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RESUMEN

La IL-1f, citoquina proinflamatoria, esta involucrada en la im-
plantacion del conceptus, la invasién y la inmunotolerancia feto-ma-
terna. Participa en el desarrollo del trofoblasto, comunicacién con
el endometrio y es necesaria para una correcta implantacion. Sin
embargo, se desconoce la presencia de esta citoquina, tanto a ni-
vel placentario como sistémico, durante el periodo posterior a la
implantacién porcina, especie que posee una placenta de tipo epi-
teliocorial, no invasiva, adecidua, plegada y difusa. En este trabajo
se determino la concentracion de IL-1f3 en sueros, homogenatos de
utero de cerdas no gestantes y homogenatos de placenta materna y
fetal de distintos periodos gestacionales (30, 60, 70 y 114 dias). Se
observo un pico de concentracidn tisular de IL-1f3 durante la gesta-
cion, alos 60-70 dias, tanto en placenta materna como fetal. A nivel
sistémico, la determinacién demostr6 un patrén contrario, se ob-
servé un pico en los niveles séricos de IL-1f al final de la gestacion.
Estos resultados sugieren que la IL-1f3 seria necesaria entre los 60y
70 dias del periodo gestacional a nivel tisular, para participar en los
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mecanismos moleculares que permiten la remodelacion en la in-
terfase placentaria caracteristica de este periodo. Por otro lado, el
aumento de la citoquina a nivel sérico, al final de la gestacion, pro-
bablemente tenga como objetivo activar el sistema inmune pro-in-
flamatorio para el desencadenamiento del parto y expulsion de las
placentas.

PALABRAS CLAVE: interleuquina 1-f, gestacidn, porcina

Interleukin 1-f concentration during porcine
gestation

ABSTRACT

IL-18, a proinflammatory cytokine, is involved in the conceptus im-
plantation, invasion and fetal-maternal immunotolerance. It partici-
pates in the development of the trophoblast, communication with the
endometrium and it’s necessary for a correct implantation. However,
the presence of this cytokine, both at the placental and systemic le-
vels, is unknown during the period after the implantation in swine,
a species that has an epitheliocorial, noninvasive, adecidua, folded
and diffuse placenta. In this study, the concentration of IL-1f in sera,
uterus homogenates of non-pregnant sows and homogenates of ma-
ternal and fetal placenta of different gestational periods (30, 60, 70
and 114 days) were determined. A peak IL-1f tissue concentration
was observed during gestation at 60-70 days in both maternal and fe-
tal placenta. At the systemic level, the determination demonstrated an
opposite pattern, a peak in serum IL-1[3 levels was observed at the end
of gestation. These results suggest that IL-1f3 is useful between the 60
and 70 days of the gestational period in a tissue level, for participation
in the molecular mechanisms that allows remodeling in the placental
characteristic of this period. Furthermore, the increase of the serum
cytokine at the end of gestation probably aims to activate the pro-in-
flammatory immune system for the onset of labor and expulsion of the
placentas.
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Introduccion

La Interleuquina 1-f (IL-13) es una citoquina pro-inflamatoria que
actua como mediador central de la inflamacién y la inmunidad innata
en los mamiferos!! 2. La IL-1p esta involucrada en la implantacion del
conceptus, la invasion y la inmunotolerancia feto-materna ®.. Esta cito-
quina se sintetiza en forma de precursor 'y es escindida a su forma
madura mediante la actividad de caspasa-1[>°" localizada en comple-
jos que se denominan “inflamasomas”!. La IL-1 media sus efectos
biolégicos a través de un receptor de membrana denominado receptor
de la IL-1 de tipo I (IL-1RI), el cual contiene un dominio de transduc-
cion de sefiales en la region citoplasmica . Tras la unién de la IL-1
al receptor, la transduccion de sefiales supone varios fenémenos de
fosforilacion y formacion de nuevos complejos con otras quinasas y
proteinas adaptadoras, que finalmente dan lugar a la activacién del
factor de transcripcién nuclear- kB (NF-kB) y de la proteina activado-
ra-1 (AP-1), entre otros factores de transcripcién involucrados en su
sefializacion!® 1%

En las primeras etapas de la gestacion, el blastocisto, inicia un dia-
logo con el endometrio de manera de obtener su receptividad. Esta
comunicacién cruzada involucra, ademas de otros factores, la gene-
raciéon de una respuesta inmune de tipo inflamatoria, resultando en
la implantacién del conceptus y la generacion de la placenta. El rol
de la IL-1f3 ha sido ampliamente estudiado en el periodo de implan-
tacion de distintas especie®- Esta citoquina participa en el desarrollo
del trofoblasto y comunicacién con el endometrio y es necesaria para
una correcta implantacién 2, asi los niveles de expresiéon de IL-13 en
el conceptus porcino aumentan entre los dias 11 y 15 de la gestacion
y luego disminuyen (!31) al igual que la caspasa-1y el factor de trans-
cripcion NF-kB1® También, durante el periodo de implantacion, se ha
descripto un aumento de expresion del receptor de IL-1 en tejidos de
placenta materna, confirmando la efectiva sefializacién de IL-1f @9

La cerda posee una placenta de tipo epiteliocorial, no invasiva, ade-
cidua, plegada y difusa’” y se sabe que en distintas etapas de la gesta-
cion predomina un ambiente proapoptético, producto del desarrollo
de las vellosidades trofoblasticas y constante remodelacién placenta-
ria.’®® Hay numerosos trabajos que demuestran el rol de la IL-13 en el
didlogo que se establece entre el trofoblasto y el endometrio porcino
para una correcta implantacion®2*1%) pero atin no se ha estudiado qué
ocurre con esta citoquina, tanto a nivel placentario como sistémico,
durante el periodo posterior a la implantacion. El periodo de gesta-
cion tardia cumple con etapas cruciales para su desarrollo exitoso y en
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los cuales la IL-13 puede estar involucrada. El objetivo de este trabajo
fue determinar la concentracion de IL-1( en suero, endometrio de cer-
das no gestantes y en placenta materna y fetal de distintos periodos
gestacionales.

Materiales y métodos
ANIMALES

Se utilizaron 23 tractos reproductivos de cerdas destinadas a faena,
entre segundo y tercer parto, mestizas (Landrace x Large White) con
periodos gestacionales comprendidos entre los 30 y 114 dias de ges-
tacion (dg) y 8 uteros de cerdas no gestantes. Los tractos se obtuvie-
ron de frigorificos de la zona de General Pico, provincia de La Pampa,
Argentina (35° 45"y 63° 50" de latitud y longitud, respectivamente), a
excepciéon de 5 muestras placentarias de cerdas a término que se re-
colectaron en criaderos de la zona durante el parto. La sanidad de los
animales fue acreditada mediante evaluacion de su historia clinica a
través de una entrevista con el productor y por examen post- mortem,
incluyendo analisis clinicos, parasitolégicos y bacteriologicos.

TRACTOS REPRODUCTIVOS

Los tractos reproductivos gestantes (23) se obtuvieron de cerdas
que se encontraban en diferentes periodos gestacionales: 30-35 dias
de gestacion (en adelante 30 dg; n=7), 60 dias (n=4), 70 dias (n=4)
y 114 dias (n=8). Se tomaron esos periodos para los estudios ya que
en ellos la gestacion cumple con etapas cruciales para su desarrollo
exitoso: a los 30 dias comienza la osificacion, el desarrollo del sistema
inmunolégico® y la placenta se encuentra en plena etapa de creci-
miento exponencial y desarrollo de las vellosidades trofoblasticas.??
En el periodo de 60-70 dias de prefiez se alcanza el mayor crecimiento
placentario y contintia su desarrollo en estado de meseta, de modo
que el feto comienza a crecer de manera exponencial. Aqui también se
observa la mayor remodelacién placentaria celular determinada por
estudios de apoptosis.!¥ El periodo a término se escogi6 ya que in-
dica el fin de los mecanismos involucrados en el mantenimiento de la
gestacion. Se determind la edad gestacional de acuerdo al promedio
de la longitud céfalo-caudal de los embriones/fetos obtenidos de cada
cerda segun la tabla desarrollada por Marrable, ? utilizando un cali-
brador y regla manual. Inmediatamente después de recolectados, los
tractos reproductivos se lavaron con solucion salina de Hank’s (SSH)
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(136,9 mM NacCl, 5,4 mM KCl, 1,3 mM CacCl,, 3,7 mM NaH,PO,, 0,4 mM
KH,PO,, 4,2 mM NaHCO,, 0,7 mM MgSO,, 5,5 mM D-glucosay 10 mM
HEPES), con 10.000 U/ml de penicilina, 10 mg/ml de estreptomicina y
2,5 pg/ml de fungizona, y se guardaron a 42C para su traslado y proce-
samiento en el laboratorio.

En las cerdas gestantes de 30, 60 y 70 dg se realiz6 la palpacién
de los cuernos uterinos para detectar la ubicacion de los embriones o
fetos. Luego los cuernos uterinos se incidieron por la curvatura mayor
para observar el sitio de implantacién y recoger las muestras de tejido
placentario. Dado el tipo de placenta no invasiva, se separé facilmente
la placenta fetal de la materna para obtener muestras de cada estruc-
tura por separado. Cada placenta fetal fue extraida y colocada en la
mesada. Se analizé su estructura anatomica, se la pesd, midi6 su lon-
gitud y se procedié a la extraccion de muestras placentarias de la por-
cion embrionaria, zona en la placenta fetal que contiene al embrién
propiamente dicho rodeado por el saco amnidtico, el alantoides y la
membrana corio-alantoidea. El tutero gestante se analizé macroscoé-
picamente confirmando su estructura normal y se tomaron muestras
de la porcién embrionaria de cada unidad feto-materna. Con respec-
to a las placentas de 114 dg, éstas fueron obtenidas al momento del
parto y llevadas refrigeradas al laboratorio. Se procedié a la toma de
muestras de la placenta fetal de 114 dg con la misma técnica anterior-
mente mencionada. Por otro lado, se trabajoé con tteros de cerdas no
gestantes para utilizarlos como control. Las muestras de endometrio
se extrajeron de la curvatura mayor tanto del cuerno izquierdo como
del cuerno derecho.

OBTENCION DE SUERO

En el caso de muestras provenientes de frigorifico, a cada animal
se le extrajo sangre por corte de la vena yugular. En el caso de las cer-
das con gestacion a término se le realiz6 la extraccion sanguinea por
el método de flevopuncion. La vena de eleccion fue la vena medial de
la oreja. Una vez extraida la sangre, se la mantuvo a temperatura am-
biente hasta lograr la adecuada retraccion del coagulo y el exudado del
suero. A fin de clarificar el suero, se lo centrifug6 a 500 g durante 10
minutos. Se fracciono el suero en alicuotas, se rotul6 y conservé a -20
2C hasta su uso.
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OBTENCION DE HOMOGENATOS DE PLACENTA MATERNA,
HOMOGENATOS DE PLACENTA FETAL Y DE UTERO NO
GESTANTE PORCINO

Los homogenatos de placenta porcina materna (HoPM) y homoge-
natos de placenta porcina fetal (HoPF) se obtuvieron segun el protocolo
descripto por Koncurat et al. (1999)?2 Se extrajeron del tracto repro-
ductivo muestras de aproximadamente 5 g de tejido placentario porci-
no materno o fetal y se las tritur6 y macero con tres partes de solucion
fisiologica a fin de obtener una masa homogénea. Luego se centrifug6 el
tejido homogeneizado a 500 g por 20 minutos y el sobrenadante se ali-
cuoto y conservo a —20 2C. Con respecto a los extractos de ttero no ges-
tante (HoU), se extrajo de cada cuerno uterino en la zona de la curvatura
mayor una muestra de 5 g de tejido. Luego, dichas muestras extraidas
fueron procesadas con la misma técnica previamente descripta.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE IL-1§

EN HOMOGENATOS DE PLACENTA MATERNA, HOMOGENATOS
DE PLACENTA FETAL Y DE UTERO NO GESTANTE PORCINO Y
SUEROS DE CERDAS GESTANTES Y NO GESTANTES

La determinacién de IL-1f3 se realizé por enzimainmunoanalisis (ELISA)
23 en homogenatos de Utero porcino no gestante, homogenatos de placen-
ta porcina materna y fetal y sueros de cerdas no gestantes y gestantes pro-
venientes de los diferentes periodos de gestacion estudiados. En la placa de
ELISA que posee el anticuerpo de captura anti-IL-1f3 porcino (ab100754,
Abcam, USA) se adicionaron 100 pl por pocillo de cada estdndar y muestra
en los pocillos determinados. Se cubri6 la placa y se la incub6 toda la noche
en heladera (4 °C). Luego de la incubacion se descarto la solucién y se lavo
la placa 4 veces con solucién de lavado. Se adicionaron 100 pl de anticuerpo
anti-IL-1 porcino biotilinado a cada pocillo. Se incubé la placa por 1 hora a
temperatura ambiente en un agitador horizontal de microplaca a 200 rpm
(DPC, USA). Se descart6 la solucion y se lavé 4 veces con solucién de lava-
do. Se adicionaron 100 ul de solucién estreptavidina-peroxidasa de raba-
no picante (Streptavidina-HRP) a cada pocillo. Se incub6 por 45 minutos a
temperatura ambiente con una suave agitacion. Se descart6 la solucion y se
lavé la placa 4 veces. Se colocaron 100 pl de sustrato tetrametilbencidina
(TMB) en oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos con agi-
tacion suave. Posteriormente se detuvo la reaccion con 100 ul/pocillo de
Solucién Stop y se ley6 la placa a 450 nm (BioTeK® Instruments, Inc. USA).
La concentracion de IL-1f3 presente en cada una de las muestras se deter-
mind utilizando una curva estandar®)
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Analisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos de la deter-
minacion de IL-1f3 en sueros, extractos placentarios y extractos de ute-
ro no gestante, éstos fueron ordenados en los 4 periodos de gestacidon
elegidos: 30 dg, 60 dg, 70 dgy 114 dg; y cerdas no gestantes (NG). Las
diferencias entre las concentraciones de la citoquina de los diferentes
periodos de gestacion fueron analizadas mediante un analisis de varian-
za y el test de Tukey (p<0,05), una prueba de comparaciones multiples.

Resultados

DETERMINACION DE IL-18 EN SUERO

Para iniciar el estudio del rol de IL-1f3 en el transcurso de la gesta-
ciéon media-tardia, mediante la técnica de ELISA se determinaron las
concentraciones séricas de la citoquina. Las concentraciones séricas
de IL-1pB fueron basales y similares tanto en las cerdas no gestantes
como en las gestantes de 30, 60y 70 dg. A los 114 dg, el valor de esta
citoquina se incremento significativamente (306,25 + 53,55 pg/ml; p=
0,0227) (Figura 1), aumentando su concentracidon 300 veces respecto
a las determinadas en el resto de las muestras.

Figura 1: Concentracion sérica de IL-1f (pg/ml) entre cerdas no gestantes
(NGS) y diferentes periodos gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras
con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).
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DETERMINACION DE IL-1p EN HOMOGENATOS DE PLACENTA
MATERNA (HoPM)

Luego de obtener los homogenatos de placenta materna como se
indicé en materiales y métodos, mediante ELISA se determiné la ex-
presion de IL-1f en los diferentes periodos gestacionales estudiados
(30, 60, 70 y 114 dg). Se hallaron diferencias significativas en la con-
centracion de IL-1f3 en homogenatos de placenta materna entre los
diferentes periodos gestacionales, llegando a un valor maximo a los
70 dg (254,16 pg/ml) (Figura 2). Luego de este pico, la concentracién
de esta citoquina disminuy6 significativamente en placenta materna
llegando incluso a una concentracion menor que la determinada en
homogenatos uterinos de cerdas no gestantes.

Figura 2: Concentracién de IL-13 (pg/ml) en muestras de ttero no gestante
(NGM) y HoPM de los periodos gestacionales seleccionados (30 dg, 60 dg, 70 dg,
114 dg). Barras con diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0,05).

DETERMINACION DE IL-1p EN HOMOGENATOS DE PLACENTA
FETAL (HoPF)

Finalmente, se determiné la expresion de IL-1 por ELISA en ho-
mogenatos de placenta fetal de los diferentes periodos gestacionales
estudiados. Los resultados mostraron un patrén similar al encontrado
en las muestras de homogenatos de placenta materna, con diferencias
significativas entre los distintos periodos gestacionales estudiados,
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pero con un desplazamiento de la curva hacia los 60 dg. La concentra-
cion de IL-1B en placenta fetal aument6 a los 30 dg (136,43 pg/ml),
con un pico en su concentracion a los 60 dg (261,06 pg/ml), luego su
concentracion bajé alos 70 dg (138,48 pg/ml) y descendio6 significati-
vamente a los 114 dg (1 pg/ml; p= 0,0012) (Figura 3).

Figura 3: Concentracion de IL-1 (pg/ml) en muestras de HoPF en los diferen-
tes periodos gestacionales (30 dg, 60 dg, 70 dg, 114 dg). Barras con diferentes
letras denotan diferencias significativas (p<0,05).

Discusion

Se sabe que la placenta es un érgano transitorio integrado por es-
tructuras de origen fetal y materno, y existen moléculas involucra-
das en el mantenimiento de la arquitectura y placentacion exitosa.
Particularmente el trofoblasto porcino se halla en intimo contacto con
el epitelio uterino, donde se encuentran los antigenos fetales en con-
tacto con los tejidos maternos, lo que genera que durante la gestacion,
el sistema inmune materno sea regulado hacia un tipo de respuesta
Th1-Th2-Th3-Tr1, generando asi la tolerancia materna®*2% En concor-
dancia con los trabajos de Geisert y col. (2015)%2 y Mathew (2015)@®
en gestacion porcina temprana, la IL-1f3 en la interfase feto-materna,
cumpliria el rol de crear un ambiente de tipo proinflamatorio propi-
cio para una correcta placentacion; ya que hemos hallado, ademas, la
presencia de esta citoquina tanto en tejido placentario como en suero
luego del periodo de implantacion.
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Con respecto a los niveles locales placentarios de la IL-1 durante
la gestacion porcina, Tuo y col. (1996)"3 hallaron expresion de ARNm
en conceptus y placenta fetal, desde los 11 dg hasta los 45 dg, luego
sus niveles bajaron significativamente. Sin embargo, en este trabajo,
se encontrd que la IL-1f3 presentd un pico en su concentracion en pla-
centa fetal a los 60 dg y en placenta materna a los 70 dg. En ambos
casos la concentracion de IL-1f disminuyé a los 114 dg. El periodo
comprendido entre los 60 y los 70 dias es un momento de cambios
importantes en la gestacion porcina, se produce la etapa de mayor re-
modelacion placentaria. A los 60 dg la placenta finaliza su crecimiento
exponencial, con generacidn de vellosidades secundarias y terciarias,
para poder sostener el peso de los fetos, que pronto comenzaran su
etapa de crecimiento exponencial ® La alta concentracion de IL-1f,
tanto en placenta fetal a los 60 dg como en placenta materna a los 70
dg, sugiere la necesidad de un ambiente de tipo proinflamatorio en
la interfase feto-materna para regular la apoptosis y la proliferacion
celular; mecanismos fundamentales para la placentacién porcina.

En humanos y bovinos, se ha demostrado que durante el parto nor-
mal o prematuro existe un aumento de citoquinas como IL-1f, IL-2,
TNFa, IFNy, IL-8 e IL-12 en tejido cervical; hecho que favoreceria la
activacion de macréfagos, neutrofilos y células NK. Por otro lado, es-
tas citoquinas producirian un aumento de prostaglandinas que facili-
tarian las contracciones uterinas y de metaloproteasas que facilitarian
el desgarro y dilatacion cervical?627282930) Enp el presente trabajo he-
mos observado que los niveles séricos de IL-1 permanecen basales
durante la gestacion pero que aumentan significativamente al final de
la misma, probablemente con el Unico objetivo de activar el sistema
inmune proinflamatorio a fin de preparar la expulsiéon de las placen-
tas en el parto. Estos resultados demuestran que, independientemente
del tipo de placenta y del poder de invasion del trofoblasto durante la
gestacion, para que se genere el parto se requiere de un ambiente ute-
ro-placentario proinflamatorio al final de la gestacidn.

Conclusion

Los resultados demostraron que la IL-1f3 se hallé presente en la in-
terfase feto-materna durante la gestacion porcina en los periodos de
mayor remodelaje tisular placentario (60-70 dg); y en suero a térmi-
no, probablemente para facilitar la expulsion de las placentas durante
el parto.
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