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Resumen 

La trombospondina 1 (TSP-1) es un importante factor antiangiogénico que regula el 

desarrollo vascular placentario. Induce la apoptosis de células endoteliales mediante la 

unión a CD36, un receptor de superficie celular. El objetivo de este trabajo fue detectar 

la localización de TSP-1 y CD36 por inmunohistoquímica, en placentas porcinas de 30, 

60 y 114 días de gestación. La intensidad de inmunomarcación fue semi-cuantificada a 

través del valor de High Score (HS). La TSP-1 fue detectada a los 30 y 60 días de 

gestación, como pequeños gránulos citoplasmáticos en el epitelio uterino, lo cual 

sugiere un mecanismo de reserva para la autorregulación de la apoptosis y 

proliferación celular en el desarrollo de las vellosidades placentarias. El hallazgo de 

TSP-1 y CD36 en zonas perivasculares induciría la apoptosis de células endoteliales 

para la remodelación del lecho vascular placentario. La TSP-1 actuaría como un potente 

inhibidor de la angiogénesis placentaria en porcinos principalmente en el período medio 

de la gestación a través de la unión a VEGF, por lo tanto, los mecanismos 

antiangiogénicos predominantes en el desarrollo vascular placentario serían indirectos. 

La presencia de este factor antiangiogénico en el trofoblasto a los 114 días, participaría 

mediante un mecanismo autocrino en la remodelación placentaria. 
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Introducción 

En el desarrollo vascular placentario, intervienen diversos factores antiangiogénicos que 

son fundamentales para un balance homeostático del proceso de vascularización y el 

crecimiento adecuado de los fetos. Uno de los principales factores antiangiogénicos 

cuya participación ha sido puesta de manifiesto en tejidos placentarios porcinos, es la 

trombospondina 1 (TSP-1), que ejerce su acción a través de la unión a CD36 (1). La 

TSP-1 fue el primer factor antiangiogénico descripto, es secretada por las plaquetas 

activadas y se expresa en una variedad de células vasculares normales, incluyendo 

células endoteliales y musculares lisas. Forma parte de la matriz extracelular, es 

producida por fibroblastos, células musculares lisas y células endoteliales en respuesta 

a una lesión vascular, factores de crecimiento y citoquinas (2,3). Esta glicoproteína de 

450 kDa está constituida por tres monómeros de 150 kDa unidos por enlaces disulfuro. 

Cada uno de estos monómeros está compuesto por un dominio globular NH2-terminal, 

seguido de una región de oligomerización tipo procolágeno, tres tipos de secuencia 

repetida (tipo 1, tipo 2 y tipo 3 repeticiones) y un dominio globular COOH-terminal (4, 

5, 6, 7, 8, 9, 10). Las distintas regiones de cada monómero de TSP-1 interactúan con 

diversos receptores de superficie celular para ejercer una actividad específica. Las 

repetición tipo I, también llamada TSR o repetición tipo properdina, es considerada 

como el principal sitio antiangiogénico (8, 10, 11). Entre los receptores de TSP-1 

presentes en las células endoteliales se pueden mencionar la proteína relacionada con 

el receptor LDL (LRP), proteoglicanos como heparán sulfato, CD36, CD47, integrinas 

(α3β1, α4β1, α6β1, α9β1, y αvβ3), la proteína asociada a integrinas (IAP) y uno o más 

receptores no identificados para el C-terminal (11, 12, 13). La interacción de TSP-1 con 

CD36 juega un papel significativo en la actividad antiangiogénica, tanto in vitro como in 

vivo (12, 14, 15, 16, 17, 18). El CD36 es un receptor glicoproteico transmembrana de 

88 kDa, el cual se expresa en varios tipos de células, incluyendo monocitos, 

macrófagos, plaquetas, células endoteliales microvasculares, adipocitos, células 

epiteliales en riñón y en miocitos cardíacos (19). La unión de TSP-1 a CD36 activa una 

ruta de señalización que se inicia por la asociación con la tirosina quinasa fyn. Esta 

señal inicial en la membrana plasmática de la célula endotelial conduce a la activación 

de miembros de la familia MAPK (p38MAPK y JNK) y de diversas caspasas (caspasa 3 y 

caspasa 8) (20). La muerte celular programada constituye un factor esencial en el 
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desarrollo placentario (21) y ha sido ampliamente estudiada en porcinos (22). La TSP-1 

induce la apoptosis exclusivamente en las células endoteliales activadas, sin afectar al 

endotelio maduro que se encuentra en estado quiescente debido a los mecanismos de 

estabilización basados en las interacciones entre células endoteliales, pericitos y con la 

matriz extracelular (MEC) (20). Este factor además,  tiene la capacidad de inhibir la 

síntesis de ADN de las células endoteliales impidiendo su proliferación, regular la 

biodisponibilidad del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) y de antagonizar 

los efectos del factor de crecimiento fibroblástico básico (FGF2) (1, 2, 11, 13, 17, 23, 

24, 25). Se ha detectado la expresión de TSP-1 en diversos tejidos patológicos de 

humanos, como en carcinoma de células escamosas vulvar (3), en leiomiomas y 

leiomiosarcomas en células del músculo liso uterino (26) y en tejido placentario de 

embarazos con gestosis (13). Además, ha sido estudiada en procesos fisiológicos como 

en el control de la angiogénesis durante el desarrollo folicular y la formación del cuerpo 

lúteo en ratas (17, 27). En la interfase materno fetal de cerdas gestantes, se detectó 

TSP-1 y el receptor CD36 a los días 20 y 50 de gestación, destacando así su posible rol 

antiangiogénico en estos periodos (1). Sin embargo, esta molécula antiangiogénica y su 

receptor aún no han sido estudiados en otros periodos más avanzados de la preñez 

porcina.  

 

Objetivos  

Detectar la localización del factor antiangiogénico trombospondina 1 (TSP-1) y su 

receptor CD36 por inmunohistoquímica, en placentas porcinas de 30, 60 y 114 días de 

gestación. 

 

Materiales y métodos  

Animales 

Todos los procedimientos fueron avalados por el Comité de Ética de Investigación en 

Animales (CoEdI) de la Universidad Nacional de Río Cuarto. Se trabajó con muestras 

placentarias obtenidas de cerdas mestizas en estadios gestacionales temprano (30 

días) n=5, medio (60 días) n=5 y a término (114 días) n=5, provenientes de 

frigoríficos y criaderos de la zona de Río Cuarto, Argentina (33,11º S, 64,3º O), 

destinadas a faena y consideradas libres de enfermedad de acuerdo a la examinación 
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clínica y postmortem realizada. Se recolectaron los tractos reproductivos y se lavaron 

con solución salina de Hank’s (SSH) (Gibco, USA) conteniendo 10.000 U/ml de 

penicilina G sódica, 10 mg/ml de sulfato de estreptomicina y 2,5 μg/ ml de fungizona, 

manteniéndolos a 4 ºC hasta su procesamiento en el laboratorio (28).  

 

Obtención de placentas 

Para la obtención de placentas se realizó una palpación detectando la ubicación de los 

fetos y se procedió a la apertura de los cuernos uterinos en forma longitudinal con una 

incisión por el borde anti-mesometrial. El tejido placentario se procesó por la técnica de 

microscopía óptica convencional, obteniendo cortes de 4 µm que fueron montados 

sobre portaobjetos limpios para los ensayos inmunohistoquímicos. 

 

Inmunohistoquímica para TSP-1 y su receptor CD36 

Se realizó recuperación antigénica por ebullición colocando los portaobjetos en coplin 

de plástico, llenos con buffer citraro 10 mM, pH 6 para TSP-1 y pH 9 para CD36, 

hervidos a baño María por 10 minutos y se dejó enfriar 20 minutos. Se enjuagaron con 

buffer fosfato salino (PBS) por 10 minutos. Posteriormente, se agregó peróxido de 

hidrógeno 3 % en PBS por 30 minutos y se volvió a lavar con PBS. Los anticuerpos 

inespecíficos fueron bloqueados con suero de caballo (TSP-1) y cabra (CD36) (1/100 

PBS: 50 µL suero puro + 5 mL PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. Sin lavar, 

se agregó el primer anticuerpo anti-TSP-1 (Thrombospondin 1 sc-59887) y anti-CD36 

(CD36 (V-19): sc-7641), ambos, dilución 1/100 (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) 

cubiertos con parafilm e incubados over-night en cámara húmeda a 4 °C. Para TSP-1, 

se utilizó como anticuerpo secundario el Polivalent Biotinylated Link (YELLOW- pool de 

Segundos anticuerpos-biotinilados anti-rabbit anti-mouse, Hi Def Detection TM HRP 

Polymer System Cell Marque, USA) incubando cada reactivo por 20 minutos a 

temperatura ambiente; mientras que para CD36, se agregó el segundo anticuerpo 

biotinilado ImmunoCruz™ goat ABC Staining System: sc-2023  (Santa Cruz 

Biotechnology Inc., USA) (preparado en botella tapa verde, ±1µg/mLl) por 30 minutos. 

Se añadió AB enzyme reagent (complejo Avidina-HRP botella tapa púrpura) por 30 

minutos. Entre cada paso se lavó con PBS. Las proteínas inmunoreactivas se 

visualizaron mediante el cromógeno diaminobencidina (DAB Cell Marque, USA). 
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Finalmente, se contrastó con hematoxilina de Mayer (Dako, USA). Por último, las 

secciones se deshidrataron en serie de alcoholes de graduación creciente (70 %, 80 %, 

90 %, 100 %) seguidas de xilol 100 %, fueron montados con Entellán (Merk, 

Alemania). La observación se realizó a través de un microscopio óptico Axiophot (Carl 

Zeiss), se evaluaron 5 campos al azar por periodo gestacional, para cada una de las 

determinaciones. Los resultados obtenidos fueron expresados en forma 

semicuantitativa en función de la marcación observada: (-) negativa, (+) débil, (++) 

abundante, (+++) cuantiosa. Se determinó la distribución de la intensidad de 

inmunomarcación a través del valor de High Score (HS), definido como HS = ∑ Pi 

(i+1); donde i: intensidad de marcación y Pi: porcentaje de células para cada 

marcación. La adquisición de imágenes se realizó mediante una cámara digital 

Powershot G6, 7.1 megapixels (Canon INC, Japón) adosada al microscopio. 

 

Análisis estadístico 

Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente con el software InfoStat (29) para 

evaluar la dependencia de High Score de TSP-1 y su receptor CD36 con respecto a los 

estadios gestacionales estudiados. Se realizó un ANOVA con un test a posteriori LSD-

Fisher. Cuando un test paramétrico no pudo ser realizado, un ANOVA no paramétrico 

con rangos, test de Kruskal Wallis, fue utilizado (29). 

 

Resultados y discusión  

La presencia de factores antiangiogénicos es esencial para la regulación del crecimiento 

de los nuevos vasos sanguíneos que se desarrollan en la placenta a lo largo de la 

gestación. La TSP-1 fue localizada por inmunohistoquímica en el epitelio uterino de las 

vellosidades placentarias a los 30 días de gestación, destacándose la presencia de 

pequeños gránulos citoplasmáticos inmunomarcados positivamente (+++) (Figura 1). 

La expresión de TSP-1 citoplasmática en estas células epiteliales uterinas, sugiere un 

mecanismo de reserva para la autorregulación de la apoptosis y proliferación celular en 

el desarrollo de las vellosidades placentarias. Estudios de Cristofolini et al. (2011), han 

postulado que la apoptosis en la gestación temprana sería responsable de la 

remodelación en la interfase placentaria que favorecería el contacto materno-fetal en 

porcinos.  
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A los 60 días de gestación, TSP-1 fue inmunolocalizada en el tejido conectivo materno 

con tinción abundante (++) y también en el epitelio uterino, con tinción cuantiosa 

(+++). A diferencia de lo hallado por Edwars et al. (2011), las glándulas uterinas 

fueron negativas al igual que el endotelio de los vasos sanguíneos. Además, se detectó 

un patrón regular de tinción débil (+) y abundante (++) alrededor de la mayoría de los 

vasos sanguíneos en el estroma materno (Figura 2). Esta localización es coincidente 

con estudios de Edwars et al. (2011) en placentas porcinas de 20 y 50 días de 

gestación, y con  Ostankova et al. (2011) en placentas humanas, quienes hallaron la 

expresión positiva de TSP-1 en el estroma situado cercano a los vasos sanguíneos de 

las vellosidades intermedias. 

En el periodo de gestación a término, de 114 días, se observó una inmunotinción 

abundante (++) en el estroma fetal como así también en el epitelio trofoblástico. De 

acuerdo a estos resultados se propone que la TSP-1 presente en el trofoblasto 

participaría activamente mediante un mecanismo de acción autocrino en la 

remodelación placentaria, contribuyendo a la separación de las membranas maternas y 

fetales durante el parto. Por otro lado, se observó inmunomarcación positiva (++) en el 

endotelio de algunos vasos sanguíneos fetales, donde por unión de la región TSR I 

presente en TSP-1 al receptor de superficie celular CD36, posibilitaría la inducción de la 

vía apoptótica en las células endoteliales activadas (Figura 3). 

Es importante destacar el hallazgo de células ahusadas y globosas con presencia de 

gránulos citoplasmáticos inmunomarcados intensamente (+++) en todos los períodos. 

Estas células fueron detectadas en la base de las vellosidades y se proyectaban hacia la 

parte apical de las mismas, acompañadas en la mayoría de los casos por un halo de 

tinción inmunopositivo. La manifestación de este tipo celular podría estar vinculado al 

proceso de síntesis de TSP-1, siendo compatible con fibrocitos y macrófagos presentes 

en el tejido conectivo placentario, tanto materno como fetal, coincidiendo con los sitios 

de producción de esta glicoproteína (11). 

El receptor CD36, también fue detectado por inmunohistoquímica en las vellosidades 

placentarias de los tres periodos estudiados. A los 30 días de gestación fue hallado en 

el estroma materno, se encontraron células globosas, con gránulos citoplasmáticos 

marcando intensamente (+++). Una tinción débil fue hallada en el corion fetal. El 

epitelio uterino y glandular en el componente materno, y el epitelio trofoblástico 
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resultaron negativos en este periodo, como así también los endotelios de las vasos 

sanguíneos, tanto maternos como fetales. Hacia la mitad y el final de la gestación se 

observó una distribución similar de CD36 en las estructuras placentarias anteriormente 

mencionadas y alrededor de los vasos sanguíneos (Figura 4). Estos resultados sugieren 

que la principal vía de regulación de la angiogénesis en el desarrollo vascular, no es 

directamente a través de la unión de TSP-1 a CD36, sino que podrían estar mediando 

otros efectos indirectos de TSP-1, como la unión a VEGF o FGF2, reduciendo así la 

supervivencia de las células endoteliales, la migración y la germinación vascular.  

En lo que refiere al análisis estadístico, a partir de los valores de HS para TSP-1, se 

observa un aumento estadísticamente significativo el día 60 de gestación y una 

disminución hacia el final de la preñez. Este aumento coincide con elevados niveles de 

HS detectados para VEGF por Sanchis et al. (2015), en el mismo periodo de preñez, lo 

cual permite inferir que altos niveles de expresión de TSP-1 estarían regulando la 

angiogénesis estimulada por este factor. Entre el periodo temprano y final, de 30 y de 

114 días respectivamente, no se observan diferencias estadísticamente significativas 

(Figura 5).  

El análisis estadístico para el receptor CD36, muestra una menor fluctuación de los 

valores de HS, comparada a la del ligando TSP-1. Sin embargo, hay una mayor 

expresión a los 30 días y desciende hacia los días 60 y 114 de gestación, mostrando 

diferencias estadísticamente significativas (Figura 5). En este periodo la remodelación 

del lecho vascular para el crecimiento placentario predominaría por sobre las demandas 

del crecimiento fetal porcino. 
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Conclusiones 

En el desarrollo vascular placentario porcino es fundamental el equilibrio entre los 

factores angiogénicos y antiangiogénicos. La presencia de TSP-1 en zonas 

perivasculares induciría la apoptosis en las células endoteliales vía CD36 para la 

remodelación del lecho vascular placentario. El hallazgo de TSP-1 en el epitelio uterino, 

sugiere un mecanismo de reserva para la autorregulación de la apoptosis y 

proliferación celular en el desarrollo de las vellosidades placentarias a lo largo de la 

gestación. La TSP-1 podría actuar como un potente inhibidor de la angiogénesis 

placentaria en porcinos principalmente en el período medio de la gestación (60 días) a 

través de la unión a VEGF. La presencia de este factor antiangiogénico en el trofoblasto 

al final de la gestación (114) participaría activamente mediante un mecanismo de 

acción autocrino en la remodelación placentaria, contribuyendo a la separación de las 

membranas maternas y fetales durante el parto. Los mecanismos de acción 

antiangiogénicos de TSP-1 predominantes en el desarrollo vascular placentario a lo 

largo de la gestación porcina serían indirectos.  
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 Anexos  

 

 

Figura 1. Inmunolocalización de TSP-1 en tejido placentario porcino materno de 30 

días de gestación, contrastado con hematoxilina (1000x). EU: epitelio uterino; VSM: 

vaso sanguíneo materno. Puntas de flecha indican inmunomarcación positiva. 
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Figura 2. Inmunolocalización de TSP-1 en tejido placentario porcino materno de 60 

días de gestación, contrastado con hematoxilina (1000x). EU: epitelio uterino; VSM: 

vaso sanguíneo materno; VP: vellosidad placentaria. Puntas de flecha indican 

inmunomarcación positiva. 
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Figura 3. Inmunolocalización de TSP-1 en tejido placentario porcino fetal de 114 días 

de gestación, contrastado con hematoxilina (400x). Tr: trofoblasto. Puntas de flecha 

indican inmunomarcación positiva. 
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Figura 4. Inmunolocalización de CD36 en tejido placentario porcino materno de 60 

días de gestación, contrastado con hematoxilina (200x). EU: epitelio uterino; VSM: 

vaso sanguíneo materno; GU: glándulas uterinas. Puntas de flecha indican 

inmunomarcación positiva.  
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Figura 5. Niveles de High Score de TSP-1 y su receptor CD36 en función de los 

periodos de gestación: temprano 30, medio 60 y tardío de 114. Letras diferentes a y b 

muestran diferencias estadísticamente significativas (p≤ 0.01). 

 

 


