gestacion.
Las células mononucleadas trofoblasticas (#) acientan sobre la membrana basal y
se extienden hasta la unién materno-fetal. Células binucleadas (*) a diferente
altura del epitelio. Capilares fetales (flechas negras) fusionados con la membrana
basal (flecha punteada).
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Fig. N° 4: Microfotografia electronica de placentoma de 135 dias de gestacion.
Célula binucleada madura (*) con granulos citoplasmaticos en la regién basal con
diferente electrodensidad (flecha negra). Célula mononucleada con nlcleo
redondeado y nucléolo prominente. Presencia de uniones estrechas entre las
células.
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Fig. N° 5: Microfotografia electronica de placentoma de 135 dias de gestacion.
Epitelio materno con células sincitiales (cabeza de flecha) y citoplasma rico en
vesiculas (flecha negra). Epitelio trofoblastico (T) con célula mononucleada (#).
Vasos sanguineos fetales (VS) en el tejido conectivo. Unién materno-fetal (U).
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