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1. RESUMEN

En los ultimos afios la obesidad en mujeres gestantes se ha incrementado y se
asocia con el desarrollo de complicaciones para el feto, la madre y el neonato, como
restriccion intrauterina del crecimiento, muerte fetal, macrosomia, diabetes
gestacional, pre eclampsia, parto instrumentado, entre otras.

El andlisis de la placenta es clave para entender el desarrollo de estas
complicaciones, pues es considerado el 6rgano regulador del ambiente intrauterino
y la adecuada funcién placentaria representa un punto clave para el embarazo
exitoso. Recientes estudios histopatolégicos realizados en placentas humanas
procedentes de mujeres obesas reportan, inmadurez vellosa, corangiosis, lesiones
inflamatorias, escasa arborizacion y aumento de masculo liso en la vasculatura,
entre otros. Esto hallazgos se asocian con aumento de riesgo para el desarrollo de
insuficiencia placentaria.

Los estudios en modelos murinos muestran la presencia de variaciones en el peso
y grosor del érgano placentario en el grupo obeso, también muestran diferencias en
el desarrollo de las zonas placentarias, sin embargo estos estudios resultan
contradictorios y poco concluyentes. Para profundizar en el impacto de la obesidad
materna sobre la placenta, el objetivo de este trabajo fue caracterizar
morfolégicamente la placenta de 16.5 dias de gestacion (dg) proveniente de ratas
con obesidad pre-gestacional adquirida por dieta de cafeteria.

En este estudio experimental se emplearon ocho (8) ratas Wistar adultas, grupo
control (CTROL; n=4), alimentado con dieta estandar y grupo experimental (CAF;
n=4), alimentado con dieta estandar mas dieta de cafeteria. Después de seis
semanas de alimentacion, se aparearon; cumplidos 16,5 dg se sacrificaron vy
explantaron sus placentas. Fueron seleccionadas 27 placentas: 16 CTROL y 11
CAF, bajo criterios de inclusion previamente establecidos; a ellas se les realizaron
mediciones macroscopicas; posteriormente se procesaron para técnica
histoquimica, se realiz0 la caracterizacion histolégica y las mediciones
microscopicas.

En analisis de las variables macroscopicas placentarias, peso, grosor central,
diametro mayor, diametro menor, area de superficie y volumen placentario, no
presentaron diferencias significativas entre los grupos analizados, tampoco las
variables microscopicas, grosor placentario, grosor zona de laberinto, area
placentaria y area zona de laberinto.
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La placenta de 16.5 dg, presentoé tres (3) zonas histolégicamente diferenciadas:
zona de laberinto, zona de union y decidua. En la zona de laberinto, se observaron
vasos fetales, vellosidades y lagunas maternas; en la zona de union, se ubicaron
tres (3) tipos de células, espongiotrofoblastos, células glucogénicas y células
trofoblasticas gigantes; en la decidua se observaron, células deciduales y mocitos
lisos. Ambos grupos analizados presentaron escasos depositos fibrinoides cerca de
la placa corionica y en la decidua.

El recuento de vasos sanguineos por campo y por area de zona del laberinto revelo
un aumento de la densidad de vasos vellositarios en el grupo CAF en comparacion
con el grupo CTROL.

Bajo las condiciones experimentales de este estudio, la obesidad inducida por dieta
no afecta la constitucion histo-morfoldgica placentaria en el dia gestacional 16.5, sin
embargo induce un incremento en el nimero de vasos en las vellosidades
placentarias lo que indicaria una disfuncién placentaria relacionada con el
transporte de nutrientes y oxigeno hacia el feto.
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2. INTRODUCCION

Este trabajo corresponde al informe final de la investigacion “Caracteristicas
morfologicas de placenta de 16.5 dias de gestacion proveniente de ratas con
obesidad pre gestacional’, enmarcada dentro de la linea de investigacion de
Biologia del desarrollo del grupo Teblami, tejidos blandos y mineralizados. Este
estudio se realiz6 dentro de la formacion de la Maestria en Ciencias Biomédicas de
la Universidad del Valle.

El propdsito de este trabajo fue mostrar los efectos de la obesidad sobre la histo-
morfometria placentaria en un estadio tardio de la gestacion, utilizando un modelo
con obesidad adquirida por dieta de cafeteria. La dieta de cafeteria se caracteriza
por el consumo de alimentos empacados o ultraprocesados, que se asemeja a la
dieta del ser humano del mundo occidental, por lo cual es un modelo interesante
para estudios de los efectos de la obesidad sobre el 6rgano placentario.

La obesidad es catalogada como la acumulacion excesiva de grasa, debido a un
desbalance entre las calorias ingeridas y el gasto calérico; el aumento de tejido
adiposo genera un estado inflamatorio alterado. En los ultimos afos la obesidad en
mujeres gestantes se ha incrementado y se ha asociado con el desarrollo de
complicaciones para el feto, la madre y el neonato, como restriccion intrauterina del
crecimiento, muerte fetal, macrosomia, diabetes gestacional, pre eclampsia, parto
instrumentado, entre otras (1-3).

El analisis de la placenta es clave para entender el desarrollo de estas
complicaciones, pues es considerado como el 6rgano regulador del ambiente
intrauterino, es asi que la adecuada funcion placentaria representa un punto clave
para un embarazo exitoso. La funciéon placentaria depende de las propiedades
intrinsecas de la placenta, como tamafio, sistemas de transporte, ultraestructura,
superficie de intercambio, el grado de vascularizacién y la sintesis de hormonas; asi
como también de las propiedades extrinsecas, como estado nutricional, situacion
endocrina y metabolismo materno (4).

En este trabajo se caracteriz6 macroscéopicamente la placenta, mediante las
mediciones de peso, grosor central, diametro mayor y menor, area de superficie y
volumen placentario. Se analizé la histomorfometria placentaria, empleando
muestras histoldgicas de cuatro (4) micras de grosor tefiidas con hematoxilina-
eosina, este analisis incluyd, mediciones del grosor central de la placenta, grosor
central de la zona del laberinto, area total placentaria y area total de la zona del
laberinto. Ademas se realizé la marcacién de vasos sanguineos en el laberinto
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placentario mediante técnica de inmunohistoquimica, con el fin de determinar la
densidad de vasos fetales en la zona del laberinto.

La informacién relacionada con los métodos usados y los resultados obtenidos se
presentan por cada objetivo especifico, en el siguiente orden: 1) Evaluacion de las
dimensiones macroscopicas de la placenta; 1) Descripcion histoldégica de la
placenta y evaluacion de las dimensiones microscépicas placentarias y IlI)
Recuento del nimero de capilares coridnicos presentes en el laberinto placentario.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad y el sobrepeso previo al embarazo, asi como la ganancia excesiva de
peso durante la gestacion, son factores negativos relacionados con complicaciones
para la gestante, el feto y neonato. La creciente tasa de obesidad materna se ha
convertido en un reto para la practica obstétrica, dado que estas pacientes son
catalogadas de alto riesgo.

La obesidad durante la gestacion puede provocar complicaciones tales como
diabetes gestacional, hipertension y pre eclampsia, procesos de enfermedad que
inciden sobre el adecuado crecimiento fetal. A partir de modelos animales y estudios
en humanos se ha sugerido que la obesidad materna también crea un ambiente
uterino adverso, el cual a largo plazo tiene consecuencias sobre la descendencia,
teniendo importantes implicaciones en el establecimiento de enfermedades
metabolicas, cardiacas e hipertension en el adulto (5,6).

En la actualidad, existen pocas evidencias sobre los mecanismos por los cuales la
obesidad materna genera alteraciones en la descendencia. Sin embargo, dado que
la placenta es el regulador del ambiente intrauterino, se considera el 6rgano clave
para el establecimiento de estas alteraciones.

La placenta constituye la interfase entre la madre y el feto, entre sus funciones
principales, estan la proteccion del feto en crecimiento, el intercambio de nutrientes
y desechos, la produccion de hormonas. Por este motivo, una adecuada funcion
placentaria representa un punto clave para un embarazo exitoso, dado que
constituye “el puente” de comunicacién entre la circulacion materno-fetal, y esta
expuesta a todas las variables que pueda afectar el desarrollo del embarazo(7).
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4. JUSTIFICACION

La obesidad esta definida como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que
es perjudicial para la salud, y en la actualidad es considerada una epidemia a nivel
mundial. Segun la OMS 1900 millones de personas en el mundo tienen sobrepeso
y 650 millones son obesos (1). Si bien en un principio, la obesidad era una condicion
asociada a los paises ricos e industrializados, el panorama ha cambiado y hoy en
dia la obesidad se ha convertido en una realidad para los paises pobres y en vias
de desarrollo. En Latinoamérica, 130 millones de personas (un cuarto de la
poblacién) estan afectadas por sobrepeso u obesidad, o que genera una pesada
carga para los sistemas de salud (8). Segun datos recogidos entre los afios 2005 y
2013 por las encuestas demograficas y de salud urbanas, revelan que en paises del
Caribe y Latinoamérica, mas del 50 % de las mujeres en edad reproductiva padecen
de obesidad (2).

La proliferacion de dietas poco saludables y con exceso de calorias, el escaso
ejercicio y los estilos de vida sedentarios, han provocado que Latinoamérica sea
cada vez mas obesa. En Colombia, segun el ultimo censo nutricional realizado en
el 2015, el 56,4% de la poblacion adulta (18 a 64 afos) presenta algun grado de
sobrepeso y de ellos el 18,7% ya padece de obesidad. La poblacién femenina es la
mas afectada dado que el 59,5% presenta exceso de peso (9).

Durante el embarazo, el exceso de peso materno se define como obesidad
pregestacional si la mujer inicia su embarazo con esta condicién, y obesidad
gestacional, sila mujer inicia su embarazo con un indice de masa corporal adecuado
pero tiene una ganancia excesiva de peso durante el desarrollo del mismo.
Evidencias clinicas han demostrado que en ambos casos el exceso de peso durante
la gestacion puede contribuir a un resultado obstétrico desfavorable, siendo incluso
un factor de riesgo la sola presencia de sobrepeso sin llegar a la obesidad (3).

En Colombia, segun datos recogidos en la Encuesta Nacional de la Situacion
Nutricional (ENSIN, 2010), el 34.6% de las gestantes presentaron exceso de peso
para la edad gestacional (10). Un estudio realizado en Cali sobre mortalidad fetal
temprana, entre septiembre de 2014 y enero de 2015, analiz6 35 % de los casos
presentados en el periodo, encontrando que el 18% de las mujeres gestantes
presentaron sobrepeso y 16.4 % presentaron obesidad (IMC = 30 kg/m2) (11).

En el embarazo, la obesidad incrementa el riesgo materno promoviendo la
ocurrencia de trabajo de parto pretérmino, cesarea primaria o parto instrumentado,
morbilidad perioperatoria, estados o trastornos hipertensivos del embarazo,
preeclampsia, tromboembolismo venoso, diabetes gestacional, ganancia de peso
excesiva durante todas las etapas del embarazo, infeccién puerperal, disminucién
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de las tasas de iniciacidbn o continuacion de la lactancia materna, riesgos con la
anestesia perioperatoria (12,13). Estan descritos riesgos para el feto como son:
mayor probabilidad de muerte intrauterina, macrosomia, restriccion del crecimiento
intrauterino, anomalias congénitas y neonatales (mayor probabilidad de muerte
neonatal) (12,14,15).

Las anomalias congénitas son la principal causa de muerte fetal y de mortalidad
infantil. En los dltimos afios se ha demostrado que la obesidad materna esta
asociada con el incremento de defectos en la formacion del tubo neural, fisuras
oropalatinas, defectos del corazon y los grandes vasos, espina bifida y onfalocele
(12,15-17). El ambiente obesogénico intrauterino conlleva a cambios a nivel del
metabolismo, la regulacion hormonal y modificacion de la expresion de los genes
(epigenética) en el nuevo individuo en desarrollo.

De acuerdo a lo anterior, el ambiente intrauterino adverso generado por la obesidad
podria en efecto alterar el desarrollo placentario o generar modificaciones en la zona
de intercambio que ocasionarian un aumento en el riesgo de disfuncién placentaria,
con la consecuente afectacion del desarrollo fetal. Por lo expuesto anteriormente, el
andlisis de la placenta se hace necesario para entender los efectos de la obesidad
sobre la gestacién, debido al importante papel que juega la placenta como érgano
regulador de la comunicacion entre madre y feto.

La condicién de diabetes ha sido ampliamente estudiada en la placenta, tanto en
biomodelos como en placentas provenientes de madres diabéticas. Los resultados
de los andlisis histopatoldgicos relacionan la insuficiencia vascular uteroplacentaria
con el retraso en el crecimiento intrauterino (18).

La informacién de los efectos de la obesidad sobre la estructura placentaria sigue
siendo escasa y confusa. Existe un numero limitado de estudios retrospectivos
realizados con placentas humanas y estudios de placentacion realizados con
biomodelos (19-28); sin embargo son poco concluyentes.

Un mejor entendimiento de los alcances de ésta condicion sobre la constitucion
histoldgica del 6rgano placentario puede convertirse en una herramienta potente de
prediccion del grado de impacto de la sobrenutricion materna sobre la
descendencia.

El uso de biomodelos murinos es comun en estudios de placentacion, puesto que,
por condiciones éticas, estudiar la placenta durante la gestacion por métodos
invasivos no es viable. La rata constituye un adecuado biomodelo para estudiar la
formacion y maduracion de la placenta, debido a la similitud que existe entre la
estructura placentaria de la zona de intercambio, entre murinos y humanos
permitiendo realizar extrapolaciones (29). Ademas, el uso de biomodelos permite
obtener el estado de obesidad en un ambiente controlado y facilita el analisis de sus
efectos sobre el 6rgano placentario.

Al igual que en humanos, es posible observar que los aportes de resultados
obtenidos desde los biomodelos es confuso, lo cual se relaciona con la variedad de
18



cepas empleadas y los diferentes origenes de la obesidad (genético y nutricional).
Esto refuerza el hecho que siendo la placenta un 6rgano tan importante en la
relacion metabdlica de la madre y el feto, es necesaria mayor claridad para entender
los efectos de la obesidad sobre el desarrollo y maduracién de la placenta, asi como
también las caracteristicas histomorfologicas de la placenta a término.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Obesidad

Actualmente la obesidad y el sobrepeso, son considerados un problema de Salud
Publica convirtiéendose en una epidemia mundial y en la principal causa de las
comorbilidades, como la diabetes tipo Il, enfermedades cardiovasculares, varios
tipos de cancer y otros problemas de salud que pueden conducir a una mayor
morbilidad y mortalidad (30). La obesidad ha sido definida como la acumulacién
excesiva que corresponde segun la estatura, el sexo y la edad de la persona. Es
asi que, para el afio 2000 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) le dio estatus
de epidemia global, con mayor prevalencia en la poblacion adulta (31). La obesidad
se ha incrementado dramaticamente en las Ultimas décadas, especialmente en el
mundo occidental y en paises desarrollados, afectando a un mayor numero de
mujeres que hombres (32).

Con base en el indice de masa corporal (IMC), se establecié la siguiente
categorizacion, peso normal: 18.5-24.9 kg/m2, sobrepeso 25-29.9 kg/m2, obesidad
tipo | entre 30—-34.9 kg/m2, obesidad tipo II: 35-39.9 kg/m2, y obesidad tipo IlI: 40
kg/m2 o0 més (32).

5.1.1 Epidemiologia

Segun la OMS, la prevalencia de la obesidad se ha triplicado entre 1975y 2016, en
el 2016, la OMS reporté 1900 millones de personas adultas mayores de 18 afios
con exceso de peso, dentro de esta poblacion 650 millones padecian de obesidad
(1). En Latinoamérica, 130 millones de personas (un cuarto de la poblacion) estan
afectadas por sobrepeso u obesidad, lo que genera una pesada carga para los
sistemas de salud (8). Segun datos recogidos entre los afios 2005 y 2013 por las
encuestas demogréficas y de salud urbana, revelan que en paises del Caribe y
Latinoamérica, mas del 50 % de las mujeres en edad reproductiva padecen de
obesidad (2).

En Colombia, segun datos recogidos en la Encuesta Nacional de la Situacion
Nutricional (ENSIN, 2010), el 34.6% de las gestantes presentaron exceso de peso
para la edad gestacional (10). Un estudio realizado en Cali sobre mortalidad fetal
temprana, entre septiembre de 2014 y enero de 2015, analizé 35 % de los casos
presentados en el periodo, encontrando que el 18% de las mujeres gestantes
presentaron sobrepeso y 16.4 % presentaron obesidad (IMC = 30 kg/m2) (11).
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5.1.2 Obesidad y gestacion

La obesidad y el sobrepeso previo al embarazo, asi como la ganancia excesiva de
peso durante la gestacion son factores negativos que implican complicaciones para
la embarazada, su feto y neonato (33). Por lo cual las pacientes gestantes con
obesidad son catalogadas como embarazo de alto riesgo.

La prevalencia de la obesidad materna ha aumentado rapidamente en las ultimas
dos décadas. En Estados Unidos, alrededor del 64% de las mujeres en edad
reproductiva tienen sobrepeso y el 35% son obesas, siendo este patron similar en
Europa. Existiendo, un vinculo adverso entre el ambiente intrauterino y el normal
desarrollo del embrién. A partir de modelos animales y estudios en humanos se ha
sugerido que la obesidad materna es capaz de establecer una marca metabdlica
durante el desarrollo fetal la que a largo plazo sera reflejada en enfermedades en la
descendencia (6).

La obesidad materna es un factor de riesgo para la ocurrencia de aborto
espontaneo, tanto para la concepcion natural y como concepciones logradas
mediante técnicas de reproduccidon asistida. Asi como aumenta al doble, en
comparacién con la poblacion normopeso, el riesgo de muerte fetal intrauterina sin
causas aparentes. Se han propuesto varios mecanismos para esta relacion,
incluyendo el aumento de riesgo de los trastornos hipertensivos, diabetes
gestacional y preeclampsia que estan asociados con la obesidad materna durante
el embarazo (34).

El ambiente hormonal y bioquimico alterado durante el desarrollo embrio-fetal,
influye negativamente en el desarrollo de los diferentes 6rganos, por lo que hijos de
madres obesas estan sujetos a un mayor riesgo de muerte fetal, patrones de
crecimiento alterado y anomalias congénitas, presentandose los principales
defectos a nivel del corazén, del tubo neural y estructuras orofaciales (14,16,17). Es
importante destacar que el impacto de la obesidad materna se extiende mas alla de
la vida intrauterina y neonatal, pues puede generar complicaciones a largo plazo en
el individuo adulto como obesidad, diabetes, hipertension, sindrome metabdlico y
una variedad de enfermedades cardiovasculares entre las que se cuenta accidente
vascular cerebral, infarto, insuficiencia cardiaca congestiva, angina de pecho y
miocardiopatias (5,35).

5.2 Placenta

La placenta constituye la interfase entre la madre y el feto, sus funciones principales
son, proteccion del feto en crecimiento, intercambio de nutrientes y desechos, y la
produccion de hormonas que controlan tanto el metabolismo materno como el
crecimiento fetal. Por este motivo, una adecuada funcion placentaria representa un
punto clave para un embarazo exitoso. En este contexto, las propiedades
intrinsecas de la placenta, el tamafio, la ultraestructura, la superficie de intercambio,
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el grado de vascularizacién, la sintesis de hormonas y la abundancia de
transportadores especificos; asi como las extrinsecas, nutricion materna y flujo
sanguineo uterino, son determinantes en su funcion (4,36,37).

5.2.1 Formacion de la placenta

La formacidén de la placenta inicia tempranamente, desde la implantacion en el
endometrio materno, continuando su expansion a medida que avanza la gestacion;
desde este origen, se define su conformacién con aporte materno, la decidua basal
y derivados del blastocisto, el componente fetal.

5.2.1.1 Placentacion en humanos

En humanos, el desarrollo placentario ocurre en dos periodos, a) Periodo pre-
vellositario y b) Periodo vellositario. El periodo pre-vellositario inicia con la
implantacion del blastocisto en el endometrio materno al dia sexto de gestacion y
termina el dia 13 de vida intrauterina. Este periodo se caracteriza por la
diferenciacion del trofoblasto (derivado de masa celular externa) en
sinciciotrofoblasto y citotrofoblasto; la formacion de lagunas o espacios en el
estroma endometrial y la conformacién de la circulacion Utero-placentaria primitiva
ya que los capilares maternos son erosionados por la actividad sincicial y la sangre
materna fluye hacia las lagunas sinciciales. En esta etapa se realiza la
decidualizacion del estroma endometrial (7,38,39)

El periodo vellositario, se caracteriza por la formacion de las estructuras que
contendran los elementos histologicos basicos para permitir el intercambio entre
sangre fetal y sangre materna, las vellosidades, clasificadas en primarias,
secundarias o terciarias segun el desarrollo interno que tengan; asi, una vellosidad
terciaria tendré citotrofoblasto, sinciciotrofoblasto, mesénquima y vasos coriénicos
al finalizar la tercera semana de gestacion. Este tipo de vellosidad conforma la
mayor parte de las vellosidades placentarias hasta el término de la gestacion
(7,38,40).

Concomitante con el desarrollo vellositario debe cursar la vasculogénesis y
angiogénesis tanto del mesodermo extraembrionario como del embrién, de tal
manera que una vez desarrollados vasos alantoideos, éstos alcanzan la placa
corionica y se fusionan con los vasos corionicos. La circulacion feto-placentaria
primitiva se establece a principios de la quinta semana con la fusion de suficientes
segmentos capilares entre si, para formar un lecho capilar (38).

A medida que avanza la gestacion, las vellosidades terciarias sufren cambios de
tipo estructural y funcional, dando origen a varios tipos vellositarios funcionales. Las
vellosidades que se unen a la cubierta citotrofoblastica se denominan vellosidades
de anclaje, de la ramificaciébn del arbol vellositario se originan lateralmente

22



vellosidades intermedias y vellosidades terminales o libres. Estas ultimas quedan
flotando en el espacio intervelloso en contacto directo con la sangre materna
(plasma en etapas tempranas) (7,38,40).

Durante el desarrollo placentario es muy importante considerar el proceso de
remodelacion que sufren las arteriolas espirales por cuenta del trofoblasto de las
columnas citotrofoblasticas que migran entre la octava y décima semana de
gestacion hacia el tejido intersticial del endometrio y se ubican alrededor de la
arteriolas espirales, reemplazan tanto la pared muscular como las células
endoteliales de la tunica intima, de esta manera se obtiene un vaso amplio, rigido y
no contractil, que permite el transporte de grandes cantidades de sangre a bajas
presiones (41). Estos vasos permanecen con un tapén de células trofoblasticas, que
sirven de filtros entre la octava y décima semana de gestacion, por lo cual el espacio
intervelloso placentario esté inicialmente bafiado por filtrado de la sangre materna
(plasma) con baja tension de oxigeno (42).

Entre las semanas 10 y 12 se establece una circulacién feto-placentaria parcial y
las vellosidades placentarias son expuestas a la sangre materna. Entre las semanas
16y 18, el trofoblasto extravelloso invade los segmentos miometriales de las arterias
espirales, completandose asi la remodelacion de los vasos uterinos. La circulacién
feto-placentaria definitiva se establece entre las semanas 20 y 22 de gestacion
(43,44).

5.2.1.2. Placentacion en murinos

El proceso de la formacion placenta de rata inicia al igual que en humanos con la
implantacion; la diferenciacion del trofoblasto ocurre en el estadio (E) 7.5 y la
remodelacion de las arterias espirales inicia en el E12.0 (45—49).

El componente fetal o trofoblastico de la placenta de rata, esta constituido por dos
componentes: 1) zona de unién de la placenta y 2) zona del laberinto. La primera
zona a su vez, se observa compuesta por: espongiotrofoblastos, células
glucogénicas, células trofoblasticas gigantes. En cuanto a la zona del laberinto, esta
formada por células trofoblasticas del corion y vasos sanguineos; su proceso de
formacion ocurre entre los dias E8.5y E11.5 (50,51).

El componente materno de la placenta, la decidua, se forma por el cambio fenotipico
de las células estromales endometriales como respuesta a la estimulacion dada por
la aposicion del blastocisto. Las células que rodean al blastocisto implantado,
conforman la zona de decidualizacion primaria hacia el dia E7.0; las células mas
alejadas forman la segunda zona de decidualizacion. A medida que el embrién va
creciendo, la zona de decidualizacion primaria se adosa a la secundaria y degenera.
La zona de decidualizacién secundaria, forma la decidua capsular, parietal y la
basal. La decidua basal es importante para el proceso de angiogénesis y
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establecimiento de la conexién madre — feto (52). Las células deciduales cumplen
con la funcibn de alimentacion histiocitica del embrién durante el desarrollo
temprano y controlan la invasion trofoblastica, en estadios avanzados.

La placenta de la rata completa su desarrollo el dia E12.0, queda conformada por
tres (3) zonas, 1) zona del laberinto, 2) zona basal (zona de unién) y 3) decidua
basal (Fig. 1). La zona del laberinto corresponde a vellosidades placentarias muy
ramificadas; tres capas de trofoblasto separan los capilares fetales de la sangre
materna, la primera capa, tapiza los espacios maternos y se compone de células
trofoblasticas gigantes sinusoidales (citotrofoblasto), las segunda y tercera capas,
corresponden a sinciciotrofoblasto. Los espacios maternos del laberinto se
comunican con el canal arterial materno, estructura que atraviesa la zona de union
y permite el transporte de sangre desde los vasos maternos ubicados en la decidua
basal o zona mesometrial, hacia los espacios maternos (52) (Fig. 2).

El establecimiento de la circulacion efectiva entre madre y feto, depende de la
remodelacion de los vasos maternos, lo cual permite obtener grandes cantidades
de sangre oxigenada a bajas presiones. La primera invasion de las arterias espirales
ocurre al E12.0 y se reemplazan las células endoteliales, por células trofoblasticas
gigantes arteriales. La segunda invasion trofoblastica ocurre al dia E18.5 y consiste
en la invasion intersticial de la decidua, reemplazo musculo liso de las arterias por
fibrina, e invasion endovascular a nivel profundo, hasta alcanzar las arterias de la
segunda capa del miometrio (29).

La placenta, a partir del dia E12.0, continta creciendo a expensas de la proliferacion
del trofoblasto, las vellosidades se ramifican, aumenta la densidad de capilares
fetales por vellosidad y disminuye el grosor de la barrera placentaria, lo que conduce
a la maduracién placentaria (29).

e e LY

Figura 1: Estructura placentaria murina.

a. A la izquierda, se muestra una placenta en vista lateral y a la derecha de la imagen, se
observa una placenta desde la cara fetal. b. Zonas y estructuras placentarias. MG: Zona
mesometrial; De: Decidua; BZ: Zona de unién; LZ: Zona de laberinto; YS: Saco vitelino.
Tomada de Furukawa y Cols. 2014.
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Figura 2: Circulacién de la sangre materna en la placenta murina.

JZ: Zona de union; SpA: Arterias espirales; SpA-TGC: Células trofoblasticas asociadas a
arterias espirales; C: Canal arterial; C-TGC: Celulas trofoblasticas asociadas al canal arterial;
S-TGC: Células trofoblasticas sinusoidales; Ch: Canales venosos; Ch-TGH: Células
trofoblasticas asociadas a canales venosos; P: Espacios venosos parietales; P-TGC: Células
trofoblasticas gigantes parietales. Tomada de Rai, Ay Cross, J 2014 (53).

5.2.2 Comparativo entre la placenta humanay murina

El uso de biomodelos murinos es comun en estudios de placentacion, puesto que,
por condiciones éticas, estudiar la placenta durante la gestacion por métodos
invasivos no es viable. Ademas, el uso de biomodelos permite obtener el estado de
obesidad en un ambiente controlado y facilita el andlisis de sus efectos sobre el
organo placentario.

El periodo de gestacion de la rata es de 22 a 23 dias; tienen en promedio 12 crias.
Tiene un Utero bicorneo conformado por dos cuernos laterales, unidos en la regién
distal formando un cuerpo unico (54). Las implantaciones en estos biomodelos se
distribuyen en los cuernos laterales. Cada implantacion desarrolla su propia
placenta, de forma discoidea.

La rata constituye un adecuado biomodelo para estudiar la formacion y maduracion
de la placenta, debido a la similitud que existe entre la estructura placentaria de la
zona de intercambio, entre murinos y humanos permitiendo realizar extrapolaciones
(29).
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La barrera placentaria en humanos y murinos es de tipo hemocorial, solo
componentes fetales separan la sangre materna de la sangre fetal. La barrera
placentaria en humanos esta formada por una capa continua de sinciciotrofoblasto
que cubre la superficie de las vellosidades, una capa de citotrofoblasto discontinua,
la membrana basal y el endotelio fetal. La barrera placentaria en los murinos, se
compone por el endotelio fetal, la membrana basal, dos (2) capas de
sinciciotrofoblasto (comunicadas entre por uniones tipo gap) y una capa de
citotrofoblasto con fenestraciones (células trofoblasticas gigantes sinusoidales) (Fig.
3).

La remodelacidon de las arterias espirales ocurre de forma similar en humanos y
ratas; la remodelacion es profunda, endovascular e intersticial, con el reemplazo del
endotelio y masculo liso por células trofoblasticas (Fig. 4). En ambas especies, la
funcion placentaria, definida como la habilidad de la placenta para intercambiar
nutrientes y desechos entre madre y feto, depende del flujo sanguineo materno y
fetal, de las caracteristicas fisicas de la barrera placentaria, area de superficie y
grosor, asi como de la funcionalidad de los sistemas de transporte (aminoacidos,
glucosa, etc).

Humanos Murinos

Figura 3: Componentes de la barrera placentaria

A. Barrera placentaria en humanos. B. Barrera placentaria en murinos.FV: Vaso fetal; FB:
Sangre fetal; BM: membrana basal; Sy: Sinciciotrofoblasto; Cy: Citotrofoblasto; MB: Sangre
materna. Tomada de Furukawa y Cols. 2014
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Figura 4: Invasién de las arterias espirales en humanos y murinos.
Tomada de Soaresy Cols. 2012

5.3 Placenta y obesidad

La placenta es un 6rgano que brinda informacion relevante sobre el estado de la
gestacién; sin embargo por muchos afios fue considerado un 6rgano olvidado y la
mayoria de los estudio se enfocaban principalmente en la determinacion de
alteraciones en la estructura placentaria asociadas a enfermedades infecciosas,
causadas por bacterias, parasitos y virus, o diabetes mellitus gestacional.

En los ultimos afios el estudio de la placenta ha tomado interés, debido al aumento
de las complicaciones gestacionales, relacionadas con el estado nutricional
materno. A continuacion se resumen los hallazgos histopatolégicos asociados con
obesidad, reportados en varios estudios retrospectivos realizados en placentas
humanas; también se presentan estudios realizados en modelos murinos con
obesidad inducida por dieta.

Roberts y cols. en 2011, revisaron 40 placentas provenientes de mujeres obesas y

normopeso; encontraron como principal resultado aumento de la musculatura de los

vasos en las placentas de madres obesas (55); en 2012, Bar y cols. en un estudio

retrospectivo entre los afios 2010 y 2011, analizaron 28 placentas de mujeres
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normopeso y 28 placentas de mujeres obesas; del grupo de las obesas, ocho (8)
presentaron pre-eclampsia, cuatro (4) diabetes gestacional y una (1) restriccion del
crecimiento intrauterino, ademas, este grupo presentd mayor tasa de lesiones
inflamatorias maternas que el grupo de control de peso normal. En la comparacion
de hallazgos histopatologicos entre las placentas de mujeres con complicaciones y
sin complicaciones, no encontraron diferencias significativas (56).

Castejon y Josmar en 2013, reportaron el estudio histopatologico de la estructura
vellositaria de dos placentas a término, provenientes de madres obesas e
hipertensas asociadas a mortinato y encontraron abundantes vellosidades
intermedias inmaduras, vellosidades fibroticas, vellosidades intermedias maduras
poco desarrolladas, vellosidades terminales filiformes, depésito fibrinoide, escasa
arborizacion, alteraciones en desarrollo de los vasos tales como: hiperplasia de la
tunica media, vasodilatacion, hipercapilarizacion, corangiosis (57).

Saben y cols. en 2014 revisaron en 24 placentas provenientes de dos grupos, uno
de normopeso y uno obeso reportaron la presencia de lipidos en ambos grupos, con
un incremento de un 50% de ellos en placentas provenientes de madres obesas;
estos lipidos se encontraron tanto en el estroma como en el sinciciotrofoblasto de
las vellosidades (58).

En el aflo 2014 se reporté un estudio retrospectivo histopatologico de 39774
participantes colectadas entre los afios 1959 y 1966 que fueron categorizadas en
grupos: bajo peso, peso normal, sobrepeso y obesidad. Este estudio report6 que el
grupo de gestantes con obesidad, presentd mayor riesgo de insuficiencia
placentaria, lesiones vasculares y vellosas de origen materno, infiltracion
neutrofilica fetal, meconio en las membranas fetales e inmadurez placentaria (59).

Loardi y cols. en 2015 realizaron estudios histoquimicos e inmunohistoquimicos en
20 placentas, 10 de madres normopeso y 10 provenientes de mujeres obesas, con
gestacion a término. En las placentas provenientes de madres obesas se
encontraron predominio de vellosidades inmaduras, de gran diametro, respuesta
inflamatoria (villitis, intervillitis, deciduitis) y lesiones vasculares tipo trombosis,
depdsitos de fibrina, enfermedad fetal oclusiva, aumento de vasos vellositarios (60).

Kovo y cols. entre el 2007 y 2013, analizaron 124 placentas provenientes de madres
normo peso y 62 de madres obesas, en las placentas del grupo obeso se observo
una mayor tasa de lesiones vasculares placentarias maternas (61). He y cols. en el
2016 estudiaron 45 placentas de mujeres nomopeso y 47 placentas de mujeres
obesas, ellos reportaron que las placentas provenientes de madres obesas fueron
mas pesadas y presentaron trombos intervellosos, corioamnionitis y vasculitis de
vasos fetales (62).

Ledn-Garcia y cols. en 2016 estudiaron 192 placentas de madres normopeso y 231
de madres obesas; la obesidad se asoci6 con crecimiento excesivo de la placenta
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e hipoxia fetal evidenciada por normoblastemia, también se presentd mayor
incidencia de villitis crénica y trombosis fetal (63). Bar y cols. en 2017 estudiaron
163 placentas provenientes de mujeres normopeso y 106 de mujeres obesas; ellos
concluyeron que la obesidad se asocia con mayor tasa de anomalias del suministro
vascular placentario y tiene un efecto mas adverso en la circulacion vascular fetal
gue en el suministro vascular materno (64)

También se han realizado investigaciones de los efectos de la obesidad sobre el
organo placentario, empleando biomodelos murinos con obesidad inducida por
dieta, sin embargo, los resultados de los diferentes investigadores, arrojan
informacion contradictoria, relacionada con la histomorfometria de la placenta; Mark
y cols. 2011, Karakas y cols. 2011, Hayes y cols. 2012, Rosario y cols. 2015, Lager
y cols. 2016, Panchenko y cols 2016 y Song y cols. 2017, no encontraron
diferencias significativas al comparar el peso placentario del grupo control y del
grupo obeso (20,21,25,26,65-67). Akyol y cols. 2009, Reynolds y cols. 2015, Crew
y cols. 2016 y Mumme y cols. 2016, reportaron disminucion del peso placentario en
el grupo obeso, comparado con el grupo control (19,23,24,68); mientras que Kimy
cols. 2014 y Sasson y cols. 2015, reportaron aumento del peso placentario en el
grupo obeso (22,69).

En los estudios de Hayes y cols. 2012 y Song y cols. 2017, no se afect6 el grosor
placentario central. Karakas y cols. 2011, Reynolds y cols. 2015y Sasson y cols.
2015, evaluaron el grosor de la zona del laberinto, no encontrando diferencias entre
los grupos analizados; sin embargo, Kim y cols. 2014 y Song y cols. 2017,
reportaron disminucién de esta variable, en el grupo obeso (21-23,65,67,69). Mark
y cols. 2011, no encontraron diferencias significativas en el area de la zona del
laberinto del grupo obeso comparado con el grupo control, mientras que Crew y
cols. 2016, reportaron disminucién del area de la zona del laberinto en el grupo
obeso (20,24).

Hayes y Cols. en el 2012, reportaron, que la obesidad materna se relacioné con el
aumento del area placentaria, del area de la zona del laberinto y de la densidad de
vasos fetales a la mitad de la gestacion, sin embargo, al final de la gestacion, la
densidad de vasos fetales no varié en comparacién con el grupo normo-peso (21).

Aunqgue los estudios de los efectos de la obesidad sobre la estructura placentaria,
tanto en humanos como en modelos murinos, son poco concluyentes, estos
antecedentes muestran un dafio histomorfolégico placentario asociado con la
obesidad y esta lesion estructural de la placenta puede ser relacionada con
alteraciones en la funcionalidad del 6rgano.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La obesidad promueve cambios histo-morfologicos en la placenta de 16.5 dias de
gestacion proveniente de ratas con obesidad pre-gestacional?
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7. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar morfolégicamente la placenta de 16.5 dias de gestacion proveniente
de ratas con obesidad pre-gestacional adquirida por dieta de cafeteria.

Objetivos especificos

e Caracterizar macroscopicamente la placenta de ratas obesas y controles

e Caracterizar histo-morfolégicamente las zonas de la placenta de ratas
obesas y controles

e Cuantificar la densidad de vasos fetales en el laberinto placentario de ratas
obesas y controles
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8. DISENO METODOLOGICO

8.1 Tipo de estudio
Estudio experimental

8.2 Unidad de analisis

Las muestras analizadas fueron 27 placentas, seleccionadas a partir del total,
correspondiente a 68 placentas de rata Wistar de 16.5 dias de gestacion, obtenidas
durante el desarrollo del proyecto “Efectos de la obesidad materna sobre el
desarrollo cardiaco fetal”. En el cual se establecieron dos grupos experimentales
alimentados con dietas diferenciadas; el grupo control fue alimentado con dieta
estandar (Lab Diet 5001) y el grupo obeso fue alimentado con dieta estandar mas
dieta de cafeteria tipo snack.

8.3 Consideraciones éticas

Este proyecto se origind y se enmarca dentro del proyecto “Consecuencias de la
obesidad materna sobre el desarrollo fetal” (acta de aval N° 01-2012). Para el
desarrollo del estudio, fueron utlizados biomodelos suministrados por el
“Laboratorio Intermedio de Investigacion Preclinica y Bioterio — LABBIO” de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle, el cual cumple con los requerimientos
establecidos en las normas nacionales e internacionales; “Guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio” del Institute of Laboratory Animal Resources,
Commission on Life Sciences National Research Council, Ley 84 de 1989 y el
reglamento del bioterio, que son recogidas en el manual del Bioterio de la Facultad
de Salud (Resolucion No. 171 de Noviembre 10 de 2004 del Consejo de la Facultad
de Salud)(70)

Para todos los procedimientos, los biomodelos fueron llevados a sedacién profunda.
Este procedimiento se realizé administrando al biomodelo anestesia inhalatoria con
Isofluorano al 100% (Isoflurano USP® - Baxter), mediante vaporizador, a
concentracion alveolar media de 1.5% como dosis de induccién y 1.0% como dosis
de mantenimiento. Posteriormente, los biomodelos fueron sacrificados mediante
sobredosis de isoflurano, a concentracion alveolar media mayor a 5%, el animal se
mantuvo bajo observacion cinco minutos, tiempo durante el cual se verifico el cese
de la respiracion, la ausencia de latidos cardiacos, la presentacion de cornea opaca,
relajacion de esfinteres y ausencia de reflejos plantares (71).

El proyecto ademas cuenta con el aval especifico, otorgado por el Comité Institucional
de Revision de Etica con Animales de Experimentacion: acta de aval N° 001-017 (Fig.5).
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Comité Institucional de Revisién de Etica con Animales en Experimentacion

Universidad

Facultad de Salud del Valle

ACTA DE AVAL A PRACTICA DEL AREA BIOMEDICA N° 001 - 017

Proyecto: “CARACTER!ST"ICAS MORFOLOGICAS DE PLACENTA DE 16.5 DIAS
DE GESTACION PROVENIENTE DE RATAS CON OBESIDAD
PREGESTACIONAL”

Linea

biomédica:

Sometido por: . . . -
Carolina Pustovrh, Liliana Salazar, Yhoiss Munoz

Cadigo Interno: Fechaenquefuesometido:| 10 | ‘ 05 | ‘ 2017 ‘

Fecha Certificacion CEAS: [ 31 | | 05 | | 2017 |

Figura 5: Acta de aval del Comité Institucional de Revision de Etica con Animales de
Experimentacion.

8.4 Protocolo de trabajo

A continuacién se realiza un breve resumen de la generacion del biomodelo de
obesidad y la obtencion de las muestras. Posteriormente, se presenta la
metodologia detallada para la resolucion de cada objetivo especifico y los resultados
del trabajo de investigacion como tal.

8.4.1 Biomodelo de obesidad

En la generacion del biomodelo de obesidad, se usaron ocho ratas Wistar hembras
de dos meses de edad, divididas en dos grupos experimentales: 1) grupo control
(n=4), el cual fue alimentado con dieta estandar (DE), dieta comercial LAB DIET
5001 (Lab Chow Rodentia Purina). Composicién nutricional: proteina cruda minimo
23,0%; grasa cruda minimo 4,5%; fibra cruda maximo 6,0%; cenizas maximo 8,0%,
minerales agregados maximo 3,0%. 2) Grupo obeso (n=4), el cual fue alimentado
con dieta estandar (DE) comercial Lab Diet 5001, complementada con una dieta
hipercaldrica altamente palatable denominada dieta de cafeteria con incentivo (DC),
compuesta por 17 alimentos diferentes debidamente codificados y contenido
nutricional establecido (Tabla 1).
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Tabla 1. Alimentos suministrados a los biomodelos maternos durante la dieta de cafeteria

Cabdigo Asignado Alimento K calorias
1 Cereal horneado de maiz con queso 50
2 Queso doble crema 300
3 Tocineta 70
4 Panecillos crocantes de harina de trigo 120
5 Papas fritas 547,2
6 Panecillos de mantequilla 380
7 Galletas dulces rellenas 200
8 Chocolatina 200
9 Pastel de vainilla bafiado en chocolate 300
10 Rosquillas 65
11 Pellet - Estandar LAB DIET 5001 100
12 Cereales dulces saborizados 391,1
13 Maiz inflado sabor a queso 220
14 Galletas saladas 180
15 Brownie 100
16 Galletas Trigo Maiz 419
17 Maiz inflado bafiado en caramelo 240
18 Salchicha 130

Tomado de Tejada ME. Efectos de la obesidad materna sobre el patron de apoptosis en la
cardiogénesis tardia de la rata Wistar. Universidad del Valle; 2016.

Durante un periodo de seis semanas el alimento y el agua fue administrado en
exceso a ambos grupos. La ingesta de alimento fue monitoreada diariamente. El
peso, talla y circunferencia abdominal se evaluaron semanalmente.

Al finalizar la sexta semana de alimentacién los animales del grupo obeso
superaban el 20% de incremento comparado con el peso inicial; los parametros
bioquimicos correspondientes a glicemia, colesterol total y triglicéridos
permanecieron dentro los valores normales.

En este momento, se dio inicio al seguimiento del ciclo estral y apareamiento de
biomodelos.

La evaluacion diaria del ciclo estral se realiz6 mediante citologias vaginales, las
cuales se visualizaron en fresco con el fin de determinar la fase de proestro (etapa
previa al celo). Las hembras en proestro fueron trasladadas al area de apareamiento
y depositadas en la jaula con un macho adulto. Al dia siguiente, en horas de la
mafiana (7-9 AM), se confirm6 la prefiez por medio de la presencia de
espermatozoides en el extendido vaginal. A este dia se le denominé: 0,5 de prefiez,
y se contabilizaron 16 dias mas para obtener biomodelos prefiados con 16.5 dias
de gestacion (dg).
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8.4.2 Obtencion de las muestras

Finalizado el tiempo de gestacién (16,5 dg), se procedio a la interrupcion de la
prefiez de los biomodelos para la obtencion de las placentas y los embriones; para
ello se siguid el protocolo de diseccion de biomodelos maternos, realizdndose
anestesia inhalatoria con isoflurano, hasta sedacion profunda. Posteriormente, se
realizo la evaluacion de la pérdida de la sensibilidad del biomodelo monitoreando la
ausencia de reflejos plantares de la extremidad inferior. Inmediatamente se procedio
a la diseccién del utero y las implantaciones bajo estereomicroscopio (Meiji RZT
techno) con camara fotografica acoplada al programa de andlisis de imagenes
Infinity. La ubicacién de las implantaciones fue registrada numerando en cada
cuerno desde las placentas mas proximas al cuello uterino hasta las adyacentes al
ovario (Anexo 1).

Se obtuvo un total de 68 placentas, 41 placentas del grupo control (GC) preveniente
de cuatro hembras gestantes y 27 placentas del grupo obeso (GO) prevenientes de
tres hembras gestantes, una hembra de este grupo presenté detencion del ciclo
estral y no consiguié la prefiez; segun criterios de inclusion y exclusion fueron
seleccionadas 16 placentas provenientes del grupo control y 11 placentas del grupo
obeso, y se procedi6 a resolver los tres objetivos especificos propuestos.

A continuacién se presentan los métodos usados y los resultados obtenidos por
cada objetivo especifico, con el fin de darle respuesta al objetivo general del trabajo
de investigacion, correspondiente a “caracterizar morfolégicamente la placenta de
16.5 dias de gestacién proveniente de ratas con obesidad pre-gestacional adquirida
por dieta de cafeteria’. La informacién se presenta en el siguiente orden: 1)
Evaluacion de las dimensiones macroscopicas de la placenta; 2) Descripcion
histologica de la placenta y evaluacion de las dimensiones microscopicas
placentarias y 3) Recuento del nimero de capilares coriénicos presentes en el
laberinto placentario.
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9. METODOS Y RESULTADOS

Como se indic6 previamente, la informacion relacionada con los métodos utilizados
y los resultados obtenidos se presentan por cada objetivo especifico, en el siguiente
orden: 1) Evaluacion de las dimensiones macroscopicas de la placenta; 1)
Descripcidn histolégica de la placenta y evaluacion de las dimensiones
microscopicas placentarias y Ill) Recuento del nUmero de capilares corionicos
presentes en el laberinto placentario.

|. EVALUACION DE LAS DIMENSIONES MACROSCOPICAS DE LA
PLACENTA

1. Unidad de anélisis
Las variables fueron evaluadas en 27 placentas que correspondieron 16 del grupo
control y 11 del grupo obeso; y fueron seleccionadas de acuerdo a los criterios de
inclusion y exclusion que se describen a continuacion.

2. Criterio de inclusién
Se analizaron las placentas ubicadas en las posiciones centrales de los cuernos
uterinos como se representa en el esquema (Fig.6).

3. Criterio de exclusidon
Se excluyeron las placentas con dafios macroscopicos a causa de la diseccion.

Cuerno derecho Cuerno izquierdo

v ! }
4 : 4

Implantacion

Figura 6: Ubicacion de placentas en el Gtero.
Modificado a partir de, Treuting P, Dintzis S. Comparative anatomy and histology. Oxford:
Academic; 2012.
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4. Protocolo de trabajo

Las placentas fueron recibidas en alcohol al 70%, con una fijacién previa en
paraformadehido al 4 % por 12 horas y acompafiadas de un esquema que contenia
la ubicacién de cada placenta en los cuernos uterinos y el peso placentario.
Posteriormente se inspecciond cada una de las placentas y se procedio a realizar
las medidas macroscoépicas morfométricas por triplicado (Anexo 2).

4.1 Variables
Las variables analizadas fueron: peso, diametro mayor, diametro menor y grosor
placentario; ademas se calcul6 el area y el volumen placentario (Tabla 2).

Tabla 2. Variables macroscépicas analizadas

Variable Unidades / denominacion Tipo Escala
Peso placenta Gramos (g) Cuantitativa continua Razén
Diametro mayor Milimetros (mm) Cuantitativa continua Razon
Diametro menor Milimetros (mm) Cuantitativa continua Razon
Grosor placentario Milimetros (mm) Cuantitativa continua Razon
Area de superficie Milimetros cuadrados Cuantitativa continua Razon
placentaria de lacara  (mm?)

fetal

Volumen placentario Milimetros cubicos (mm?) Cuantitativa continua Razén

4.1.1 Peso
Los pesos fueron registrados previamente por el proyecto que facilitdé las muestras.
Las placentas se pesaron en balanza digital calibrada, con precision 0,01 g.

4.1.2 Didmetro y area placentaria de la cara fetal

Para las medidas de superficie placentaria de la cara fetal se determiné el area de
una elipse, con la siguiente férmula: DiAmetro menor x diametro mayor x []/4; las
dimensiones del diAmetro mayor y menor se obtuvieron con un calibrador digital con
precision 0.01mm. Para lo cual, las puntas del calibrador se colocaron en el borde
de la placenta y se midi6 los dos ejes que se cortan perpendicularmente en el centro
de la misma (Fig. 7), (72,73).

4.1.3 Grosor del 6rgano placentario
El grosor placentario fue medido tomando como referencia la linea media o sitio de
insercion del cordon, usando un calibrador digital con precision de 0.01mm (Fig. 7).
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4.1.4 Volumen placentario
Esta variable se calcul6 usando el grosor central en la siguiente formula: []r2 x
grosor (Fig. 7).

Ejes de medida Diametro mayor Diametro menor Grosor placentario

¥ .-.);".‘t!'".' F
LR =
L I, %

Eje mayor
—— Ejemenor

Figura 7: Mediciones macroscopicas de la placenta de 16.5 dg usando calibrador digital.

4.2 Prueba intra e interobservador

Para estandarizar el proceso de medicion de variables macroscoépicas, se hizo una
prueba intraobservador y una interobservador.

Para la prueba intraobservador, el investigador realiz6 mediciones por triplicado de
las variables a analizar de todas las placentas escogidas para el analisis
macroscopico.

Para la prueba interobservador, el par evaluador midié por triplicado las mismas
variables en ocho placentas por cada grupo experimental y se hizo el respectivo
analisis usando la herramienta de indice de correlacion intraclase del paquete
estadistico SPSS 22.

4.2.1 Prueba intraobservador

Las variables macroscopica de diametro mayor, diametro menor y grosor central
mostraron un grado de acuerdo casi perfecto, entre las tres repeticiones realizadas
por variable, segun los rangos establecidos por Landis y Koch (tabla 3),(74).

Tabla 3. Prueba intraobservador de las variables macroscépicas

Variable indice de correlacién intraclase Grado de acuerdo
Diametro mayor 0.979 Casi perfecto
Diametro mayor 0.985 Casi perfecto
Grosor placentario  0.976 Casi perfecto
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Valor Grado de acuerdo

0 Pobre
. 0.01-0.20 Leve
Rangos de Landis 0.21-0.40 Regular
y Koch (74) 0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Substancial
0.81-1.00 Casi perfecto

4.2.2 Prueba interobservador

Las variables macroscépica de diametro mayor, diametro menor y grosor central
mostraron un grado de acuerdo substancial, entre las mediciones del investigador y
el par evaluador, segun los rangos establecidos por Landis y Koch (tabla 4),(74).

Tabla 4. Prueba interobservador de las variables macroscoépicas

Variable indice de correlacién Grado de acuerdo
intraclase

Diametro mayor 0.733 Substancial

Diametro mayor 0.632 Substancial

Grosor placentario 0.767 Substancial

4.3 Andlisis estadistico

Se uso el paquete estadistico SPSS22 para evaluar el comportamiento de las
variables en cuanto a su distribucién con la prueba Shapiro Wilks, verificandose el
comportamiento normal de todas las variables analizadas. Las variables fueron
comparadas entre los grupos, usando el test paramétrico para comparacion de
medias, t-Student.

Los datos se presentan para cada grupo (grupo control, GC y grupo obeso, GO)
como la media + el error estandar (EE); las variables analizadas que mostraron
diferencias significativas se acompafian del valor P y las “no significativas”, se
acompana de “ns’”.

5. Resultados

La placenta de rata con 16.5 dg tiene forma discoidea, el area de superficie de la
cara fetal tiene forma elipsoidal y se conecta con el feto en desarrollo a través del
cordon umbilical. La cara materna es irregular y conserva restos de miometrio
materno. El analisis de las variables macroscopicas placentarias correspondientes
a peso (GC: 0.3017 £ 0.0094 g; GO: 0.2990 + 0.0130 g; ns), diametro mayor (GC.:
10.92 £ 0.13 mm; GO: 10.74 + 0.22 mm); ns), diametro menor (GC: 9.10 + 0.16 mm;
GO: 9.20 £ 0.18 mm; ns), grosor central (GC: 3.40 £ 0.07 mm; GO: 3.32 + 0.05 mm;
ns), area de superficie placentaria de la cara fetal (GC: 78.20 + 1.99 mm?; GO: 77.56
+ 2.00 mm?; ns) y volumen placentario (GC: 267.1 + 8.8 mm?; GO: 258.1 + 8.4 mm?3;
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ns). Ninguna de las variables macroscépicas analizadas presento diferencias
significativas entre los grupo control y grupo obeso (Fig.8-13).

0.4 7

Peso (g)

Control Obeso

Figura 8: Comparacion del peso placentario entre el grupo control y obeso.
El peso se indica en gramos (g). Los datos se representan como la media + EE; T-test. ns.

159

104

Diametro mayor (mm)

Control Obeso

Figura 9: Comparacion del diametro mayor placentario entre el grupo control y obeso.
El didmetro placentario mayor se indica en milimetros (mm). Los datos se representan como
la media + EE; T-test. ns.
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Didmetro menor (mm)

Control Obeso

Figura 10: Comparacién del diametro menor placentario entre el grupo control y obeso.
El didmetro placentario menor se indica en milimetros (mm). Los datos se representan como
la media + EE; T-test. ns.

Grosor placentario (mm)
N
[

Control Obeso

Figura 11: Comparacion del grosor placentario central entre el grupo control y obeso.
El grosor placentario se indica en milimetros (mm). Los datos se representan como la media
+ EE; T-test. ns.
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Figura 12: Comparacion del area de superficie placentaria de la cara fetal entre el grupo
control y obeso.

El area placentaria se indica en milimetros cuadrados (mm?). Los datos se representan como
la media £ EE; T-test. ns.
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Figura 13: Comparacion del volumen placentario entre el grupo control y obeso.
El volumen placentario se indica en milimetros clibicos (mm?2). Los datos se representan
como la media + EE; T-test. ns.
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ll. CARACTERIZACION HISTO-MORFOLOGICA DE LA PLACENTA DE RATA

1. Unidad de anéalisis

Muestras histoldgicas procesadas para técnica histoquimica de hematoxilina-eosina

2. Criterio de inclusién

Se escogieron para el andlisis histomorfoldgico las muestras que no presentaron
dafios en su estructura debido al procesamiento.

3. Criterio de exclusioén

Se excluyeron del andlisis histomorfologico las muestras que a la revisidon
microscoépica presentaron una inadecuada tincién.

4. Protocolo de trabajo

En el desarrollo del objetivo de esta unidad, se realiz6 el procesamiento de las
placentas para técnica histoquimica de hematoxilina-eosina, se observaron las
muestras con microscopio de luz para realizar la descripcion histolégica,
posteriormente se realizd la captura de imagenes para la reconstruccion de la
muestra histolégica en una sola imagen y asi facilitar la medicién de las variables
microscoépicas propuestas.

4.1 Técnica histoquimica

Las placentas se dividieron en dos partes iguales, siguiendo la linea media (eje
mayor) y atravesando el punto de insercion del cordén umbilical, para tal fin se utilizd
una cuchilla metalica. Cada parte se coloc6 en una canastilla plastica, se rotulé con
un codigo establecido previamente.

Las muestras fueron sometidas a procesamiento histoquimico de rutina, con una
fase de deshidratacion con concentraciones ascendentes de alcohol (70, 80, 95 y
100), la diafanizacion se realizé con xilol, y la infiltracién se hizo con paraplast con
punto de fusion de 58°C (45). El tiempo fue estandarizado para cada paso. El
proceso se llevo a cabo de manera automatizada en el procesador de tejidos (Leica
TP 1020). La inclusidon se realizé en estacion de inclusion (Histocentre 3), cada
placenta se ubicé en un molde metalico y se recubrié con parafina liquida hasta
obtener finalmente un blogque. Mediante microtomo de rotacion (Leica 2245) se
obtuvieron cortes seriados de cuatro micras, se recogieron tres cortes por
portaobjetos y se secaron por 24 horas a 37 °C; posteriormente se realizo la tincion
de hematoxilina-eosina. El portaobjeto fue rotulado adicionando el tipo de tincién al
codigo asignado previamente (Anexo 3).
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4.2 Observacion histolégica de las muestras

La observacion de las muestra se hizo bajo microscopio de luz con camara digital
incorporada (Leica DM750). Las muestras se visualizaron con el objetivo de 4x para
reconocer cada una de las zonas placentarias, luego con el objetivo de 10x, se
observaron las estructuras histoldgicas que conforman cada zona y el objetivo de
40x, se uso para observar los detalles de las células y su organizacion dentro de
cada estructura histologica.

4.3 Capturay reconstruccion de imagenes

Las muestras placentarias fueron fotografiadas con magnificaciones de 4x, 10x y
40x usando el software Leica Aplication Suite (LASV4.7), en el cual se establecieron
parametros de captura necesarios para la obtencién de una imagen de calidad.
Debido a que la captura de la muestra completa en una sola imagen con objetivo de
4x, no fue posible, se us6 la herramienta de reconstruccién “Image Builder (LIB)”
de la aplicacion LASV4.7 (Anexo 4).

4.4 Variables

Una vez capturadas todas las imagenes se procedid a la determinacion de las
variables de area placentaria, area de zona del laberinto, grosor placentario central
y grosor central de la zona del laberinto (Tabla 5). Las mediciones se realizaron
sobre las reconstrucciones de las muestras a 4x, con el programa Image-Pro Plus
7.0, previa calibracion (Anexo 5).

Tabla 5. Variables microscopicas analizadas

Variable Unidades / denominacion Tipo Escala
Area placentaria  Micrémetros cuadrados (um?)  Cuantitativo continua Razén
total
Area de zonade  Micrémetros cuadrados (um?)  Cuantitativo continua Razon
laberinto

Grosor Micrémetros (um) Cuantitativo continua Razén
placentario

Grosor de zona Micrémetros (um) Cuantitativo continua Razon
de laberinto

4.4.1 Grosor placentario central y de la zona del laberinto

Usando la herramienta de medicion de longitudes y distancias de Image-Pro Plus
7.0, se traz0 una linea central perpendicular al punto de insercion del cordon
umbilical, la cual atraveso toda la muestra placentaria, luego se trazaron dos lineas
paralelas a ella, una a cada lado, con una distancia interlineal de aproximadamente
800 micras, esto se hizo para determinar el grosor placentario central. Del mismo
modo, se trazaron las mismas tres lineas, pero con la diferencia de que soélo
abarcaban la zona del laberinto y asi se determing el grosor de esta zona. Las
mediciones se realizaron por triplicado (Fig.14A y 14B.).
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4.4.2 Areaplacentaria total y area de la zona del laberinto

Usando la herramienta de seleccion de area del programa Image-Pro Plus 7.0, se
remarco los bordes externos de la muestra placentaria y se determiné el area total
placentaria, se repitio tres veces la misma medida por muestra. Del mismo modo se
remarco los limites externos de la zona de laberinto y se determiné el area por
triplicado (Fig. 14C vy 14D).

Grosor placentario . Grosor central de lazona del 1%
central B laberinto

R Area placentaria 3 | s :
total Area de la zona del
ﬂ laberinto

Figura 14: Representacion de las medidas microscopicas placentarias

En las imagenes se muestra la forma como se realizaron las mediciones de las variables
microscopicas. A. Grosor placentario central. B. Grosor central de la zona del laberinto. C.
Area placentaria total. D. Area de la zona del laberinto.

4.5 Prueba intra e interobservador

Para estandarizar el proceso de medicion de variables microscopicas, se hizo una
prueba intraobservador y una interobservador. Para la prueba intraobservador el
investigador realizé mediciones por triplicado de las variables, a todas las muestras
seleccionadas para el andlisis microscépico. Para la prueba interobservador el par
evaluador midié por triplicado las mismas variables en tres muestras placentarias
por cada grupo. Posteriormente, se realizé el andlisis usando la herramienta de
indice de correlacion intraclase del paquete estadistico SPSS 22.

4.5.1 Prueba intraobservador
Las variables microscépicas de area placentaria, area de zona del laberinto, grosor
placentario central y grosor central de la zona del laberinto mostraron un grado de
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acuerdo casi perfecto, entre las tres repeticiones realizadas por variable, segun los
rangos establecidos por Landis y Koch (tabla 6),(74).

Tabla 6. Prueba intraobservador de las variables placentarias microscopicas

Variables indice de Grado de
Correlacion acuerdo
Intraclase
Grosor de placenta completa medida derecha 0.997 Casi perfecto
(GCOM1)
Grosor de placenta completa medida central 0.999 Casi perfecto
(GCOM2)
Grosor de placenta completa medida izquierda 0.998 Casi perfecto
(GCOM3)
Grosor de zona de laberinto medida derecha 0.980 Casi perfecto
(GZL1)
Grosor de zona de laberinto medida central 0.995 Casi perfecto
(GZL2)
Grosor de zona de laberinto medida izquierda 0.993 Casi perfecto
(GZL3)
Area de placenta completa 0.999 Casi perfecto
(ACOM)
Area de placenta zona de laberinto 0.997 Casi perfecto
(AZL)

4.5.2 Prueba interobservador

Las variables microscoépica de area placentaria, area de zona del laberinto, grosor
placentario central y grosor central de la zona del laberinto mostraron un grado de
acuerdo casi perfecto, entre las mediciones del investigador y el par evaluador,
segun los rangos establecidos por Landis y Koch (tabla 7),(74).
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Tabla 7. Prueba interobservador de las variables placentarias microscépicas

Variables indice de Grado de
Correlacion acuerdo
Intraclase
Grosor de placenta completa medida derecha 1.000 Casi perfecto
(GCOM1)
Grosor de placenta completa medida central 1.000 Casi perfecto
(GCOM2)
Grosor de placenta completa medida izquierda 1.000 Casi perfecto
(GCOM3)
Grosor de zona de laberinto medida derecha 1.000 Casi perfecto
(GZL1)
Grosor de zona de laberinto medida central 1.000 Casi perfecto
(GZL2)
Grosor de zona de laberinto medida izquierda 0.998 Casi perfecto
(GZL3)
Area de placenta completa 0.999 Casi perfecto
(ACOM)
Area de zona de laberinto 0.999 Casi perfecto
(AZL)

4.6 Andlisis estadistico

Se usO el paquete estadistico SPSS22 para evaluar el comportamiento de las
variables en cuanto a su distribucién con la prueba Shapiro Wilks, verificAndose el
comportamiento normal de todas las variables analizadas. Las variables fueron
comparadas entre los grupos, usando el test paramétrico para comparacién de
medias, t-Student. Los datos se presentan para cada grupo GC y GO como la media
+ el error estandar; las variables analizadas que muestren diferencias significativas
se acompafan del valor P y las que sean “no significativas”, se acompafia de “ns”.

5. Resultados

5.1 Descripcion histoldgica de la placenta de 16.5 dg

Las placentas de 16.5 dg estan constituidas por tres zonas, la zona del laberinto, la
zona de union y la decidua. La zona de laberinto se encuentra hacia la cara fetal y
la zona de unién limita con la decidua ubicada hacia la cara materna (Fig. 15).

La placa coridnica constituye la interfase entre el feto y la placenta, en ella se
insertan y ramifican los vasos del cordon umbilical; también desde esta estructura
se originan vellosidades terciarias que se extienden en direccion a la decidua, las
cuales se ramifican y se interconectan quedando inmersas en lagunas llenas de
sangre materna. La placa coriénica esta constituida por tejido conectivo laxo, en el
cual estan inmersos vasos sanguineos y externamente esta recubierta por un
epitelio cubico simple, que corresponde al epitelio del amnios (Fig. 16).
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En la zona de laberinto se encuentran vellosidades terciarias y lagunas maternas,
las vellosidades terciarias tienen un ndcleo central de tejido conectivo laxo, en el
que se encuentran inmersos los vasos fetales, estos se observan recubiertos por un
epitelio plano simple, llamado endotelio y transportan eritrocitos nucleados de origen
fetal.

Periféricamente, las vellosidades muestran un recubrimiento celular conformado por
dos tipos de caracteristicas histolégicas diferentes: Internamente, se detalla un
cumulo de células con nucleos pequefios, cromatina densa, sin limites
citoplasmaticos visibles, este es el sinciciotrofoblasto, y otro grupo celular de
ubicacion externa, las células citotrofoblasticas, cuyos nucleos se observan
ovalados con la presencia de uno dos nucléolos. Las lagunas maternas se observan
como espacios irregulares, en contacto directo con el epitelio trofoblastico y con
presencia de eritrocitos anucleados. Los componentes del epitelio trofoblastico y del
endotelio, constituyen la barrera placentaria, que en los murinos es de tipo
hemotricorial, en la que hay tres capas de trofoblasto, dos capas de
sinciciotrofoblasto y una capa de citotrofoblasto separando la sangre materna de los
vasos fetales. Gran parte del intercambio materno-fetal ocurre en las zonas de
intercambio intimo del laberinto, caracterizadas por vellosidades con vasos fetales
muy préximos a las lagunas maternas (Fig. 17).

La zona union, se ubica entre la decidua materna y la zona de laberinto. Esta zona
se encarga de canalizar la sangre materna desde la decidua hacia la zona de
laberinto. En esta zona se detallan tres tipos celulares: espongiotrofoblastos, células
glucogénicas y células gigantes trofoblasticas (Fig. 18).

Los espongiotrofoblastos son células poliédricas con citoplasma ligeramente
vacuolado, acidéfilo, nucleo ovalado con presencia de dos a tres nucléolos y se
organizan en forma de columnas irregulares. Esta organizacion permite que la
sangre materna circule desde las arterias espirales hacia las lagunas maternas (Fig.
18y 19).

Las células glucogénicas no presentan tincion citoplasmatica, son de tamafos
variables, tienen nucleos pequefios centrales, cromatina densa y se organizan en
agrupaciones celulares, llamadas islas que estan rodeadas por los
espongiotrofoblastos (Fig. 20). Las células trofoblasticas gigantes, tienen nucleos
grandes ovalados, nucléolos claramente visibles, abundante citoplasma eosindfilo y
se encuentran delimitando la zona de union de la decidua (Fig. 21).

La zona de decidua, esta contigua a las células trofoblasticas gigantes, en ella se
observan agrupaciones de células pequefias, con morfologia irregular, tincion
nuclear suave, nucleo ovalado con presencia de un nucléolo, toman el nombre de
células deciduales. En esta zona también se observa células con nucleo central
ovalado y citoplasma ahusado, denominados miocito lisos, estos se encuentran
organizados en haces y descansan sobre las células deciduales (Fig. 22).
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Figura 15: Placenta de rata 16.5 dg.
PC: placa coridnica; ZL: zona del laberinto; ZU: zona de unién; DE: decidua. La zona de

laberinto se encuentra hacia la cara fetal y la zona de unién limita con la decidua ubicada
hacia la cara materna. Corte longitudinal sobre el eje mayor de la placenta de 16.5 dg. H&E.
4X.
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Figura 16: Constitucion histologica de la placa coriénica y organizacion de la zona del
laberinto.

PC: placa coridnica; ZL: zona del laberinto; EA: epitelio amni6tico; VSC: vaso sanguineo
de la placa coridnica. Corte longitudinal sobre el eje mayor de la placenta de 16.5 dg. H&E.
10X.
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Figura 17: Componentes histologicos de la zona de laberinto.

VF: vaso fetal; EF: eritrocito fetal: CE: célula endotelial; TC: tejido conectivo; Sl:
sinciciotrofoblasto; CI: citotrofoblasto; EM*: eritrocito materno; LM: laguna materna. Zona
de intercambio intimo del laberinto de la placenta de 16.5 dg. H&E. 40X.
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Figura 18: Ubicacion y componentes celulares de la zona union.
ZL: zona de laberinto; ZU: zona de union; DE: decidua; ES: espongiotrofoblastos; CG:

células glucogénicas; CTG: células trofoblasticas gigantes. Zona de union de la placenta de
16.5 dg. H&E. 10X.
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Figura 19: Espongiotrofoblastos de la zona de unién.
ZL: zona de laberinto; ES: espongiotrofoblastos. Zona de union de la placenta de 16.5 dg.
H&E. 40X.
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Figura 20: Células glucogénicas de la zona de unién
CG: células glucogénicas; ES: espongiotrofoblastos. Zona de union de la placenta de 16.5
dg. H&E. 40X.
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Figura 21: Células trofoblasticas gigantes de la zona de union
CTG: células trofoblasticas gigantes; CG: células glucogénicas; ES: espongiotrofoblastos.
Zona de union de la placenta de 16.5 dg. H&E. 40X.
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Figura 22: Células de la decidua materna.
MIO: miocitos lisos; DE: células deciduales. Zona de decidua de la placenta de 16.5 dg.
H&E. 40X.
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La constitucion histolégica de las zonas placentarias fue similar en ambos grupos
estudiados (Fig. 23, Fig. 24). En los dos grupos de estudio se encontrd presencia
de pequefios depdsitos fibrinoides debajo de la placa coridnica y entre la zona de
unién y la decidua (Fig. 24, Fig. 25).

Zona de laberinto/Control Zona de laberinto/Obeso

S\ SE TN
| g ¥ 2

—_—

5\ A\. 7

Figura 23: Zona de laberinto. Comparacion entre el grupo control y obeso.
A. Grupo control. B. grupo obeso. Zona de laberinto, placenta de 16.5 dg. H&E. 40X.
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Figura 24: Zona de union. Comparacion entre el grupo control y obeso.
A. Grupo control. B. grupo obeso. DF: depositos fibrinoides. Zona de union, placenta de
16.5 dg. H&E. 40X
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Figura 25: Placa coriénica. Comparacion entre el grupo control y obeso.
A. Grupo control. B. grupo obeso. DF: depositos fibrinoides. Placa coridnica, placenta de
16.5 dg. H&E. 4X.
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5.2 Evaluacion de las dimensiones microscopicas de la placenta

El andlisis de las variables microscopicas placentarias correspondientes grosor
placentario central (GC: 2717 £ 141 pm; GO: 2682 + 86 um; ns), grosor central de
la zona del laberinto (GC: 1559 + 61 um; GO: 1633 + 50 um; ns), area placentaria
total (GC: 2.141 x 107 £ 0.915 x 107 um?; GO: 1.959 x 107 + 0.519 x 107 um?; ns), y
area de la zona del laberinto (GC: 1.057 x 107 £ 0.589 x 107 um?; GO: 1.081 x 107 +
0.247 x 107 um?; ns), segun la prueba estadistica de t-Student no mostraron
diferencias significativas entre los grupos control y obeso (Fig.26-29).
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Figura 26: Comparacion del grosor central placentas grupo control y grupo obesas.
El grosor central se indica en micras (um). Los datos se representan como la media + EE; T-
test. ns.
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Figura 27: Comparacion del grosor central de la zona de laberinto en placentas grupo
control y obeso.

El grosor del laberinto se indica en micras (um). Los datos se representan como la media +
EE; T-test. ns.
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Figura 28: Comparacion del area placentaria grupo control y obeso.
El area placentaria se indica en micras cuadradas (um 2). Los datos se representan como la
media = EE; T-test. ns.
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Figura 29: Comparacién del area del laberinto placentario grupo control y obeso.
El &rea del laberinto se indica en micras cuadradas (um 2). Los datos se representan como la
media + EE; T-test. ns.
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[ll. RECUENTO DE VASOS FETALES EN EL LABERINTO PLACENTARIO

1. Unidad de anéalisis

Muestras histologicas inmunomarcadas con anti-CD31 (marcador de células
endoteliales) y anti a- actina (marcador de pericitos y miocitos lisos).

2. Criterio de inclusién

Se escogieron para el andlisis las muestras que no presentaron dafios extensos en
la zona de laberinto producto del procesamiento mediante técnica
inmunohistoquimica.

3. Criterio de exclusién
Se excluyeron del analisis las muestras con una inmunomarcacion inadecuada.

4. Protocolo de trabajo

En el desarrollo del objetivo de esta unidad, se realizé la inmunomarcacion de las
muestras placentarias con anti-CD31/anti a-actina y se hizo la captura de imagenes
para la reconstruccibn de la muestra completa. Por muestra placentaria
inmunomarcada, se realizé la captura de imagenes en areas seleccionadas del
laberinto placentario, finalmente se realizé el recuento de vasos fetales utilizando
las imagenes capturadas y el programa de uso gratuito, Image J (National Institutes
of Health).

4.1 Técnica inmunohistoquimica

Las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas con alcoholes grado reactivo en
concentraciones decrecientes. Se realizd el bloqueo de peroxidasas endbgenas,
luego se procedié a la inmunomarcacién con la combinacién 1:1 del anticuerpo
primario anti-CD31/PECAM-1 policlonal desarrollado en conejo (especifico para la
deteccién de células endoteliales) con el anticuerpo monoclonal anti-a actina
desarrollado en ratén (especifico para la deteccién de células de musculo liso y
pericitos). Posterior a los lavados para retirar la combinacién de anticuerpos
primarios se procedio a la incubacion con el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa y al revelado empleando el sustrato diaminobencidina (DAB), (Anexo 6).

4.2 Capturay reconstruccion de imagenes

La captura de las imagenes provenientes de muestras inmunomarcadas se realizo
empleando un microscopio de luz con camara digital incorporada (Leica DM750) y
el software Leica Aplication Suite (LASV4.7), en el cual se establecieron parametros
de captura necesarios para la obtencion de una imagen de calidad (Anexo 7).
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Se capturaron aproximadamente entre 55 y 65 imagenes por muestra placentaria
usando el objetivo de 10X, con el fin de reconstruir en una sola imagen toda la
muestra, para esto se uso la opcion “Combinacion de imagenes (stitching)” de la
aplicacion LASV4.7 (Anexo 7).

En la imagen reconstruida fueron seleccionados 18 campos de la zona del laberinto,
distribuidos en tres niveles equidistantes entre si y cada nivel consto de seis campos
distribuidos a lo largo del eje mayor: nivel 1, cerca de la zona de unién (ubicacion 1,
4,7,10, 13y 16), nivel 2, en la parte central de la zona del laberinto (ubicacion 2, 5,
8,11, 14y 17), y el nivel 3, cerca de la placa coriénica (ubicacion 3, 6, 9, 12, 15y
18), (Fig.30). Teniendo en cuenta la ubicacion de los 18 campos numerados, se
procedio a la ubicacién de cada campo usando el objetivo de 40x y la posterior
captura de la imagen para la realizacion del recuento de vasos fetales
inmunomarcados.

Figura 30: Distribucion de los campos en la zona del laberinto de las placentas
inmunomarcadas.

4.3 Variables

Una vez capturadas todas las imagenes se procedié a la determinacion de las
variables de numero de vasos fetales por campo y al calculo del nUmero de vasos
fetales por area placentaria de 1150313.4 um? (Tabla 8). El recuento de vasos
fetales se realiz6 sobre las imagenes capturadas a 40x, con el programa Image-J,
previa calibracién (Anexo 8).
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Tabla 8. Variables: Recuento de vasos fetales por campo y area.

Variable Unidades / denominacion Tipo Escala
NUmero de vasos Cuantitativo
fetales por campo de # vasos fetales /campo 40x . Razoén
) X continua
laberinto placentario
NUmero de vasos # vasos fetales/1150313.4 oL
p o Cuantitativo .
fetales por area de micrémetros cuadrados . Razon
) ; 5 continua
laberinto placentario (nm?)

4.3.1 Numero de vasos fetales por campo de laberinto placentario

Usando la herramienta de conteo “Multi-point” del programa de analisis de
imagenes, Image-J, se hizo el recuento de vasos fetales inmunomarcados en 18
imagenes por muestra placentaria, capturadas con el objetivo de 40x. En el recuento
se incluyeron todos los vasos fetales que se observaron en el campo y que
cumplieran con al menos uno de los siguientes criterios:

1. Estructura recubierta por endotelio (células epiteliales planas)
2. Estructura con presencia de eritrocitos nucleados (eritrocitos fetales)
3. Estructura delimitada por marcacion citoplasmatica con anti-cd31/a-actina

El recuento se realiz6 por triplicado para cada campo analizado (Fig.31).

4.3.2 Namero de vasos fetales por area de laberinto placentario

Cada imagen capturada con objetivo de 40x tenia 63906.3 um? y la suma del area
de los 18 campos analizados por muestra placentaria, dio como resultado,
1150313.4 um?2. Entonces para obtener la variable “nUmero de vasos fetales por
area de laberinto placentario” se sumoé el nimero de vasos fetales contados en los
18 campos y se expres6 como niimero de vasos fetales por area de 1150313.4 pm?,
esto se hizo con cada muestra placentaria analizada.
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Figura 31: Recuento de vasos fetales usando la herramienta “multi point” de Image-J.

P1-22: Representan la enumeracién de los vasos sanguineos inmunomarcados.

4.4 Prueba intra e interobservador

Para estandarizar el proceso recuento de vasos fetales, se hizo una prueba
intraobservador y una interobservador. Para la prueba intraobservador el
investigador conté el numero de vasos fetales por triplicado en las 18 fotos
capturadas por zona de laberinto placentario, de todas las muestras escogidas para
el analisis. Para la prueba interobservador el par investigador cont6 el nimero de
vasos fetales por triplicado en tres muestras placentarias (18 fotos por muestra) por
cada grupo experimental y se hizo el respectivo andlisis usando la herramienta de
indice de correlacién intraclase del paquete estadistico SPSS 22.

4.4.1 Prueba intraobservador

La variable numero de vasos fetales por campo de laberinto placentario mostré un
grado de acuerdo casi perfecto, entre las tres repeticiones realizadas, segun los
rangos establecidos por Landis y Koch (tabla 9),(74).

Tabla 9. Prueba intraobservador de la variable, numero de vasos fetales por campo de
laberinto placentario.

Numero de vasos fetales por campo de 0.991 Casi perfecto
laberinto placentario
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4.4.2 Prueba interobservador

La variable nimero de vasos fetales por campo de laberinto placentario mostré un
grado de acuerdo casi perfecto, entre el recuento del investigador y el par evaluador,
segun los rangos establecidos por Landis y Koch (tabla 10),(74).

Tabla 10. Prueba interobservador de la variable, nUmero de vasos fetales por campo de

Variables indice de Correlacién Grado de
Intraclase acuerdo
Numero de vasos fetales por campo de 0.996 Casi perfecto

laberinto placentario
laberinto placentario.

4.5 Analisis estadistico

Se usé el paquete estadistico SPSS22 para evaluar el comportamiento de las
variables en cuanto a su distribucién con la prueba Shapiro Wilks, verificandose el
comportamiento normal de todas las variables analizadas.

Las variables fueron comparadas entre los grupos, usando el test paramétrico para
comparaciéon de medias, t-Student. Los datos se presentan para cada grupo (grupo
control, GC y grupo obeso, GO) como la media + el error estandar (EE); las variables
analizadas que mostraron diferencias significativas se acompafaron del valor P.

5. Resultados

El analisis de las variables correspondientes a nimero de vasos fetales por campo
de laberinto placentario (GC: 26.06 + 0.74 # vasos fetales /campo placentario de
40X; GO: 29.08 = 0.72 # vasos fetales /campo placentario de 40X; P=0.014) y
namero de vasos fetales por area de laberinto placentario (GC: 469 + 13 # vasos
fetales /1150313.4 um?; GO: 523 + 13 # vasos fetales /1150313.4 um?; P=0.014),
segun la prueba estadistica de t-Student mostraron diferencias significativas entre
los grupos control y obeso (Fig.32-34).
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Figura 32: Inmunomarcacion de vasos fetales con anti-CD31/a-actina. Comparacion
entre grupos.

La inmunomarcacion se observa de color marrdn intenso y representa la marcacion de
células endoteliales hacia la luz del vaso y pericitos hacia la parte externa. A. Grupo
control. B. Control negativo grupo control C. Grupo obeso. D. Control negativo grupo
obeso. Zona de laberinto. 40x.
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Figura 33: Comparaciéon del nimero de vasos fetales por campo de laberinto placentario
grupo control y obeso.

Los datos representan la media = EE; T-test. P<0.02.
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Figura 34: Comparacién del numero de vasos fetales por area de laberinto placentario
grupo control y obeso.
Los datos representan la media = EE; T-test. P<0.02.
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10. DISCUSION

La obesidad y el sobrepeso previo al embarazo, asi como la ganancia excesiva de
peso durante la gestacion, son factores negativos relacionados con complicaciones
para la gestante, el feto y neonato (33). Se ha asociado a la obesidad con mayor
probabilidad de parto pre-término, pre-eclampsia, hipertension materna, muerte
intrauterina, restriccion del crecimiento intrauterino, anomalias congénitas y
neonatales (12,14,15). El analisis de la placenta es clave para entender el desarrollo
de estas complicaciones, pues es considerada como el érgano regulador del
ambiente intrauterino y su adecuada funcion es esencial para un embarazo exitoso
(36,37). En la presente investigacion se implementé un modelo de obesidad
materna inducida por dieta de cafeteria, previamente estandarizado por Hidalgo S
en el 2016, para estudiar los efectos de la obesidad pre-gestacional sobre la histo-
morfometria placentaria (75).

La placenta es un dérgano regulador del ambiente intrauterino y su adecuado
funcionamiento es uno de los factores determinantes del estado nutricional fetal. El
feto crece y se desarrolla a expensas de los nutrientes y oxigeno suplidos por la
placenta, estos requerimientos son esenciales para el establecimiento y
funcionamiento de los 6rganos en desarrollo, permitiendo el adecuado crecimiento
fetal (73). Las propiedades intrinsecas de la placenta, el tamafio (peso), la
ultraestructura, la superficie de intercambio, el grado de vascularizacion, la sintesis
de hormonas y la abundancia de transportadores especificos; asi como las
extrinsecas, nutricibn materna y flujo sanguineo uterino, son determinantes en su
funcion (36,37).

La determinacién de las caracteristicas morfométricas constituyen un acertado
indicador de la funcion placentaria; la determinacién del peso, brinda informacién
sobre el tamafio de la placenta y es el resultado de la suma de dos dimensiones de
crecimiento, el area de superficie y el grosor placentario.

El area de superficie, se relaciona con el crecimiento lateral y expansivo del disco
coridnico. Esta variable hace referencia al area de superficie de intercambio que
comunmente se calcula usando la formula para encontrar el area eliptica, para esto
se requiere determinar tanto dimetro mayor como menor. El diametro mayor
placentario se organiza siguiendo el eje céfalo-caudal del feto; mientras que el
diametro menor se relaciona con el paso de nutrientes hacia este. El crecimiento
del area placentaria a expensas de esta Ultima variable, permite compensar la
malnutricion fetal (72,73).
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El grosor placentario es una variable que brinda informacion sobre la arborizacion
de la zona de intercambio velloso; mientras que el volumen placentario, es una
variable que brinda la misma informacion que el peso placentario, puesto que se
calcula con el &rea de superficie y con el grosor placentario (72,73).

Al revisar trabajos relacionados con la estructura placentaria en modelos de
obesidad, Unicamente tienen en cuenta el peso placentario como variable
morfométrica macroscopica, a diferencia del presente estudio donde se introdujo un
mayor namero de variables para esta caracterizacion, las cuales incluyeron ademas
del peso, el volumen placentario, el diametro mayor, el diametro menor, el area de
superficie y el grosor; de esta forma se amplia la identificacion de alteraciones
iniciales en la estructura histologica placentaria (73).

En la placentacion de la rata se identifican tres periodos: 1-la etapa temprana, entre
los dias sexto y 129 de gestacion, 2- la etapa media, a partir de la primera invasion
trofoblastica de las arterias espirales, se caracteriza por la proliferacion y
diferenciacion celular y 3-la etapa tardia que se establece, segun algunos autores,
a partir del dia 15 de gestacion; para este periodo la estructura placentaria esta
definida y su proceso de maduracién continla con la expansion a expensas del
crecimiento hipertrofico (76,77). El presente estudio se sitia en el analisis de la
placenta en el estadio 16.5 de gestacion, es decir al inicio de la etapa tardia.

Las variables macroscopicas placentarias analizadas en este trabajo, no
presentaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo obeso, estos
resultados coinciden con los estudios realizados, por Mark y cols. en 2011, Hayes y
cols. en 2012 y Song y cols. en 2017, en los cuales no se encontrd diferencias
significativas en el peso placentario entre los grupos analizados, en edad
gestacional tardia; a diferencia de los reportes realizados por los grupos de Akyol y
cols. en 2009, Reynolds y cols. en 2015, Crew y cols. en y Mumme y cols. en 2016,
quienes encontraron disminucién del peso placentario en el grupo obeso,
comparado con el grupo control (19-21,23,24,67,68). Por otro lado, Ye y cols. en
2017, reportaron aumento del peso placentario en el grupo obeso (78). En la tabla
11 se muestra el comportamiento del peso placentario respecto al grupo control, en
estudios comparativos sobre los efectos de la obesidad en la placenta (tabla 11).
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Tabla 11. Comportamiento del peso placentario respecto al grupo control, en estudios de
los efectos de la obesidad sobre la placenta

Autor Biomodelo Edad gestacional (dia coito ) Peso

Mufioz y cols. 2018 RW 16. 5 (0.5) -
Mark y cols. 2011 RW 21 (1) -
Hayes y cols. 2012 RSD 15 (0) -

18 (0) -
Song y cols. 2017 RSD 21 -
Akyol y cols. 2009 RW 20 1
Crew y cols. 2016 RW 21 (1) L]
Reynolds y cols. 2015 RSD 18 (1) L]
Mumme y cols. 2016 RSD 18 (1) L]
Yey cols. 2017 RSD 21 (0) )

RW: Rata Wistar; RSD: Rata Sprague-Dawley. No diferencias (+), diminucion (}), aumento (1).

El andlisis morfométrico microscopico realizado en el presente estudio, incluyé el
reconocimiento de la organizacion histologica de las zonas placentarias,
considerando las variables &rea placentaria, drea de zona de laberinto, grosor
central placentario y grosor central de la zona del laberinto. A diferencia de las
investigaciones realizadas por Mark y cols. 2011; Hayes y cols. 2012, Reynolds y
cols. 2015; Crew y cols. 2016; Song y cols. 2017, cuyos enfoques no son de tipo
histoldgico sino funcional (20,21,23,24,67).

En la placenta de 16.5 dg, se observa una completa definicion estructural de tres
zonas definidas histologicamente como, 1) zona del laberinto, 2) zona de uniény 3)
zona de decidua. Al realizar la comparacion de estas zonas entre ambos grupos,
incluyendo las caracteristicas citolégicas, no se encontraron diferencias a nivel de
microscopia de luz (29,52). Ambos grupos presentaron pequefios depdsitos
fibrinoides cerca de la placa coridnica y la decidua, que en la proporcion encontrada
no tienen significado clinico importante (38,79). Estos hallazgos no se pudieron
comparar con estudios reportados previamente, ya que el analisis placentario en el
grupo obeso, se centra en la morfometria placentaria y la expresion de diferentes
marcadores genéticos, relacionados con procesos de diferenciacion, apoptosis,
migracion, inflamacion, hipoxia, angiogénesis, estrés oxidativo y transportadores
transplacentarios, mas no incluyen la caracterizacion histolégica (20,21,23,67,80).

Al revisar los reportes entregados sobre estructura de la placenta proveniente de
mujeres obesas, se evidencian diferentes alteraciones cuando la poblacion
analizada es sustancialmente alta (59,61,63,64); sin embargo en estudios donde se
incluyen pocos casos, se reduce la posibilidad de encontrar alteraciones. En los
estudios retrospectivos con altos numeros de casos, muestran lesiones
inflamatorias materna y fetales (villitis, intervillitis, deciduitis, infiltracion neutrofilica
fetal), lesiones vasculares de origen materno (hiperplasia de la tinica muscular),
lesiones vasculares fetales (vasodilatacion, hipercapilarizacion, trombosis,
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enfermedad fetal oclusiva), lesiones vellosas (vellosidades inmaduras de gran
tamario, vellosidades intermedias inmaduras, vellosidades intermedias maduras
poco desarrolladas, vellosidades fibroticas, vellosidades terminales filiformes,
depodsitos  fibrinoides, escasa arborizacion, lipidos en el estroma del
sinciciotrofoblasto de las vellosidades, aumento de la lipotoxicidad), crecimiento
excesivo de la placenta e hipoxia fetal evidenciada por normoblastemia (55-64).

Las alteraciones reportadas en placentas humanas, pueden ser debidas a la
inherente variabilidad de la especie y a la alta prevalencia de comorbilidades como
diabetes gestacional, pre-eclampsia, e hipertensién; por lo cual, no existe claridad
sobre los verdaderos factores desencadenantes de los cambios en la estructura
placentaria. En este sentido, el uso de biomodelos murinos permiten estudiar los
efectos de la obesidad, eliminando otros factores que puedan modificar los
resultados (55,56,58,60,62,81).

En el presente estudio se observd una completa concordancia entre la organizacion
citolégica de la placenta y las mediciones microscopicas obtenidas,
correspondientes a grosor central placentario, grosor de la zona del laberinto, area
placentaria y area de la zona de laberinto, las cuales no presentaron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo obeso. Al analizar otros estudios
similares, se debe tener en cuenta que ellos no reportaron las mismas variables,
centrdndose principalmente en grosor y area placentaria, grosor y area de zona de
laberinto; asi, estos resultados coinciden parcialmente con los estudios de Hayesy
cols. en 2012 y Song y cols. en 2017, en cuanto al grosor placentario central;
ademas, son similares a los hallazgos reportados por Reynolds y cols. en 2015,
sobre el grosor de la zona del laberinto; sin embargo, son diferentes a los reportes
de Song Yy cols. 2017, pues ellos encontraron disminucion de esta misma zona
(21,23,67).

El estudio de Mark y cols. 2011, no mostro diferencias significativas en el area de la
zona del laberinto del grupo obeso comparado con el grupo control, mientras que
Crew y cols. 2016, reportaron disminucion del area de la zona del laberinto en el
grupo obeso. Por otro lado, Hayes y cols. 2012, reportaron, que la obesidad materna
se relaciona con el aumento del area placentaria y del area de la zona del laberinto
(20,21,24). En la tabla 12 se muestran las variables microscoépicas respecto al grupo
control, en estudios de los efectos de la obesidad sobre la placenta (tabla 12).
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Tabla 12. Comportamiento de las variables microscopicas respecto al grupo control, en
estudios de los efectos de la obesidad sobre la placenta.

Autor Biomodelo y edad Grosor  Grosor zona Area Area de zona

gestacional (dia central del laberinto  placentaria  de laberinto
coito)

Mufioz y RW 16. 5 (0.5) - - - -

cols. 2018

Mark y cols. RW 21(1) -

2011

Reynolds vy RSD 18 (1) -

cols. 2015

Song y cols. 21 - !

2017

Hayes y RSD 15 (0) 1 1

cols. 2012 RSD 18 (0) 1 1

Crew y cols. RW 21 (1) !

2016

RW: Rata Wistar; RSD: Rata Sprague-Dawley. No diferencias (+), diminucion (1), aumento (1).

Para explicar la variabilidad en el comportamiento de los resultados de las
mediciones macro y microscopicas entre las diferentes investigaciones y el presente
trabajo, se deben tener en cuenta factores como, los protocolos utilizados en el
establecimiento de la obesidad pues estos difieren en el tipo, composicion y
duracion de la dieta; en la cepa utilizada y en la edad de inicio de alimentacion del
biomodelo (19,67,78). En la tabla 13, se muestran los diferentes protocolos
utilizados por los investigadores cuyos estudios se compararon con el presente
trabajo, donde se resalta que este empleo una dieta de cafeteria complementada
con dieta estandar, suministrada durante seis semanas en el periodo pregestacional
y fue mantenida durante la gestacion (tabla 13).
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Tabla 13. Protocolos de induccion de obesidad materna

Autor Tipo de % % % E_da_ld.de Duraci_én dela
dieta grasa carbohidratos Proteinas inicio dieta
Mufioz y CAF + 6 semanas
cols. 2018 ) ) 1 60 dias  pregestacional
SD .

RW gestacional
Mark y cols.

2011 HF 41 35 20 100 dias Gestacional

RW

Hayes y cols. 19 semanas
2012 HF 45 35 20 21 dias pregestacional
RSD

Song y cols.

2017 HF 60 20 20 2dg Gestacional

RSD

Akyol y cols. CAF + 8 semanas
2009 sD ) ! ! 21 dias  pregestacional
RW gestacional

Crew y cols. CAF + 8 semanas
2016 41 47 12 21 dias pregestacional

SD )

RW gestacional
Reynolds y 3 semanas
cols. 2015 HF 45 35 20 90 dias pregestacional

RSD gestacional
Mumme y 3 semanas
cols. 2016 HF 45 o? o? 90 dias pregestacional

RSD gestacional
Yey cols. 8 semanas

2017 HF 45 o? o? 42 dias pregestacional

RSD gestacional

RW: Rata Wistar; RSD: Rata Sprague-Dawley; CAF: Dieta de cafeteria; SD: Dieta estandar; HF:
Dieta alta en grasas; ¢ ?: No dato.

En este estudio, si bien no se hallaron alteraciones aparentes en la morfometria
placentaria macro y microscoépica, se logro evidenciar el aumento de la densidad de
vasos fetales en el laberinto placentario, datos que concuerdan con los hallazgos
de Hayes y Cols. en el 2012, quienes reportaron el mismo aumento en placentas de
15 dg. Sin embargo, este mismo estudio al analizar placentas de 18 dg informé que
no hubo variacion en la densidad de vasos fetales en ambos grupos (21).

El aumento de vasos fetales en estos estadios se podria explicar al analizar el
compromiso de mediadores proinflamatorios en la placenta ante la obesidad; donde
factores como IL-18 (interleucina 1 beta), TNFa (factor de necrosis tumoral alfa), IL-
6 (interleucina 6), CD68 (marcador de macréfagos), MCP-1 (proteina quimio tactica
de monocitos 1) se elevan; este incrementd puede llegar a alterar la migracion
trofoblastica y por consiguiente la remodelacion de las arterias espirales mediada
por células Natural Killer uterinas (UNKsS) quienes constituyen la poblacion mas
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abundante en la gestacion temprana y se relacionan con la decidualizacion y
angiogénesis del sitio de implantacion. Varios grupos de investigacion han
observado disminucion de la actividad de estas células en las placentas del grupo
obeso, comprometiendo de esta forma la vascularizacién placentaria, con el riego
aumentado de pre- eclampsia e hipertension. Al ocurrir esta falla en la remodelacion
arterial, los vasos maternos conservarian la actividad contractil ocasionando una
disminucién del flujo sanguineo (80,82—-84).

El aumento de la densidad de los vasos fetales en el laberinto placentario, podria
ser una repuesta compensatoria frente al ambiente hipdxico, debido a que en
estados de hipoxia se evidencia el aumento en la expresion de marcadores de
angiogénesis, tipo VEGF (factor de crecimiento vasculoendotelial), (21—
23,28,69,80,82-85).

Hayes y cols. en 2012, muestran que al final de la gestacion, la densidad de vasos
fetales es similar en ambos grupos (obeso y control), a pesar de encontrar
diferencias en estadios anteriores, sin embargo se debe tener en cuenta que ya
sucedié una compensacion de la falla inicial, probablemente a expensas de la
segunda migracion de trofoblasto hacia los vasos maternos, completando la
remodelacion. Se debe considerar que si bien la placenta al final de la gestacion
puede llegar a compensar su deficiencia estructural, el feto estuvo expuesto a una
etapa de restriccion de nutrientes y oxigeno, que podrian afectar el desarrollo
normal de los érganos fetales y generar predisposicion a presentar defectos
funcionales en la vida posnatal; en investigaciones previas del grupo de Tejidos
blandos y mineralizados (Teblami), al utilizar el mismo biomodelo y un protocolo
similar de suministro de dieta encontraron que si bien no hubo variacion en el peso
placentario y fetal, se presentaron malformaciones en el desarrollo de las camaras
cardiacas, con evidente disminucién de la apoptosis en el tabique interventricular
en corazones fetales procedentes de madres obesas (16). En estudio posterior,
sobre esta misma poblacion, El-Sharkawy y cols. en 2015, mostraron cambios en
la expresion de proteinas reguladoras de la matriz extracelular en el corazén en
desarrollo en fetos de madres obesas y Cuellar en 2016, encontrd alteraciones en
la expresion en estas proteinas relacionadas con el desarrollo del paladar en fetos
de madres obesas, indicando una clara incidencia del ambiente obesogénico
materno sobre el desarrollo de los érganos fetales (17,86).

Al revisar los efectos de la obesidad sobre el 6rgano placentario reportados en
diferentes investigaciones, se evidencia un comportamiento compensatorio de la
placenta, para contrarrestar los efectos de la obesidad sobre la salud fetal. En el
presente estudio, hubo un incremento de la densidad de vasos fetales en el laberinto
placentario, ya Hayes y cols. en el 2012 y 2014, expresaron que este incremento
puede estar relacionado con un esfuerzo de la placenta para compensar la posible
disminucién del aporte de oxigeno y nutrientes al feto (21,80).
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Si bien este trabajo evidencia un aumento de la cantidad de vasos fetales en el
laberinto placentario, durante la revision de las investigaciones relacionados con los
efectos de la obesidad sobre este Organo, se encontr0 que otros sistemas
relacionados con la funcién placentaria, pueden responder para suplir el déficit
funcional y compensar aumentando la expresion genética de marcadores
moleculares relacionadas con el transporte transplacentario, de lipidos,
aminoacidos y glucosa, como la lipoproteina lipasa, el sistema de transportadores
de aminoacidos N/A (SNAT) y los trasportadores de glucosa (GLUT) (23,25,67). Se
debe tener en cuenta que la alteracion continuada de la placenta durante un estado
obesogénico, en el dltimo periodo de la gestacion, puede evidenciarse con
incremento en las zonas placentarias, para suplir la entrega de nutrientes al feto y
evitar la restriccion intrauterina del crecimiento (20,21), este incremento en las
zonas placentarias, evidentemente llevaria a un aumento del peso placentario (78).

Al analizar el panorama completo de compensacion placentaria se puede observar
que este evento presenta unas fases asociadas al periodo de gestacion, asi, en la
primera etapa son cambios moleculares no observables por caracteristicas
macroscopicas. Estos cambios moleculares se acompafian de aumento de los
vasos fetales, que permiten el incremento de la disponibilidad de nutrientes y
oxigeno; luego, si el ambiente obesogénico continua, aumenta la actividad
trofoblastica evidenciandose con el aumento del grosor y area de la zona del
laberinto que finalmente  afectan los  pardmetros  macroscopicos
(20,21,23,25,27,57,60,61,63,67,73,78,80,84).

Algunos autores como Akyol y cols. en 2009 , Crew vy cols. en 2016, Mumme y
cols. en 2016 y Reynolds y cols. 2015, en sus hallazgos manifiestan que ante la
obesidad, el efecto es contrario a lo observado por Mark y cols. en 2011, Hayes y
cols. 2012, Song y cols. 2017 y el presente trabajo, donde la consecuencia de ella,
es una disminucion en el peso y areas placentarias asociados con la disminucién
en la proliferacion del trofoblasto, por alteracion de los factores de crecimiento
asociados (19-21,23,24,67,68).

Finalmente, la ausencia de alteraciones histomorfoldgicas aparentes no descarta
que la placenta pueda presentar dafios en las zona de decidua, ademas de los
dafios establecidos en la zona de laberinto, relacionados con constitucion de la
barrera placentaria, en la expresion de transportadores de nutrientes y déficit de
oxigeno en el laberinto; todos estos factores podrian relacionarse con la disminucion
de la eficiencia placentaria e impactar directamente el desarrollo fetal y llevar hasta
la interrupcion de la gestacion (20,21,67,69,80); por lo cual es necesario avanzar en
el estudio de la barrera placentaria, estructura de la zona del laberinto y zona de
decidua.

76



11.CONCLUSION

En el dia 16.5 dg del proceso de placentacion, fase inicial del periodo tardio, no se
evidenciaron alteraciones placentarias macroscoépicas, sin embargo los cambios
histoldgicos a nivel del nimero de vasos fetales, reflejan fallas en la regién de la
zona del laberinto, sitio fundamental para el intercambio sanguineo materno-fetal y
pudiendo como consecuencia impactar negativamente en el desarrollo fetal.
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12. PERSPECTIVAS

La obesidad es una pandemia, que va en aumento y prevalece en un alto grado de
mujeres en edad reproductiva, por lo cual es importante seguir indagando sobre los
efectos que la obesidad pueda tener sobre la placenta, y profundizar en los
hallazgos de esta investigacion mediante el desarrollo de propuestas de
investigacion que empleen herramientas de estudio y técnicas complementarias,
gue permitan analizar la expresion de los sistemas de transporte de aminoacidos,
lipidos y glucosa; evaluar la ultraestructura de la barrera placentaria y determinar
el estado de hipoxia y estrés oxidativo.

78



REFERENCIAS

Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Obesidad y sobrepeso [Internet].
2017 [cited 2018 Jun 18]. Available from: http://www.who.int/es/news-
room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight

World Health Organization (WHO). Obesity among women [Internet]. 2013.
Available from: http://www.who.int/gho/urban_health/physiological-risk-
factors/women_obesity/en/

Li N, Liu E, Guo J, Pan L, Li B, Wang P, et al. Maternal Prepregnancy Body
Mass Index and Gestational Weight Gain on Offspring Overweight in Early
Infancy. PLoS One. 2013;8(10):1-9.

San Roméan Diego A. Aumento del peso durante el embarazo.
Modificaciones fisiolégicas relacionadas con la ganancia de peso y
necesidades nutricionales [Internet]. Universidad de Cantabria; 2013.
Available from:
http://repositorio.unican.es/xmlui/bitstream/handle/10902/3948/SanRomanDi
egoMA.pdf?sequence=1

Boney CM, Verma A, Tucker R, Vohr BR. Metabolic Syndrome in Childhood:
Association With Birth Weight, Maternal Obesity, and Gestational Diabetes
Mellitus. Pediatrics [Internet]. 2005;115(3):e290-6. Available from:
http://pediatrics.aappublications.org/cgi/doi/10.1542/peds.2004-1808

Reynolds RM, Allan KM, Edwin A. Maternal obesity during pregnancy and
premature mortality from cardiovascular event in adult offspring : follow-up of
1 323 275 person years. BMJ. 2013;347:1-10.

Carlson B. Embriologia humana y biologia del desarrollo. 5th ed. Barcelona:
Elsevier; 2014.

Barcelo A, Varela G, Cafiero E, Cotelea S, Ordufiez P, Luciani S. Métodos
poblacionales e individuales para la prevencion y el tratamiento de la
diabetes y la obesidad [Internet]. Montreal: Organizacion Panamericana de
la Salud; 2009. 53 p. Available from:
http://www.paho.org/hg/index.php?option=com_docmané&task=doc_view&gid
=15558&Itemid=270

Ministerio de Salud y de la Proteccion Social, Colombia. Resultados de la
Encuesta Nacional de la Situacion Nutricional (ENSIN 2015) [Internet]. 2017.
Available from: https://www.nocomasmasmentiras.org/wp-

79



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

content/uploads/2017/12/Resultados-ENSIN-2015.pdf

Fonseca Z, Heredia A, Ocampo R, Forero Y, Sarmiento O, Alvarez M.
Encuesta Nacional de la Situacion Nutricional en Colombia 2010- ENSIN
[Internet]. ENSIN. 2011. 1-26 p. Available from:
http://lwww.icbf.gov.co/portal/page/portal/Descargas1l/Resumenfi.pdf

Herman S, Pinzon F, Salazar L, Mayor A. Mortalidad Fetal Temprana en una
institucién de nivel lll en Cali, Colombia. Estudio exploratorio. Rev Colomb
Salud Libr [Internet]. 2016;11(1):40—7. Available from:
http://revistasojs.unilibrecali.edu.co/index.php/rcslibre/article/view/245/pdf6

Rascusin D, Stevens B, Campbell G, Aagaard-Tillery K. Obesity and the risk
and detection of fetal. Semin perinatol. 2012;36(3):213-21.

Schummers L, Hutcheon JA, Bodnar LM. Risk of Adverse Pregnancy
Outcomes by Prepregnancy Body Mass Index: A Population-Based Study to
Inform Prepregnancy Weight Loss Counseling. Obs Gynecol.
2015;125(1):133-43.

Tenenbaum-gavish K, Hod M. Impact of Maternal Obesity on Fetal Health.
Fetal Diagn Ther. 2013;34(1):1-7.

Stothard KJ, Tennant PWG, Bell R. Maternal Overweight and Obesity and
the Risk of Congenital Anomalies. JAMA. 2009;301(6):636-50.

Tejada ME. Efectos de la obesidad materna sobre el patron de apoptosis en
la cardiogénesis tardia de la rata Wistar. Universidad del Valle- Colombia;
2016.

Cuéllar Rivas E. Expresion de proteinas moduladoras de matriz extracelular
en el desarrollo del paladar en un modelo murino de obesidad inducida por
dieta. Universidad del Valle- Colombia; 2016.

Gul M, Bayat N, Cetin A, Kepekgi RA, Simsek Y, Kayhan B, et al.
Histopathological, Ultrastructural and Apoptotic Changes in Diabetic Rat
Placenta. Balkan Med J [Internet]. 2015;32(3):296—302. Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4497697&tool=pm
centrez&rendertype=abstract

Akyol A, Langley-Evans SC, McMullen S. Obesity induced by cafeteria
feeding and pregnancy outcome in the rat. Br J Nutr. 2009;102(11):1601-10.

Mark PJ, Sisala C, Connor K, Patel R, Lewis JL, Vickers MH, et al. A
maternal high-fat diet in rat pregnancy reduces growth of the fetus and the
placental junctional zone, but not placental labyrinth zone growth. J Dev Orig
Health Dis. 2011;2(01):63-70.

Hayes EK. The effect of lifelong maternal obesity on pregnancy outcomes
and placental development [Internet]. McMaster University; 2012. Available

80



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

from: https://macsphere.mcmaster.ca/bitstream/11375/11970/1/fulltext.pdf

Kim DW, Young SL, Grattan DR, Jasoni CL, Al KIMET. Obesity During
Pregnancy Disrupts Placental Morphology , Cell Proliferation , and
Inflammation in a Sex-Specific Manner Across Gestation in the Mouse. Biol
Reprod. 2014;90(6):1-11.

Reynolds CM, Vickers MH, Harrison CJ, Segovia SA, Gray C. Maternal high
fat and / or salt consumption induces sex- specific inflammatory and nutrient
transport in the rat placenta. Physiol Rep. 2015;3(5):1-10.

Crew RC, Waddell BJ, Mark PJ. Maternal obesity induced by a “cafeteria”
diet in the rat does not increase inflammation in maternal, placental or fetal
tissues in late gestation. Placenta. 2016;39:33—40.

Rosario FJ, Kanai Y, Powell TL, Jansson T. Increased placental nutrient
transport in a novel mouse model of maternal obesity with fetal overgrowth.
Obesity. 2015;23(8):1663—-70.

Panchenko PE, Voisin S, Jouin M, Jouneau L, Prézelin A, Lecoutre S, et al.
Expression of epigenetic machinery genes is sensitive to maternal obesity
and weight loss in relation to fetal growth in mice. Clin Epigenetics.
2016;8:22.

Farley D, Tejero ME, Comuzzie AG, Higgins PB, Cox L, Werner SL, et al.
Feto-placental Adaptations to Maternal Obesity in the Baboon. Placenta.
2009;30(9):752-60.

Frias AE, Morgan TK, Evans AE, Rasanen J, Oh KY, Thornburg KL, et al.
Maternal high-fat diet disturbs uteroplacental hemodynamics and increases
the frequency of stillbirth in a nonhuman primate model of excess nutrition.
Endocrinology. 2011;152(6):2456—64.

Soares MJ, Chakraborty D, Karim Rumi MA, Konno T, Renaud SJ. Rat
placentation: An experimental model for investigating the hemochorial
maternal-fetal interface. Placenta. 2012;33:233-43.

Chan RSM, Woo J. Prevention of overweight and obesity: How effective is
the current public health approach. Int J Environ Res Public Health.
2010;7(3):765-83.

Fortich R, Gutiérrez JD. Los determinantes de la obesidad en colombia. Rev
Econ Y Region [Internet]. 2011;5(2):155-82. Available from:
http://fundacionsanosysaludables.drupalgardens.com/sites/g/files/g1650296/f
/201406/Los determinantes de la obesidad en Colombia.pdf

NICE. Obesity : identification , assessment and management [Internet].
Londres: National Institute for Health and Care Excellence; 2014. Available
from: https://www.nice.org.uk/guidance/cg189/resources/obesity-

81



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

identification-assessment-and-management-35109821097925

Puello E. Efectos a corto y a largo plazo de la obesidad durante el
embarazo. In: Congreso Internacional de Nutriologia y Obesidad [Internet].
Revista Salud Publica y Nutricion; 2007. Available from:
http://lwww.respyn.uanl.mx/especiales/2007/ee-15-2007/index.html

Leddy MA, Power ML, Schulkin J. The Impact of Maternal Obesity on
Maternal and Fetal Health. Rev Obs Ginecol [Internet]. 2008;1(4):170-8.
Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2621047/

Musa MG, Torrens C, Clough GF. The microvasculature : a target for
nutritional programming and later risk of cardio-metabolic disease. Acta
Physiol. 2014;210:31-45.

Cross JC, Mickelson L. Nutritional influences on implantation and placental
development. Nutr Rev. 2006;64(5):S12-S18; discussion S72-S91.

Khong TY. Placental vascular development and neonatal outcome. Semin
Neonatol. 2004;9:255-63.

Benirschke K, Kaufmann P, Baergen R. Pathology of the human placenta.
5th ed. New York: Springer; 2006.

Kurjak A, Chervenak F. Donald School. Ecografia en Obstetricia y
Ginecologia. 2nd ed. Buenos Aires: Editorial Médica Panamericana; 2009.
1010 p.

Kierszenbaum A. Histologia y biologia celular. 3rd ed. Barcelona: Elsevier;
2012.

Harris LK. Review: Trophoblast-Vascular Cell Interactions in Early
Pregnancy: How to Remodel a Vessel. Placenta. 2010;24:5s93-8.

Pijnenborg R, Dixon G, Robertson WB, Brosens |. Trophoblastic invasion of
human decidua from 8 to 18 weeks of pregnancy. Placenta. 1980;1:3-19.

Roberts J, Bodnar LM, Patrick TE, Powers RW. The Role of Obesity in
Preeclampsia. Pregnancy Hypertens. 2011;1(1):6-16.

Wang Y, Zhao S. Vascular Biology of the Placenta. San Rafael (CA): Morgan
& Claypool Life Sciences; 2010.

Croy A, Yamada A, DeMayo F AS. The Guide to Investigation of Mouse
Pregnancy [Internet]. The Guide to Investigation of Mouse Pregnancy.
Amsterdam: Elsevier; 2014. 125-142 p. Available from:
http://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123944450000114

Furukawa S, Kuroda Y, Sugiyama A. A Comparison of the Histological
Structure of the Placenta in Experimental Animals. J Toxicol Pathol.

82



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

2014;27:11-8.

Simmons DG, Cross JC. Determinants of trophoblast lineage and cell
subtype specification in the mouse placenta. Dev Biol. 2005;284(1):12—-24.

Cross JC, Hemberger M, Lu Y, Nozaki T, Whiteley K, Masutani M, et al.
Trophoblast functions, angiogenesis and remodeling of the maternal
vasculature in the placenta. In: Molecular and Cellular Endocrinology. 2002.

Simmons DG, Fortier AL, Cross JC. Diverse subtypes and developmental
origins of trophoblast giant cells in the mouse placenta. Dev Biol.
2007;304:567-78.

Coan PM, Conroy N, Burton GJ, Ferguson-Smith AC. Origin and
characteristics of glycogen cells in the developing murine placenta. Dev Dyn.
2006;235:3280—-94.

Rossant J, Cross JC. Placental development: lessons from mouse mutants.
Nat Rev Genet. 2001;2(7):538—-48.

Furukawa S, Hayashi S, Usuda K, Abe M, Hagio S, Ogawa |. Toxicological
Pathology in the Rat Placenta. J Toxicol Pathol. 2011;24:95-111.

Rai A, Cross JC. Development of the hemochorial maternal vascular spaces
in the placenta through endothelial and vasculogenic mimicry. Dev Biol.
2014;387:131-41.

Treuting P, Dintzis S. Comparative Anatomy and Histology. A mouse and
Human Atlas. Oxford: Academic; 2012.

Roberts KA, Riley SC, Reynolds RM, Barr S, Evans M, Statham A, et al.
Placental structure and inflammation in pregnancies associated with obesity.
Placenta. 2011;32:247-54.

Bar J, Schreiber L, Saruhanov E, Ben-Haroush A, Golan A, Kovo M.
Placental histopathological findings in obese and nonobese women with
complicated and uncomplicated pregnancies. Arch Gynecol Obstet.
2012;286:1343-7.

Castejon OC, Lopez AJ. A light and scanning electron microscopy study of
placental villi associated with obesity and hypertensién. Electron J Biomed
[Internet]. 2013;2:29-36. Available from:
http://biomed.uninet.edu/2013/ElectronJBiomed2013-2.pdf

Saben J, Lindsey F, Zhong Y, Thakali K, Badger TM, Andres A, et al.
Maternal Obesity is Associated with a Lipotoxic Placental Environment.
Placenta. 2014;35(3):171-7.

Huang L, Liu J, Feng L, Chen Y, Zhang J, Wang W. Maternal prepregnancy
obesity is associated with higher risk of placental pathological lesions.

83



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Placenta. 2014;35:563-9.

Loardi C, Falchetti M, Prefumo F, Facchetti F, Frusca T. Placental
morphology in pregnancies associated with pregravid obesity. J Matern
Neonatal Med. 2015;29(16):2611-6.

Kovo M, Zion-Saukhanov E, Schreiber L, Mevorach N, Divon M, Ben-
Haroush A, et al. The Effect of Maternal Obesity on Pregnancy Outcome in
Correlation with Placental Pathology. Reprod Sci. 2015;22(12):1643-8.

He M, Curran P, Raker C, Martin S, Larson L, Bourjeily G. Placental findings
associated with maternal obesity at early pregnancy. Pathol Res Pract.
2016;212:282—-7.

Leon-Garcia SM, Roeder HA, Nelson KK, Liao X, Pizzo DP, Laurent LC, et
al. Maternal obesity and sex-specific differences in placental pathology.
Placenta. 2016;38:33—40.

Bar J, Kovo M, Schraiber L, Shargorodsky M. Placental maternal and fetal
vascular circulation in healthy non-obese and metabolically healthy obese
pregnant women. Atherosclerosis. 2017;260:63-6.

Karakas B. Impact of a maternal high-fat diet on mouse placental epigenetic
programming. Swedish University of Agricultural Science; 2011.

Lager S, Samulesson A-M, Taylor PD, Poston L, Powell TL, Jansson T. Diet-
induced obesity in mice reduces placental efficiency and inhibits placental
MTOR signaling. Physiol Rep. 2014;2(2):e00242.

Song L, Sun B, Boersma GJ, Cordner ZA, Yan J, Moran TH, et al. Prenatal
high-fat diet alters placental morphology, nutrient transporter expression, and
mtorcl signaling in rat. Obesity. 2017;25:909-19.

Mumme K, Gray C, Reynolds CM, Vickers MH, Harrison CJ, Stanley JL, et
al. Maternal-fetal hepatic and placental metabolome profiles are associated
with reduced fetal growth in a rat model of maternal obesity. Metabolomics.
2016;12:83.

Sasson IE, Vitins AP, Mainigi MA, Moley KH, Simmons RA. Pre-gestational
vs gestational exposure to maternal obesity differentially programs the
offspring in mice. Diabetologia. 2015;58(3):615-24.

Institute for Laboratory Animal Research NRC. Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals. [Internet]. 8th ed. Washington DC: The National
Academies Press; 2011. 220 p. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21595115

Leary S, Underwood W, Lilly E, Anthony R, Cartner S, Corey D, et al. AVMA
Guidelines for the Euthanasia of Animals : 2013 Edition [Internet]. 13th ed.
Schaumburg, IL: American Veterinary Medical Association; 2013. 102 p.

84



72.

73.

74.

75.

76.

17.

78.

79.

80.

81.

82.

Available from: https://www.avma.org/KB/Policies/Documents/euthanasia.pdf

Anjankar VP, Parchand MP, Anjankar AP, Kamdi NY. Placental
Morphometry in Toxaemia of Pregnancy. SJAMS [Internet]. 2014;2(1B):205—
8. Available from: http://saspublisher.com/wp-
content/uploads/2014/03/SJAMS-21B205-208.pdf

Cardoso V, Mazzitelli N, Veiga MA, Furlan R, Grandi C. Medidas del
crecimiento placentario y su relacién con el peso de nacimiento y la edad
gestacional. Revision bibliografica. Rev Hosp Mat Inf Ramon Sarda
[Internet]. 2012;31(2):69—-74. Available from:
http://lwww.redalyc.org/articulo.0a?id=91224139006

Mandeville PB. El coeficiente de correlacion intraclase (ICC). Cienc UANL
[Internet]. 2005;8(3):414-6. Available from:
http://www.redalyc.org/pdf/402/40280322.pdf

Hidalgo SA. Establecimiento de un biomodelo experimental de obesidad
adquirida por dieta en ratas Wistar. Universidad del Valle-Colombia; 2017.

Oyedeji KO, Bolarinwa AF. Evaluation of antifertility and teratogenic effects
of crude extracts of Portulaca oleracea in male and female albino rats. Asian
J Pharm Clin Res [Internet]. 2013;6(2):217-20. Available from:
https://innovareacademics.in/journal/ajpcr/Vol6Suppl2/1747 .pdf

Kalisch-Smith JI, Simmons DG, Pantaleon M, Moritz KM. Sex differences in
rat placental development: from pre-implantation to late gestation. Biol Sex
Differ. 2017:8:17.

Ye K, Li L, Zhang D, Li Y, Wang H-Q, Lai H-L, et al. Effect of maternal
obesity on fetal growth and the expression of placental fatty acid
transporters. J Clin Res Pediatr Endocrinol. 2017;9(4):300-7.

Baergen R. Manual of Pathology of the Human Placenta. 2nd ed. New York:
Springer; 2011.

Hayes EK, Tessier DR, Percival ME, Holloway AC, Petrik JJ, Gruslin A, et al.
Trophoblast invasion and blood vessel remodeling are altered in a rat model
of lifelong maternal obesity. Reprod Sci. 2014;21(5):648-57.

Mahany EB, Han X, Borges BC, Da Silveira Cruz-Machado S, Allen SJ,
Garcia-Galiano D, et al. Obesity and High-Fat Diet Induce Distinct Changes
in Placental Gene Expression and Pregnancy Outcome. Endocrinology.
2018;159(4):1718-33.

Parker VJ, Solano ME, Arck PC, Douglas AJ. Diet-induced obesity may
affect the uterine immune environment in early-mid pregnancy, reducing NK-
cell activity and potentially compromising uterine vascularization. Int J Obes.
2014;38:766—74.

85



83.

84.

85.

86.

Parker SE, Werler MM. Epidemiology of ischemic placental disease: A focus
on preterm gestations. Semin Perinatol. 2014;38:133-8.

Tessier D. Maternal Obesity Induces a Pro- Inflammatory Uterine Immune
Response Associated with Altered Utero-Placental Development and
Adverse Fetal Outcomes. University of Ottawa, Canada; 2015.

Spradley FT, Palei AC, Granger JP. Immune mechanisms linking obesity and
preeclampsia. Biomolecules. 2015;5:3142-76.

El-Sharkawy F, Pustovrh MC, Martinez D, Salazar L. Patrén de expresion de
MMP-2 y TIMP-2 durante la cardiogénesis tardia en un modelo experimental
de obesidad materna. In: XXVI Congreso Estudiantil Colombiano de
Investigacion Médica (CECIM). Cali: Universidad del Valle; 2015.

86



ANEXOS

ANEXO 1: Protocolo para la diseccién del Gtero y obtencion de placenta de rata
Wistar

Introduccidn

La rata es un biomodelo ampliamente usado en estudios de placentacion e
histopatologia fetal, la duracion de la gestacion de la rata es de 22 a 23 dias, tiene
en promedio 12 crias, distribuidas en los dos cuernos laterales (Gtero bicorneo). La
implantacion del blastocisto en la superficie interna del Utero de la rata, ocurre al dia
6.0 de gestacion (dg) e intervienen diversos procesos necesarios para el anclaje del
blastocisto al endometrio de la superficie antimesometrial y la posterior anidacion
en el estroma.

En estudios relacionados con placentacion, se requiere de la obtencion de la unidad
feto-placenta, los pasos para obtener la muestra, parten de la sedacion profunda
del biomodelo materno, seguido del abordaje de la cavidad abdominal y la
exposicion del bloque, estdbmago, intestinos e higado; el cual debe ser desplazado
para acceder a los 6rganos reproductores femeninos y finalizar con la extraccion del
Gtero. En edades gestacionales avanzadas se puede observar bultos prominentes
correspondientes a los sitios de implantacion ubicados en cada cuerno uterino.
Cada sitio de implantacién tiene en su interior, la unidad feto-placenta y membranas
fetales.

Objetivo
Obtener placentas de un biomodelo murino durante gestacién tardia

Muestra
Placentas de 16.5 dias de gestacion de rata Wistar

Elementos de proteccion
1. Bata

2. Gafas

3. Guantes

4. Tapabocas

Materiales

Tijera mediana de punta recta

Pinza lisa mediana

Pinza con garra mediana

Pinzas de diseccion de punta fina (n° 5)
Tijeras de microdiseccion (de iris)
Cajas Petri

oOghrwNE
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7. Algodon
8. Pipeta Pasteur plastica

Equipos
1. Microscopio estereotaxico (Meiji RZT Techno)

Reactivos

1. Buffer fosfato salino (PBS)

2. PLP (peryodato, lisina,
formaldehido)

3. Alcohol al 70%

4. Hipoclorito de sodio al 0.5 %

Procedimiento

A. Preparacion de reactivos

Buffer Fosfato (PBS)

Solucién A Solucién B

27,6 g fosfato monobésico Fosfato de sodio dibasico anhidro
(NaH2PO4-H20)/ 1000 ml agua (Na2HPO4) se disuelven 28.4 g /
destilada 1000 mL de agua destilada

190 mL solucion A 0.2 M + 810 solucién 0.2 M mL B = 1000 mL de Buffer
fosfato 0.2 M pH 7.4

1000 mL de PB 0.2 M pH 7.4 + 1000 mL de agua destilada = 2000 mL de
PBO.1MpH7.4

Buffer fosfato salino (PBS): Por cada 1000 mL de PB agregar 8.9g de NacCl
Verificar que el pH sea aprox. 7.34.

Nota: Conservar a 4-8 °. Es estable por tres 0 mas meses. Desechar si aparecen
cambios de coloracién o precipitados.

PLP (peryodato, lisina, formaldehido)

Reactivo Para 1000 mL

Paraformaldehido 21.28g

Agua destilada 500 mL

NaOH 1 Normal Gota a gota

Peryodato de sodio 1.07g

Buffer fosfato 0.2M 235 mL

Lisina 6.85¢

Calentar el agua destilada a 58°C, agregar el paraformaldehido y aclarar gota
a gota con NaOH 1N. Una vez frio, agregar buffer fosfato 0.2M, peryodato de
sodio y finalmente la lisina. Almacenar refrigerado. Verificar que el pH sea
aprox. 7.34.
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Nota: Se usan 0.4 gramos de NAOH para preparar 10mL de solucion 1N.

Alcohol al 70%

Reactivo Para 1000 mL
Etanol 96% 729.2mL
Agua destilada 270.8mL

Mezclar el etanol con el agua destilada y verificar grado de alcohol con el
densitometro.

Hipoclorito de sodio 0.5%

Reactivo Para 100 mL
Hipoclorito al 5.25% 9.5 mL
Agua destilada 100

B. Preparacion del lugar de trabajo

Esterilizar previamente el instrumental, desinfectar el sitio de trabajo con hipoclorito
al 0.5% y empapelarlo con papel craft.

C.Técnica

Extraccién del utero bicorneo

Una vez dispuesto el biomodelo en el sitio de trabajo mantener anestesiado y
verificar la ausencia de los reflejos plantares, pinzando los cojinetes epidérmicos de
las extremidades inferiores con una pinza de garra mediana (Fig. 1). Antes de iniciar
el proceso, desinfectar la zona de incisién con alcohol al 70%. Posteriormente, con
pinza con garra mediana, realizar un pliegue de la piel ventral a nivel de la cavidad
abdominal y realizar un corte con tijera de diseccion en la regiébn umbilical, disecar
los musculos y las fascias hasta exponer el Gtero y demas visceras (Fig. 1y 2). Una
vez expuesta la cavidad abdominal, los 6rganos que no son objeto de estudio se
desplazan con cuidado fuera del biomodelo, para obtener un campo de vision mas
amplio y con una pinza mediana punta plana se pinza el Utero en el sitio de union
con el canal vaginal, se realiza un corte transversal con tijera mediana y con la
pinza de punta plana se levanta el utero unido a los ovarios y se extraer de la
cavidad abdominal (Fig.3). En la prefiez avanzada las implantaciones ubicadas en
los cuernos uterinos sobresalen entre las visceras (Fig.4). La ubicacion de las
implantaciones en los cuernos uterinos es importante, por esto es necesario
identificar cada cuerno, derecho o izquierdo, y enumerar las implantaciones
iniciando desde el extremo caudal (implantaciones mas préximas a la conexién con
la vagina), hasta las cercanas al ovario (Fig.5).

Los érganos reproductores se colocan en una caja Petri con buffer fosfato salino frio
0 solucién salina y se separan los ovarios del utero. Cada ovario se debe separar
del oviducto usando un estereomicroscopio y pinzas de punta fina n°5, que permita
separar los dos componentes y conservarlos sin dafios estructurales (Fig 5).
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Figura 1: A. Verificacion de la ausencia de reflejos plantares. B. Desinfeccion de la zona de
diseccién con alcohol al 70%. C. Seleccion del sitio de incision.
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Figura 2: A. Corte a nivel de la cavidad abdominal. B. Separacién y levantamiento de la
piel. C. Diseccion de musculos y fascias. D. Exposicién de las visceras.
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Figura 3: A. Desplazamiento de los intestinos y visualizacion de los 6rganos reproductores
de interés. B. Liberacion del dtero del canal vaginal.
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de la gestacion (16.5 dg).
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Figura 5: A. Organos reproductores femeninos. B. Enumeracion de los sitios de
implantacion y sitios de corte para extraccion del Utero y ovarios.
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Obtencién de unidad feto —placenta

La diseccion de estos sitios de implantacion requiere de un estereomicroscopio,
cajas Petri, buffer fosfato salino frio, pinzas de relojero de punta fina N°5 y tijeras de
iris para microdiseccion, el material de diseccién debe estar limpio, afilado y sin
imperfecciones en las puntas (Fig. 6).

N

Figura 6: Elementos usados en microdiseccion. A. El material de microdiseccion consta de
tijeras de microdiseccion y pinzas lisas de punta fina n°5, también se requiere de cajas Petri
de vidrio pequefias y medianas. B. La diseccién se hace bajo el estereomicroscopio (MEIJI
TECHNO), que consta de iluminacion y camara acoplada para la captura de imagenes.
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El Utero se retira de la cavidad abdominal y se coloca en una caja Petri, se separa
cada sitio de implantacion mediante cortes transversales en la region
interimplantacion usando las tijeras (Fig 7A). Cada implantacion se coloca en una
caja Petri de vidrio pequefia con buffer fosfato y se lleva a cabo la microdiseccion
con ayuda del estereomicroscopio. El proceso de microdiseccion consta de cuatro
pasos generales: 1) Se retira los restos de utero, con ayuda de las pinzas de
diseccion de punta fina 2) se realizar un corte en las membranas fetales para que
fluya el liquido amnidtico, 3) se retiran todas las membranas fetales y se observa el
feto unido a la placenta mediante el cordon umbilical 4) Separar el feto de la placenta
realizando un corte transversal en el cordon umbilical (Fig 7B y 7C).

Figura 7: A. Utero de rata con 16.5 dg. Las lineas punteadas muestran el sitio de corte
entre los sitios de implantacion B. Unidad feto-placenta de 16.5 dg envuelto por Gtero. C.
Feto envuelto en sus membranas (punta de flecha negra) y unido a la placenta (estrella
negra). Imagenes 7B, modificadas a partir de, Croy A,et al. The Guide to Investigation of
Mouse Pregnancy [Internet]. The Guide to Investigation of Mouse Pregnancy. Amsterdam:
Elsevier; 2014.

Codificacién de las muestras

El cddigo de rotulacion de las placentas, para el presente estudio se compone por
el codigo del biomodelo madre, la fase del proyecto (Fl o Fll), la “P” de placenta, la
posicion de la placenta en el utero (numero) y la lateralidad, para derecho “D” e
izquierdo “I” (Tabla 1).

Tabla 14. Codificacion de las placentas

Cédigo de la madre Fase Ubicacién en el Utero
RWC # FlI (uno) P# | (izquierda)
RWO # Fll (dos) P# D (derecha)
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Ejemplo: Placenta nimero cuatro del cuerno derecho de la rata Wistar grupo
control numero 11 perteneciente a la fase uno.

Las placentas y fetos son fijados por inmersion en PLP durante dos horas,
posteriormente se pasan a alcohol al 70%, y se almacenan a 4°C.

D. Desinfeccién y eliminacion de residuos

- Residuos de PLP: Estos residuos deben descartarse en los recipientes
asignados debidamente marcados como desechos de PLP. Se debe registrar
en el libro de registro de desechos el volumen de descarte, fecha y
responsable.

- Restos del biomodelo: Deber depositar en bolsa roja debidamente rotulada y
almacenada en nevera a -20 ° C para ser retirados por ruta hospitalaria.

- Material usado: Se debe desinfectar con hipoclorito de sodio y posterior
lavado con jabdn neutro.

- Dejar secar y guardar sitio respectivo.

- Los elementos de proteccion usados: Se descartan en bolsa roja.

Nota: El sitio de trabajo debe quedar limpio y ordenado.

Referencias
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ANEXO 2: Protocolo para el analisis macroscopico de la placenta de rata Wistar

Introduccién

La placenta es un O6rgano de interés debido a su importancia en el desarrollo
intrauterino del feto. El estudio de este érgano permite conocer las condiciones
intrauterinas que experimento el feto, lo cual es util al indagar las posibles causas
de los efectos adversos que este pueda presentar; ya que a través de la placenta
se relaciona la circulacion materna y fetal, mediante el intercambio de sustancias
nutricionales, productos de desecho y metabolitos. El estudio de la placenta, incluye
la determinacidén de parametros morfométricos, como son, el peso, el volumen, el
diametro y grosor. El peso es una medida para caracterizar la placenta y representa
la suma de otras dimensiones relacionadas con el crecimiento, como el area de
superficie y el grosor; el area de superficie placentaria da informacién sobre el
crecimiento lateral y expansivo del disco coridnico, esta dimension tiene en cuenta
el didmetro del disco coridnico. El grosor da informacion sobre la arborizacion de la
superficie de intercambio nutritivo, haciendo referencia a las vellosidades y la
vascularizaciébn. Estas dimensiones macroscépicas placentarias, se han
relacionado con la funcion del 6rgano, por ejemplo el aumento de la superficie
placentaria a espesas del aumento del diametro menor se ha considerado como un
mecanismo fetal de compensacién asociado a la malnutricién.

Objetivo

Obtener las medidas macroscoépicas placentarias de un biomodelo murino durante
gestacion tardia

Muestra
Placentas de 16.5 dias de gestacion de rata Wistar

Elementos de proteccion
1. Bata 2. Gafas 3. Guantes

Reactivos

1. Buffer fosfato salino (PBS)
2. Hipoclorito de sodio al 0.5 %

Materiales
1. Gotero
2. Toallas absorbentes

3. Pinza sin garra mediana
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4. Papel craft

Equipos
1. Calibrador digital (precision 0,01 mm)
2. Balanza digital calibrada (precisién 0,01 g)

Procedimiento

A. Preparacion de reactivos

Buffer Fosfato (PBS)

Solucion A Solucion B

27,6 g fosfato monobésico Fosfato de sodio dibasico anhidro
(NaH2PO4-H20)/ 1000 ml agua (Na2HPO4) se disuelven 28.4 g /
destilada 1000 mL de agua destilada

130 mL solucién A 0.2 M + 870 solucién 0.2 M mL B = 1000 mL de Buffer
fosfato 0.2 M pH 7.6

1000 mL de PB 0.2 M pH 7.6 + 1000 mL de agua destilada = 2000 mL de
PB 0.1 MpH 7.6

Buffer fosfato salino (PBS): Por cada 1000 mL de PB agregar 8.9g de NacCl
Verificar que el pH sea aprox. 7.34

Nota: Conservar a 4-8 °. Es estable por tres o mas meses. Desechar si aparecen
cambios de coloracién o precipitados.

Hipoclorito de sodio 0.5%

Reactivo Para 100 mL
Hipoclorito al 5.25% 9.5 mL
Agua destilada 101

B. Preparacion del lugar de trabajo

El sitio de trabajo debe ser desinfectado con hipoclorito al 0.5%.
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C. Técnica
1. El peso de cada placenta, se realiza usando una balanza digital con

precision de 0,01 g (Fig. 1).

Figura 1: Pesaje de placentas en balanza digital.

2. Las medidas de superficie placentaria se determina el area de una elipse.
Diametro menor x diametro mayor x [1/4 (=[]r?), dénde el didmetro mayor y
menor se miden colocando las pinzas del calibrador digital, precision 0.01
mm en los bordes de la placenta, los dos ejes de medida deben cortarse
perpendicularmente en el centro de la placenta (Fig. 2).

Ejes de medida Diametro mayor Diametro menor

~—  Eje mayor /_
Eie menor 3

Figura 2: Demostracion de la forma de medir el didmetro mayor y menor de la
placenta murina. Imagenes propias.

3. El grosor placentario se debe medir tomando como referencia el sitio de
insercion del corddén umbilical, usando un calibrador digital de precision
0.01mm (Fig.3).
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Figura 3. Medicion del grosor de una placenta de rata. Imagen propia.

4. Se calcula el volumen placentario usando la siguiente formula: []r? x grosor

Nota: Las muestras deben estar constantemente humedecidas con buffer fosfato,
durante las determinaciones.

Los datos se consignan en un formato de acuerdo a la codificacion establecida en
el anexo 1.

D. Desinfeccién y eliminacidon de residuos

- Material usado debe ser desinfectado con hipoclorito de sodio 0.5%, luego
debe ser lavado con jabdn neutro, se debe dejar secar y luego organizar en
su sitio respectivo.

- Los elementos de proteccidén usados: Se deben descartar en bolsa roja.

Nota: El sitio de trabajo debe quedar limpio y ordenado.
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ANEXO 3: Protocolo procesamiento histoquimico de la placenta de rata Wistar

Introduccién

La observacion de estructuras histolégicas y celulares a través del microscopio de
luz es posible en muestras delgadas y tefiidas. Las muestras delgadas permiten el
paso de haces de luz y la tincion facilita demostracién de estructuras de interés.
Para la obtencion de secciones delgadas, la muestra debera someterse a un
proceso de fijacion, deshidratacion, aclaramiento e inclusion en parafina, que
permitira obtener una muestra lo suficientemente dura para la realizacion de cortes
muy delgados. Existen instrumentos como el micrétomo de rotacion, que permiten
obtener secciones del orden de micras y es el mas usado para las técnicas
histoldgicas de rutina. Para la ulterior observacion en microscopio de luz, las
secciones deberan someterse a procesos de tincién, debido a que la mayoria de
los tejidos de origen animal son incoloros.

La coloracion con hematoxilina-eosina es una de las técnicas mas empleadas y
ampliamente aceptadas para el estudio de tejidos y células. Esta tincién diferencial
brinda propiedades de coloracién especifica a ndcleos y citoplasmas celulares. Los
ndcleos se tifien mediante hematoxilina, se pueden observar color azul, azul
morado, violeta, pardo oscuro o negro. El citoplasma y material extracelular se tifie
con eosina, dando como resultado diferentes tramas de rosado.

Objetivo
Obtener cortes delgados de placenta a nivel de micras listos para tincion y marcaje

Muestra
Placentas de 16.5 dias de gestacion de rata Wistar fijadas en PLP y postfijjadas en
alcohol al 70%

Elementos de proteccidn
1. Bata 2. Gafas 3. Guantes

Materiales

Pinzas lisas

Toallas absorbentes
Casetes de inclusion
Moldes metalicos

Lapiz

Cuchillas minora
Pinceles

Cuchillas para micrétomo
Portaobjetos

©CoNoO~wNE
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10.
11.
12.
13.
14.

Portaobjetos cargados
Canastillas metalicas
Lapiz punta diamante
Cubreobjetos

Papel filtro

Equipos

CONOOURARWNREED ONOOAWNE

Cémara extractora (FEX 120)
Procesador de tejidos (Leica TP 1020)
Estacion de inclusion (Histocentre 3)
Plancha (Thermolyne)

Agitador y magneto (Fisher Cientific)
Micrétomo de rotacion Leica RM 2255
Bafio de flotacion (Boekel Scientific )
Horno (Thelco)

eactivos

Alcohol de 70%

Alcohol 80%

Alcohol de 95%

Alcohol 100%

Xilol

Parafina (Histoplast PE)

Agua destilada

Gelatina (Gelatin from porcine skin Type A) Sigma-Aldrich
Hielo

Bateria de tincion de hematoxilina-eosina
Consul Mount

Hipoclorito de sodio 0.5%

Detergente
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Procedimiento

A. Preparacion del lugar de trabajo

Antes de iniciar el procedimiento se debe:
e Realizar limpieza del sitio de trabajo
Alistar previamente el material que se va a utilizar
¢ Iniciar el procesador de tejidos una hora antes de iniciar el procesamiento de
la muestra, para que la parafina esté totalmente liquida.
¢ Rotular los casetes de inclusion con el codigo de la placenta y se adicionara
el item “mitad” (Tabla 1).

Tabla 115. Codificacion de bloques

Cédigo de la madre Fase Ubicacién en el Gtero Mitad
RWC # FI (uno) P# | (izquierda) a
RWO # Fll (dos) P# D (derecha) b
Ejemplo: Mitad “a” de la placenta RWC11P4D. RWC11FIP4Da
B. Técnica

Seleccion de la muestra

Las placentas almacenadas en alcohol al 70% se dividen en dos partes iguales
utilizando una cuchilla minora, el corte se debe realizar siguiendo el eje mayor
placentario, a través de la insercién de cordén umbilical (Fig.1). Las mitades se
colocan en casetes rotulados utilizando una pinza lisa mediana. Los casetes se
depositan en el primer recipiente del procesador de tejidos, correspondiente a
alcohol al 70%.

Figura 1: Division de la placenta a través del eje mayor. Modificado de Furukawa et al.,
2014.

Deshidratacion, aclaramiento e infiltracion

Las muestras se llevan al procesador de tejidos, equipo que permite la
deshidratacion y la parafinizacion de las muestras, consta de 12 vasos (Fig. 2). Se
tomd como base el protocolo descrito por Croy A, et al. 2014, con modificaciones
(tabla 2).
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Tabla 2. Protocolo a programar en el procesador de muestras.

Reactivos Reactivos Numero de vasos | Tiempo por vaso
Deshidratacion | Alcohol 70% 1 45 minutos

Alcohol 80% 1 45 minutos

Alcohol 95% 2 45 minutos

Alcohol 100% 4 45 minutos
Aclaramiento Xilol 2 45 minutos
Infiltracion Parafina 2 1 hora
Total 9 horas y 30 minutos

Inclusién en parafina

Los casetes se retiran del procesador de tejidos (Fig. 3) y se trasladan a la estacion

de inclusién (temperatura 60 °C).

Figura 2: Procesador de tejidos Leica TP 1020

Figura 3: Estacion de inclusion- Histocentre 3.

1. Los casetes se depositan en un zona caliente dentro de la estacién junto con

los moldes metalicos
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2.

3.

B

o

No

Se verifica que la llave reguladora de parafina esté abierta lo suficiente y se
procede a llenar los moldes metélicos de parafina liquida
Se ubica la muestra en el molde metalico sobre el eje de division (Fig. 4)

Figura 4: Ubicacién de la muestra en el molde metélico.

Se desplaza el molde hacia la zona fria haciendo presion negativa sobre la
muestra; se debe sostener el molde en la zona fria hasta que el fondo se
solidifique

Rapidamente se coloca la base del casete sobre el molde metalico (la tapa se
descarta) y se agrega mas parafina liquida; sin dejar rebosar.

Luego se pasa a la placa fria para que la parafina termine de solidificar.
Después de que la parafina esté solidificada, se retira el molde metélico y la
muestra queda lista para el proceso de corte.

Corte en microtomo

El lugar en el que se realiza el procedimiento debe estar limpio, poseer buena
iluminacién y en él estar dispuestos los materiales que se necesitan para todo el
procedimiento, tales como:

Cuchillas para desbastar

Cuchillas para el micrétomo

Pinceles

Portaobjetos

Barfio de flotacion, la temperatura de trabajo sera de 40°C.

Nota: Para cortes que se someten a técnica histoquimica, se debe agregar gelatina
al bafio y se espera hasta que se solubilice (2 g de gelatina en agua destilada). Los
cortes para inmunohistoquimica se deben recoger en portaobjetos cargados y el
bafio no necesita contener gelatina (para eliminar los restos de gelatina del bafio
maria es necesario lavarlo previamente con agua caliente).
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Se debe llevar a cabo una serie de procesos sobre el bloque de parafina antes de
hacer el primer corte Gtil de la muestra.

1. Se debe considerar cudl de las caras es la que primero se ponga en contacto
con la cuchilla. Esta cara debe ser mas ancha que la opuesta, y ambas han
de ser paralelas; para lo cual se debe retallar el bloque hasta hacer una
piramide truncada.

2. Los bloques retallados se colocan en una cubeta de hielo

3. Preparacion del micrétomo para el corte (Fig. 5y 6)

e La cuchilla se saca del su contendor y se limpia con alcohol para
eliminar la sustancia grasosa de su superficie

e La cuchillada debe de estar orientada en un angulo de uno 3°
respecto a la superficie de corte

e El grosor de corte se debe ajustar a cuatro micras

e La muestra se coloca en el porta muestras, y luego se lleva éste
soporte hacia atras

¢ La muestra se manipula por medio de la manivela del microtomo

Figura 5:

Figura 6: Ubicacion del bloque en el micrétomo
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4. Se debe llevar a cabo un proceso de desgate para llegar a la muestra

5. Una vez comenzado el corte de la muestra se obtienen tiras de secciones
unidas por las caras paralelas a la cuchilla. Estas tiras se manipulan con
pinceles y, antes de su fijacion definitiva en la superficie de un portaobjetos,
se deben estirar para que el tejido quede perfectamente extendido (Fig.7).

6. Los cortes se depositan en un tanque de flotacion con 35 °C a 40 °C de
temperatura, el calor permite la extension de los cortes (Fig. 7).

Figura 7: Proceso para la obtencién de cortes parafinados

7. Se recogen tres cortes seriados de cuatro micras por placa (fig. 8 y 9).

Figura 8: Forma de colocar los cortes para histoquimica

Figura 9: Forma de colocar los cortes para inmunohistoquimica

Nota: antes de extender la muestra en el portaobjetos, éste debe estar debidamente
marcado con un codigo especifico usando un I4piz de punta diamante.

8. Los cortes en portaobjetos se deben llevar al horno de secado a una
temperatura entre 35 °C y 40 °C durante toda la noche (Fig. 10).

9. Una vez secos, los portaobjetos con las secciones estan listos para el
procesamiento posterior.
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Figura 10: Secado de las placas en horno a 37°C

Al finalizar el trabajo se debe dejar todo limpio y ordenado; llenar los formatos
correspondientes a los equipos utilizados.

Codificacion
La codificacion de las placas debe ser igual a la del bloque origen y se le adiciona

el tipo de tincion (hematoxilina-eosina=HE, Inmunohistoquimica=IH) y el nimero de
la placa (Tabla 3).

Tabla 3. Codificacion de placas

Caodigo de la Fase Ubicacién en el Mitad | Tincidbn | Numero
madre atero de la placa
RWC # FI (uno) P# | (izquierda) a H-E #
RWO # Fll (dos) P# D (derecha) b IH

Ejemplo: Placa numero tres del bloque RWC11FIP4Da con tincidon de hematoxilina-

RWC11FIP4Da-HE-03

eosina

Tincion
Se debe preparar la cabina extractora para trabajar con la bateria de tincion (Fig.
11).

Figura 11: Bateria de tincion de Hematoxilina-eosina
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Coloracion de hematoxilina-eosina
Para realizar la coloracién de hematoxilina- eosina se deben seguir los siguientes

pasos
1. Desparafinar
Reactivo | Pases | Tiempo (minutos por pase)
Xilol 2 3
2. Hidratar

Con alcohol etilico o isopropilico. Se realizan sucesivos lavados en alcohol en
concentraciones decrecientes:

Reactivo Pases Tiempo (minutos por pase)
Alcohol 100% 2 3
Alcohol 95% 2 3
Alcohol 70% 1 3

Se elimina el alcohol sobrante de las muestras con una servilleta de papel y se dejan
en un recipiente con agua corriente por 3 minutos para permitir la hidratacion de la
muestra.

3. Coloracion con solucion de hematoxilina
Para las muestras de placenta de murino se dejan de cinco (5) a siete (7)
minutos.

4. Se hace un lavado en agua corriente por tres (3) minutos

5. Se elimina el exceso de colorante, usando alcohol acido, realizar un lavado

de tres (3) segundos

6. Se lava en agua corriente por tres (3) minutos
7. Se emplea solucion de carbonato de litio al 1% durante 30 segundos
8. Se lava con agua corriente durante tres (3) minutos
9. Se colorea con solucién alcohdlica o acuosa de eosina por dos (2) minutos
10.  Se deshidrata en bafios crecientes de alcohol
Reactivo Pases Tiempo por pase
Alcohol 95% 1 3 segundos
Alcohol 100% 1 3 segundos
Alcohol 100% 3 3 minutos

11.Se aclara el tejido empleando xilol

Reactivo | Pases | Tiempo (minutos por pase)
Xilol 3 3

En estas condiciones las muestras estan preparadas para realizar el montaje
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12. Montaje

Al terminar el proceso de coloracion se procede a montar las placas usando una
gota de Consul Mount (soluble en xilol) en un cubreobjeto, este se coloca sobre la
muestra ubicada en el portaobjeto cuidando evitar la formacion de burbujas.

C. Desinfeccion y eliminacion de residuos

El material usado se debe desinfectar con hipoclorito de sodio al 0.5%y lavarse con
jabdn neutro. Se deja secar y se organiza en su sitio respectivo.

El recipiente metélico del procesador de tejidos y los moldes metélicos se deben
lavar con agua y jabdn caliente para que se pueda retirar la parafina.

Los elementos de proteccion usados se deben descartar en bolsa roja.

Nota: El sitio de trabajo debera quedar limpio y ordenado.
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ANEXO 4: Protocolo para la captura y reconstruccion de imagenes placentarias -
uso del programa lasv4.7 y la aplicacion Image Builder (LIB)

Introduccion

Las muestras coloreadas pueden ser observadas y evaluadas al microscopio de luz,
sin embargo hoy en dia existen herramientas que permiten adquirir la imagen digital
completa, mediante la reconstruccion de una imagen panoramica. Para la captura
de las imagenes se deben ajustar los parametros de las aplicaciones usadas de
acuerdo a las caracteristicas de tincion y grosor que tenga la muestra, que permitan
obtener una imagen unificada de alta calidad.

Objetivo
Obtener imagenes digitales de las muestras de placenta para su posterior andlisis

Muestra
Placas de placentas de 16.5 dias de gestacion de rata Wistar procesadas para
técnica histoquimica y coloreadas con hematoxilina-eosina

Elementos de proteccion
1. Bata 2. Guantes

Materiales

Xilol

Alcohol isopropilico

Toallas absorbentes

Copitos de algoddn

Reglilla de calibracion (Olympus) 1/100= 0.01mm

agkrwnhE

Equipos
1. Microscopio Leica DM750 con camara acoplada DFC 295

Software

1. Aplicacion LASV4.7
e Herramienta Image Builder (LIB)
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Procedimiento

A. Preparacion del sitio de trabajo

Antes de iniciar la captura de las imagenes, se deben escoger las placas,
seleccionar los cortes, limpiar las superficies de las placas con xilol y toallas
absorbentes. Se debe verificar que el microscopio de luz se encuentre limpio, de lo
contrario, limpiar objetivos usando alcohol isopropilico y copitos de algodén.

B.

ONoOORWNE

Pasos para la capturay reconstruccién

Iniciar el computador

Encender el microscopio

Colocar la placa sobre la platina del microscopio

Abrir por completo el diafragma de campo

Abrir el diafragma de apertura (Diafragma del condensador)

Enfocar la muestra con objetivo de 4x

Regular la intensidad de luz desde la perilla de control de iluminacion
Iniciar la aplicaciéon LASV 4.7 (Fig. 1)

Figura 1: Icono de aplicacién
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9. El enfoque del microscépico, es diferente al que se proyecta en la aplicacion,
por lo que se debe enfocar observando a la pantalla del computador, para esto
se debe verificar en la pestafa “Mic1”, el objetivo seleccionado, luego ubicarse
en la pestaia “adquirir’ , seguido de la pestafia “camara” (Fig. 2 y 3).

LAS Core -| Fichero Opciones  Ayuds x

Figura 2: Veriﬁcacféh del objetivo seleccionado en la pestana “Mic1” de la aplicacion Las
V4.7 (flecha amarilla).

Figura 3: Enfoque de la imagen en la aplicacion LASV4.7. Flecha amarilla, pestafia
“adquirir’; flecha azul, “camara.” Recuadro rojo, opciones de ajuste de exposicion.
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10. Ajustar los parametros de la captura segun el grosor y tincion de la muestra (Fig.
3).

Exposicién 11.9 ms (10.00-20.00ms)

Ganancia 1.4 x (1.0x-2.5x)

Saturacion 0.7 x (0.5x-0.75)

Gamma 1.13 (0.70-1.15)

11. Ajustar balance de blancos moviendo la platina hasta donde se observe una
parte de la placa sin muestra y dar clic sobre el icono “balance de blancos
automatico...” (Fig. 4)

- Fichero Opciones  Ayuda

Configuracién de hardwere : DMTSODFC25 R- G- B-en X- Y- Platina X- Y- Z-

Figura 4: Ajuste de balance de blancos

12.Crear carpeta para el almacenamiento de las imagenes adquiridas. Abrir el
navegador de la barra de la derecha, dar clic en el icono “crear un nuevo “New
folder” y seleccionar la ubicacion para crear la carpeta (ej. Desktop). Escribir
el nombre de la nueva carpeta (ej. Placenta...) y cerrar la ventana del navegador
en la “X” (Fig. 5).
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Configuracién de hardware : DM7S00FC325

Configuracién de hardware | DM7S00FC325

Figura 5: Creacion de carpeta para guardar las imagenes capturadas. A. Flecha amarilla,
primer paso; flecha azul, segundo paso; flecha roja, tercer paso. B. Flecha amarilla,
nombrar carpeta; flecha azul, opcion “adquirir imagen; flecha roja, pestaria “examinar.
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13.Se puede tomar una foto para probar los parametros de captura, usando la
opcion  “adquirir imagen”, en la parte inferior izquierda de la aplicaciéon y
observar la captura utilizando la pestana “examinar”, en la parte superior (Fig.
5b).

14.Una vez ajustados los parametros de captura, seleccionar la pestana “LIB”, para
ir al menu de la herramienta de reconstruccion, luego seleccionar la opcién
“‘extender en el eje XY” (Fig. 6).

Extender en el eje Z
Extender en el sje X2

Seica

Configuracién de hardware : DMTS00FC325 R- G- B-en X- Y- Pletina X- Y- 2

Figura 6: Entrada la herramienta de reconstruccion de imagenes. Flecha amarilla, pestafia
“LIB’; flecha azul, opcion “extender en el eje XY”.

15.Para iniciar la captura de la imagen dar clic en la opcién “comenzar a construir
imagen”, de la parte superior de la aplicacién. En una ventana adicional se
observa la imagen en vivo que permite guiar la captura (Fig. 7).

16. Al iniciar la captura aparece la primera foto demarcada con un recuadro verde y
corresponde a la imagen enfocada. Para enfocar la nueva imagen se pausa la
captura con el mismo icono que antes decia “comenzar a construir imagen”, el
cual mientras se esté capturando pasa de un punto rojo ( @ ) a un signo de

pausa ( E ), (Fig. 8).
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) Constructor de Imagen en Directo - Eje X/Y

SNEEREEEREEIEEER
Comenzar construir imagen|

|6

Figura 7: Inicio de la aplicacion Image Builder (LIB), flecha amarilla; recuadro rojo, imagen
en vivo.

[ Constructor de Imagen en Directo - Eje X/Y =6 3

Figura 8: Primera imagen capturada con el LIB.
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17.Mientras la captura este en pausa se puede mover la platina del microscopio y
observar la nueva ubicacion en el recuadro de la derecha que muestra la imagen
en vivo. El siguiente sitio de capturar debe tener un recuadro verde, esto indica
que la aplicacion reconoce la ubicacién de la imagen y la puede pegar con la
anterior imagen capturada, si se observa un recuadro rojo, se debe mover la
platina hasta que llegue al punto de captura correcto (Fig. 9).

18.Luego de ubicar el nuevo sitio de captura, dar clic en la opcién “comenzar a
construir imagen” y aparece la nueva imagen, se sigue haciendo lo mismo hasta
reconstruir la imagen requerida (Fig. 9)

£ Constructor de Imagen en Directo - Eje X/Y

w (o [A1[®) (=]) (QQ[EE) (~[E[~]?7)

Figura 9: Continuacion de la reconstruccion. Flecha amarilla, “comenzar a construir
imagen”.

19.Finalizada la reconstruccion, guardar la imagen haciendo clic en la opcion “volver
a LAS”, ubicado en la parte superior de la aplicacion, emerge un cuadro de
didlogo y en este, dar clic en la opcion “Save” (Fig. 10).

20.Nombrar la nueva imagen reconstruida y seleccionar el formato “TIF”. La imagen
gueda almacenada en la carpeta creada previamente (Fig. 11).

21.La imagen reconstruida se puede observar en la pestafia “examinar”. Para
recortar las imagenes irregulares, ir a la pestana “procesar”, elegir la opcion
“realce”, luego “recortar” y dar clic en “iniciar” (Fig. 12).
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) Constructor de Imagen en Directo - Eje XY

(- [=%) (=[] GRIEE

Constructor de Imagen en Direct

Desen guardarfa imagen?

Figura 10: Finalizacion de la captura y almacenamiento de la imagen. Flecha amarilla,
opcion “volver a LAS’; flecha azul, opcién “save”.

3 Favoritos

1% Descargas
% Sitios recientes FA1 7

LR Bt

Extenderen eleje Z " G Bibliotecas £30-3c54-501088. RWC...
S ddazlb

[3 pocumentos
) = Imagenes
Extender en el efe XYZ X o Misica

B Videos

| 1] 4D 42 |2 |&° |3

B Investigadores
™ Equipo
€ Red

155 Panel de control ~

Nombre: Placenta dx RWC...1|
Tipo: [TIFE

= Oculter corpetas

Seica

Configuracién de hardwere : DMTS0DFC125 R- G- B-en X- Y- | Pisina X- - 2-

Figura 11: Seleccién del formato de almacenamiento de la imagen capturada.
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Cambier briflo/contraste/Gamma )
Combier matiz/saturacibintensided )

-
&
)
=
o
2
c
@
g
=

£88
oo

) [

Corfigurscién de herdware | DMTSIDFC25 R- G- B-en X- Y- | Pretina X- Y- 2-

Figura 12: Edicion de la imagen reconstruida. Flecha amarilla, opcion examinar; flecha azul,
opcién procesar; flecha roja, pestafia ‘realce”; flecha verde, opciéon “recortar’; flecha
naranja, opcion “iniciar’.

22. Al iniciar el recorte, aparece un recuadro negro de guia, que permite ajustar el
limite de corte, una vez ajustado el recuadro, dar clic en la opcién “finalizar”
(Fig.13).

23.Dar clic en aplicar, en el cuadro de dialogo seleccionar la opcién de
reemplazar la imagen (Fig. 14).

24. Al terminar la capturar las imagenes, cerrar la aplicacion LASV4.7, retirar las
imagenes en una USB, no se deben dejar imagenes guardadas en el equipo.
Apagar el equipo y el microscopio, este debe quedar en el objetivo de 4x, con la

intensidad de luz minima, diafragma en 4x y tapado. No olvidar llenar el registro de
uso.

Nota: El equipo permanece calibrado, en caso de que no lo esté, se debe hacer la
calibracion de la aplicacion, previo a la captura de imagenes. Para calibrar, seguir
los pasos a continuacion descritos.
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128, 1122, enchuralOss, oftura 515

Confirmar

Leico QEEEETD

Configuracién de hardware : DM7S00FCI25 R- G- B-en X- Y- Platins X- Y- 2+

Figura 13: Finalizacion del recorte de la imagen reconstruida.

LAS Core - Fichero Opciones Ayuda
T
e ——

[ Recrolozer

Reemplazar s imagen guardada por a imagen reslzads

gj Crear duplicada

Loico QD

Configuracién de hardware : DMTS00FC25 R- G- B-en X- Y- PletinaX- Y- Z-

Figura 14: Imagen recortada y almacenamiento. Flecha amarilla, opcién “aplicar”;
flecha azul, opcion “reemplazar’.
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C. Calibracion de la aplicacién LASV4.7

1. Se debe colocar la reglilla de calibracion (Olympus) 1/100= 0.01mm, en el
microscopio, enfocarla en el objetivo de 10x y realizar la captura, seleccionando
la pestafia “adquirir” en la parte superior de la ventana, luego dar click en la parte

inferior, en la opcion “adquirir imagen” y guardar en la carpeta de
almacenamiento, previamente seleccionada (Fig.15).

H\ll\ll\ HII\I ;

il \\4 I H(UH U!\N HI\UH \\H‘M \\\‘W

Norbre de imagen Descrocin _ Notes

Microscope Nosepiecs Objectve Megniic. _ Exposicién de camara Tipo de imagen de carma._Forrmalo de caphure de ca

Soico QEEEIEED |-

‘Configuracitn de hardware - Configuracitn Esténdar

R G- Boen X Y- PatiaX- Y- 2-

Figura 15: Capturar imagen de la regleta de calibracion.

2. Seleccionar la pestafia “examinar” y luego “opciones”(Fig. 16).

3) B[ [l 8 W) (5

demager decinare

g 3.3 e tatzson e

Rl IEDIENEE

\lll I IH‘HHH\H llHHIIlH H‘HH?‘HN H\‘VH H\\\W

[ ]t

Figura 16: Ruta para realizar la calibracion
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3. En opciones seleccionar “actualizar calibracion” (Fig. 17)

e 4
> 009292 ]
= Exsminar Image st al P
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UH\\H ||HHH’IIH UH‘M IH‘NH HH\IH\

5 ¢) FoEE DD [EcLLE B n k6N«

H\I I‘I I ll

Figura 17: Continuacion de ruta para realizar la calibracién.

4. Seleccionar “manual desde linea de medicion” (1), con la linea roja medir la
imagen de la regleta (2), en “longitud” colocar la cantidad a la que equivale la

medicion (3) y luego “aplicar” (4) (Fig.18).

LAS Cor Fichero Opoones Ayuda X
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W fcusir ot (]
R propied -=:]
W Acualics: s sndsdes =
B
L{
B

Cenlguracién de hrdware  Confguracién Estinder R- G- Boen X- Y- PlainaX- Y- 2

Figura 18: Calibraciéon manual con reglilla.
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D. Codificacion de las fotografias

La codificacidon de las fotografias corresponde a la: codificacion de la placa, la zona
fotografiada (ZU- zona de union 6 ZL-zona de laberinto), el objetivo usado y el
namero de foto (Tabla 1).

Nota: Las reconstrucciones no llevan la parte de la “zona fotografiada”.

Tabla 1. Codificacion de fotografias

Cddigo | Fase | Ubicacion | Mitad | Tincién | #de | Zona | Aumento | #
de la en el atero placa foto
madre
RWC # Fi P# | a HE ZU 4x
RWO # | (uno) | (izquierda) b IHQ # ZL 10x #
Fll P#D 40x
(dos) | (derecha)

Ejemplo: Zona de laberinto, foto dos de la placa RWC11FIP4Da-HE-03 capturada

con objetivo de 4x
RWC11FIP4Da-HE-03-ZL- 4x- 02

Al terminar la captura de imagenes se debe limpiar la placa con toalla absorbente.
IMPORTANTE: Al finalizar el microscopio debe quedar con la intensidad de luz
minima, diafragma del condensador en 4x, objetivo en 4x y apagado.

Se debe cerrar la aplicacion LASVA4.7, retirar las imagenes capturadas del
computador y apagar el equipo.

E. Limpieza

Se debe diligenciar el formato de uso de equipo.

Referencias

Leica Microsystems [Internet]. 2016 [cited 20 September 2016]. Available from: http://www.leica-
microsystems.com/es/productos/software-de-microscopia/ciencias-de-los-
materiales/detalles/product/leica-las-live-image-builder/
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ANEXO 5: Protocolo para la realizacion de medidas placentarias con image-pro
plus

Introduccidn

Existen diversos software para el andlisis de imagenes, que permiten procesar y
obtener informacién de imagenes capturadas con camaras acopladas a
microscopios. Uno de los software ampliamente utilizado para el analisis de
imagenes es el Image-Pro Plus que proporciona varias herramientas de captura,
procesamiento, medida, archivo, analisis, entre otras funciones.

Objetivo
Realizar mediciones en imagenes de cortes de placentas de biomodelos murinos

Muestra
Imagenes de placentas de 16.5 dias de gestacion de rata Wistar obtenidas mediante
técnica histoquimica coloreadas con hematoxilina-eosina

Materiales
1. Imagenes adquiridas con LASV4.7

Software
1. Image-Pro Plus

Procedimiento

Durante la captura previa de imagenes, se debe capturar una imagen de la regleta
con cada objetivo, usado para la obtencion de imagenes placentarias destinadas al
analisis.

A. Calibracién
Abrir el programa Image-Pro Plus y calibrar: Se utiliza la regleta de calibracion
Olympus, 0.01mm (1/100) para cada aumento (4x, 10x, 40x y 100x).

Abrir imagen de la regleta (Fig.1).

Seleccionar la pestafia “measure” de la barra de herramientas (Fig 2).

Segquir la ruta “calibration” - “spatial” (Fig. 2).

En el cuadro de didlogo de “Spatial calibration” (imagen Fig. 3):

a) Seleccionar la opcion “New”- Create a new spatial calibration”.

b) Colocar el nombre de la calibracién (placenta 4x, placenta 10x y placenta
40x), en la opcion “name” y dar clic en la opcion “System”

c) Enla opcién “Unit”, seleccionar micras (um) como unidad de medida.

d) Seleccionar la pestaia de “Image”

e Escoger la cantidad de micras (um) a medir en la regleta y dar clic sobre el
icono verde del recuadro de “scaling” (Fig. 4).
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Bmgerors h - ¥ b
Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help
New... Ctrl+N

. Open.. Cul+O |
Image Database.

Reload

Close...
Save.. Ctrles
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Batch Conversion...

File Signature..
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Send Mail...

Remote File Transfer 3
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Screen Capture...

Print Screen F6
Print Ctrl+P

Mosaic Image...

Exit...

Figura 1: Ruta para abrir una imagen en Image-Pro Plus.
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File Edit Acquire Sequence Enhance Process m Macro  Window Help

SHiiwC SRR 2§ e v Spatial Calibration Wizard... Y TR L LY
Count/Size... Select Spatial... -
Sort Objects... - Spatial...
Measurements... Set System...

Measure Distances... e
Manual Tag... Step Tablet...
Caliper... Ty
Co-Localization... SRR
Track Objects... i

Linearize Image

Snap Measurements...

Linearize Mew

Histogram...
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Figura 2: Ruta para abrir la pestafia de calibracion.
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) reglet 0.01mm 40xjpg (1/1) e Spatial Calibration - regleta 0.01m... BEESS

X

= %,m_agej Mark.

Name: |R v
[ca ]

IV List reference calibrations only
Angle Offset
7 ! ID—E Image i Close

IV Calbration s a reference cal.
From resolution | 600 % 600 DPI

System cal: <none>

Unit [um -

|~ Convert when change units
: Units/piel _Sysen |
1  Pirels/urit @ Urits/pi New
ls XN
Image | De@cﬂme a new spatial calibration|
Y1
§ Del. All

Aspect Ratio
[ 1] e | [0iaii]

- Origin (Pixels) ‘Wizard...

Figura 3: Cuadro de didlogo “Spatial calibration”. Flecha amarilla, opcion “Create a new
spatial calibration”; flecha azul, opcién “image”.
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Figura 4: Escala para calibracion.

e Medir la imagen de la regleta con la herramienta de escala usando el clic
izquierdo sostenido, una vez terminada la medicion dar clic en “ok” (Fig. 5).

e Dar clic en la opcién “apply”, del cuadro de didlogo de “Spatial calibration”
(Fig.3).
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File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help
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Figura 5: Medicion de la regleta de calibracion. Flecha amarilla, herramienta de escala;
flecha azul, opcion “ok’.

Scaling

Position line over length reference.

Reference represents how many units?
£ S|
Cancel

e

Nota: La calibracién debe realizarse para cada aumento

5. Abrir la foto a medir, seleccionar la opcion “spatial calibration” y escoger la
calibracion para el aumento especifico de la imagen (placenta 4x, placenta 10x
y placenta 40x), y dar clic en “ok” (Fig. 6). En el mismo cuadro de didlogo se
encuentra la opcion “Marker”, que coloca la regleta de referencia en la imagen,
se debe seleccionar la dimension de la escala en “Marker length” y dar “ok” (Fig.
7).

#)) Image-Pro Plus - RWC12FIP-HE-02-4X.if (1/1) =@ =

File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help
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#) RWCL2FIPO-HE-02-4X £ (1/1) \EIN

Figura 6: Seleccion de la calibracion especifica para cada imagen a analizar. Flecha
amarilla, opcion “spatial calibration”; flecha azul, seleccion de la calibracion; flecha roja,
opcién “Marker”, coloca regleta en la imagen.
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Figura 7: Cuadro de diadlogo de la opcién “Marker”.

6. Para iniciar la mediciones de grosor, dar clic en la opcion de la barra de tareas
“Measure lengths and distances” (Fig. 8).

#3 Image-Pro Plus - RWC12FIPS-HE-02-4X.if (/1) (=0l
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Figura 8: Herramienta de medicién, “Measure lenghts and distances” (flecha amatrilla).
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7. Hacer zoom al 25%, en las imagenes para realizar las mediciones
correspondientes (Fig. 9).

#) Image-Pro Plus - RWCI2FIPO-HE-02-4X8if (V) _—_— . W

File Edit Acquie Sequence Enhance Process Messure Macro Window Help ~
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ZoomIn
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Zoom

» AV Zoom10 %
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Zoom 50 %
Zoom 100 %
Zoom 200 %
Zoom 400 %
Zoom 800 %
Zoom 1600 %

Local Zoom
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Tint Green
Tint Blue
Apply Dye Tint...
Remove Tint

Set Capture AOI

Information...

Figura 9: Zoom de las imagenes a medir.

8. Usando la herramienta de medicion de longitudes y distancias, se traza una linea
central perpendicular al punto de insercion del cordén umbilical, la cual atraviesa
toda la muestra placentaria, luego se trazan dos lineas paralelas a ella, una a
cada lado, con una distancia interlineal de aproximadamente 800 micras, esto
se hace para determinar el grosor placentario central. Del mismo modo, se
trazan las mismas tres lineas, pero con la diferencia de que solo abarquen la
zona del laberinto y asi determinar el grosor de esta zona. (Fig. 10y 11).

7)) Image-Pro Plus - RNC12FIPO-HE-02-4Xif (/1) L .

File Edit Acquie Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help
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Figura 10: Uso de la herramienta de “Measure distance”.
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= Grosor placentario . Grosor central de la zona del
central u laberinto

Figura 11: Medicién del grosor. A. Grosor placentario central. B. Grosor central de la
zona del laberinto.

9. Usar la herramienta de captura “snap picture of image with measurement
overlays” y guardar la imagen nueva con la codificacion establecida (tabla 1),
(Fig.12).

#3 Image-Pro Plus - unti wy - oD S
File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help 7
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#) RWC12FIPO-HE-02-4X.8f (1/1) N |

Figura 12: Captura y almacenamiento de imagen con mediciones. Flecha amarilla, opcién
“snap picture of image with measurement overlays”; fleche azul, nueva captura de la
imagen con mediciones.

10.Para iniciar la mediciones de area, dar clic en la opcién de la barra de tareas
“Manual measurements” y en el cuadro de didlogo que se abre, seleccionar el
icono, “créate polygon feature” (Fig.13).
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Figura 13: Medicion de areas. Flecha amarilla, opcion “Manual measurements’; flecha azul,
opcion “créate polygon feature”.

11.Una vez seleccionada la opcién “créate polygon feature”, medir el éarea
placentaria total y el &rea de la zona del laberinto. Esto se hace demarcando el
area a medir con el clic izquierdo, y finalizada la medicion, dar clic derecho para
obtener la informacion numérica de la medida (Fig. 14 y 15). Finalizada la
medicion se procede a capturar la imagen con la opcion “snap picture of image
with measurement overlays” y a guardar la imagen con la codificacidon
establecida (tabla 1).
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Figura 14: Continuacion de la medicion de areas.
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Figura 15: Medicion area. A. Area placentaria total. B. Area de la zona del laberinto.

B. Codificacion de las fotos

Se coloca la misma codificacion de la imagen original y se agrega el codigo de la
medicion indicado en la siguiente tabla:

Tabla 1. Las medidas placentarias

Medida Sufijo
Grosor placentario total (derecha) COM1
Grosor placentario total (central) COM2
Grosor placentario total (izquierda) COM3
Grosor de la zona de laberinto (derecha) ZL1
Grosor de la zona de laberinto (central) ZL2
Grosor de la zona de laberinto (izquierda) | ZL3
Area placentaria total APCOM
Area de la zona del laberinto AZL

Referencias

Image-Pro Plus | Software de imagen | Sistemas de visién Artificial para CIENCIA | INFAIMON
[Internet]. Infaimon.com. 2016 [cited 20  September  2016]. Available  from:
http://www.infaimon.com/es/image-pro-plus
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ANEXO 6: Protocolo para la realizacion de marcacion con anti- PECAM1/CD31 en
combinacion con anti- a-actina

Introduccidn

Las técnicas inmunohistoquimicas permiten el marcaje selectivo de componentes
celulares que pueden ser de interés diagndéstico o investigativo. En la marcacion de
moléculas de interés se emplean anticuerpos con alta especificidad y afinidad para
unirse a la molécula diana. La inmunoperoxidasa es uno de los métodos mas
usados, se basa en la reaccion antigeno-anticuerpo y consta de dos pasos, en el
primero la muestra se incuba con un anticuerpo primario para permitir la union
especifica al antigeno; en el segundo paso, la muestra se incuba con un anticuerpo
secundario acoplado a enzima peroxidasa, formando un complejo que se une al
anticuerpo primario y permite el posterior revelado. La diaminobencidina (DAB)
actla como sustrato de la enzima peroxidasa permitiendo la visualizacion de la
molécula diana, mediante la generacién de un color marrén que se precipita en el
sitio de reaccion.

La mayoria de los tejidos fijados con sustancias quimicas requiere una etapa de
recuperacion antigénica antes de proceder a la deteccién inmunohistoquimica.
Dicho paso es necesario, ya que durante la fijacién se forman puentes de metileno,
que provocan la reticulacién de las proteinas y, por tanto los sitios antigénicos se
enmascaran. Los dos métodos de recuperacion antigénica mas comunes son: 1)
recuperacion de epitopos mediada por calory 2) recuperacion enzimatica. Ambos
meétodos de recuperacidon antigénica sirven para romper los puentes de metileno y
exponer los sitios antigénicos para facilitar la unién al anticuerpo.

Objetivo
Demostrar la expresion de PECAM1/CD31 en vasos fetales de la zona de laberinto
placentario

Muestra
Placas de placentas de 16.5 dias de gestacién de rata Wistar en portaobjetos
cargados

Elementos de proteccion

1. Bata 2. Gafas 3. Guantes
Reactivos
1. Alcohol 95% y 100%
2. Xilol
3. '[ri-sodio citrato dihidratado
4. Acido citrico
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Anti- PECAM1/CD31, IgG policlonal de conejo (0.5 mg/mL) MyBiosource
Anti- a actina, IgG monoclonal de ratén (200 pg/mL) Santa Cruz

PBS (Buffer fosfato salino)

PBS-T (PBS-Tween)

. Triton X-100

10.Peroxido de hidrogeno al 30%

11.Hematoxilina de Harris

12.Kit de deteccién con anticuerpo secundario, UltraVision LPValue Detection
System HRP Polymer & DAB Plus Chromogen

©oNOO

Equipos

Balanza analitica

Camara extractora (FEX 120)
Microscopio de luz
Micropipetas

Agitador magnético

pH metro

OusLNE

Materiales

1. Vasos de precipitado
2. Erlenmeyer
3. Probeta
4. Coplin
5. Espatula
6. Recipientes para pesar

7. Cubreobjetos

8. PAN PEN (marcador hidrofobico)
9. Céamara humeda

10.Puntas de pipeta

Procedimiento

A. Preparacion de reactivos

Para la preparacion de cada solucién se toma el reactivo de su recipiente con ayuda
de una espatula limpia y pesar en la balanza utilizando un recipiente de plastico,
medir con la bureta la cantidad de agua destilada necesaria, depositar el agua en
un vaso de precipitado, agregar el reactivo pesado, colocar en el agitador y utilizar
el magneto para disolver el soluto.
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Buffer citrato de sodio pH 6.0, 0.01M

Solucion A: Solucién 0.1M de acido citrico Solucion B: 0.1M de citrato
sodico
21.01g en 1000mL de agua destilada 29.41g de C6H507Na3+2H20
en 1000mL de agua destilada

18 mL de solucién A + 82 mL de solucién B, diluido en un total de 1000 mL de
agua destilada. Ajustar pH

Depositar en recipientes previamente rotulados con la fecha de preparacion, el
nombre de la solucién, su concentracion y el nombre investigador responsable.
Almacenar a temperatura ambiente durante 3 meses a 4 ° C para un
almacenamiento més prolongado.

Nota: los utensilios y la vidriera deben de estar limpios para preparar cada solucion.

Buffer Fosfato (PBS)

Solucion A Solucion B

27,6 g fosfato monobasico Fosfato de sodio dibasico anhidro
(NaH2PO4-H20)/ 1000 ml agua (Na2HPO4) se disuelven 28.4 g /
destilada 1000 mL de agua destilada

130 mL solucién A 0.2 M + 870 solucién 0.2 M mL B = 1000 mL de Buffer
fosfato 0.2 M pH 7.6

1000 mL de PB 0.2 M pH 7.6 + 1000 mL de agua destilada = 2000 mL de PB
0.1MpH7.6

Buffer fosfato salino (PBS): Por cada 1000 mL de PB agregar 8.9g de NaCl
Verificar que el pH

Nota: Conservar a 4-8 °. Es estable por tres 0 mas meses. Desechar si aparecen
cambios de coloracion o presencia de precipitado.

PBS-Tween 1 litro [0,05% de Tween 20, PBS]

Tween 20 PBS
0,5 mL 1000 mL
Mezclar en un agitador magnético

Hematoxilina de Harris

Cristales de Hematoxilina Alcohol absoluto
549 50 mL
Disolver calentando suavemente
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Aluminio de potasio

Agua destilada

100 g

1000 mL

Disolver en caliente. Afadir la solucion de hematoxilina y llevar a ebullicion.
Cuando comienza a hervir se aflade 2.5 g de 6xido de mercurio (rojo) 2.5 g.

Dejar disolver el 6xido removiendo lentamente hasta que la solucién adquiera
color purpura. Sumergir inmediatamente en agua fria. Cuando la solucion se
haya enfriado, filtrar y afiadir 50 mL de &cido acético glacial.

Nota: Filtrar de nuevo antes de usarla. Almacenar en un frasco opaco y bien cerrado.

BSA (Albumina bovina) 5%

BSA

PBS-T

59

100 mL

Dejar reposar hasta disolver

Per6xido se hidréogeno al 3%

Peréxido de hidrogeno al 30%

Agua destilada

10 mL

100 mL

Mezclar en un agitador magnético

Anticuerpos primarios 1:10

Anti-CD31 o Anti- a-Actina

TBS-T

10 pL

90 UL

B. Preparacién del lugar de trabajo

El lugar para realizar el procedimiento debera estar limpio, con buena iluminacién y
se deben tener listos los materiales que se necesitaran para todo el procedimiento.

C. Técnica

Dia |
1. Hidratacion y desparafinacion
e Xilol 1 (30 segundos)

e Xilol 2 (30 segundos)
¢ Xilol 3 (30 segundos)
e Xilol 4 (30 segundos)
e Alcohol 100% 1 (30 segundos)
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Alcohol 100% 2 (30 segundos)

Alcohol 100% 3 (30 segundos)

Alcohol 95% 1 (30 segundos)

Alcohol 95% 2 (30 segundos)

Alcohol 95% 3 (30 segundos)

Lavado en agua corriente
Recuperacion antigénica en vaporera durante 15 minutos, luego de
precalentar el coplin y el buffer citrato durante 20 minutos
Dos lavados en PBS de cinco minutos cada uno
Aplicacion del marcador hidrofobico en los bordes de la placa
Incubacion con peroxido de hidrogeno al 3% durante cinco minutos en camara
humedad
Dos lavados en PBS de cinco minutos cada uno
Aplicacion del anticuerpos primarios (10 pL anti-CD31 + 10 pL anti-a-actina,
por cada seccién de tejido ) dejar incubar en cAmara humeda por 72 horas a
4°C

Dia Il

1.
2.

10.
11.

Dos lavados en PBS de cinco minutos cada uno
Aplicacion del anticuerpo secundario del Kit de deteccién (Labelled polimer-
HPR) e incubacién en camara humeda durante dos horas
Dos lavados en PBS de cinco minutos cada uno
Aplicacion del HRP Polymer e incubacion durante 30 minutos en camara
hameda y cuarto oscuro
Dos lavados en PBS de cinco minutos cada uno
Revelado en DAB durante tres a cinco minutos en coplin protegido de la luz
con papel aluminio (afiadir una gota 6 40 yL DAB Plus Chromogen a 1 mL de
DAB Plus Substrate), agregar tres gotas de perdxido de hidrégeno, mezclar
por agitacion y aplicar a los tejidos
Observar al microscopio hasta observar coloracion marron, inmediatamente
proceder a detener la reaccién con agua corriente.
Lavado en agua corriente por cinco minutos
Contratincion con Hematoxilina de Harris durante 30 segundos
Lavado en agua corriente
Deshidratacion

Alcohol 95% 1 (30 segundos)

Alcohol 95% 2 (30 segundos)

Alcohol 95% 3 (30 segundos)

Alcohol 100% 1 (30 segundos)
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e Alcohol 100% 2 (30 segundos)
e Alcohol 100% 3 (30 segundos)
e Xilol 1 (30 segundos)
e Xilol 2 (30 segundos)
e Xilol 3 (30 segundos)

12.  Montaje de las placas con Consul-mount
Nota: Se monta un control negativo (no se aplica anticuerpo primario) por cada placa

D. Eliminacion de residuos

Los residuos deben descartarse en los recipientes asignados para tal fin.

El material usado debe ser lavado con jabdn neutro. Dejarse secar y organizar en
su sitio respectivo.

Los elementos de proteccion usados deben ser descartarse en bolsa roja.

Nota: El sitio de trabajo debe quedar limpio y ordenado.
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ANEXO 7: Protocolo para la reconstruccion de imagenes placentarias
Combinacién de imagenes “stitching”

Introduccion

Las muestras coloreadas pueden ser observadas y evaluadas al microscopio de luz,
sin embargo hoy en dia existen herramientas que permiten adquirir la imagen digital
completa, mediante la reconstruccion de una imagen panoramica a partir de varias
imagenes. Para la toma de las imagenes se deben ajustar los parametros de las
aplicaciones usadas de acuerdo a las caracteristicas de tincion y grosor que tenga
la muestra, que permitan obtener una imagen unificada de alta calidad.

Objetivo
Obtener imagenes digitales panordmicas a partir de fotografias seriadas de las
muestras de placenta.

Muestra
Placas de placentas de 16.5 dias de gestacion de rata Wistar tefiidas para
histoquimica o inmunohistoquimica.

Elementos de proteccion

1. Bata 2. Guantes
Materiales
1. Xilol
2. Alcohol isopropilico
3. Toallas absorbentes
4. Copitos de algodén
Equipos
1. Microscopio Leica DM750 con cdmara acoplada DFC 295
Software

1. Aplicacion LASVA4.7
a. Herramienta de combinacion de imagenes “stitching”

Procedimiento
A. Preparacién del sitio de trabajo

Antes de iniciar la captura de las imagenes, se deben escoger las placas,
seleccionar los cortes, limpiar las superficies de las placas con xilol y toallas
absorbentes. Se debe verificar que el microscopio de luz se encuentre limpio, de lo
contrario, limpiar objetivos usando alcohol isopropilico y copitos de algodon.

141



. Pasos para la capturay reconstruccion.

Iniciar el computador.

Encender el microscopio.

Colocar la placa sobre la platina del microscopio.

Abrir por completo el diafragma de campo.

Abrir el diafragma de apertura (Diafragma del condensador).

Enfocar la muestra con objetivo de 4x, luego pasar al objetivo de interés.
Regular la intensidad de luz desde la perilla de control de iluminacion.
Iniciar la aplicacion LASV 4.7 (Fig. 1).

ONOOAWNE W

Figura 1: Icono de aplicacién

9. El enfoque del microscopico, es diferente al que se proyecta en la aplicacion,
por lo que se debe enfocar observando a la pantalla del computador, para esto
se debe verificar en la pestafia “Mic1”, el objetivo seleccionado, luego ubicarse
en la pestaia “adquirir” , seguido de la pestafia “camara” (Fig. 2 y 3).

Aumenta totol para los puerios ackvos
Oculares.

[Comx_

Leica

‘Configuracién d hardware : DM750DFC325 R- G- Bren X Yo Platina X Y- Zi-

Figura 2: Verificacion del objetivo seleccionado en la pestafia “Mic1” de la aplicacion Las
V4.7 (flecha amarilla).
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Figura 3: Enfoque de la imagen en la aplicacion LASV4.7. Flecha amarilla, pestafia
“adquirir’; flecha azul, “cdmara.” Recuadro rojo, opciones de ajuste de exposicion.

10. Ajustar los parametros de la captura segun el grosor y tincion de la muestra (Fig.
3).

Parametro Hematoxilina-eosina Inmunomarcacion
Exposicion (10.00-50.00ms) 11.9 46.8
Ganancia (1.0x-2.5x) 1.4 1.9
Saturacion (0.5-0.8) 0.7 0.8
Gamma (0.60-1.15) 1.13 0. 69

11. Ajustar balance de blancos moviendo la platina hasta donde se observe una
parte de la placa sin muestra y dar clic sobre el icono “balance de blancos
automatico...” (Fig. 4).

12.Crear carpeta para el almacenamiento de las imagenes adquiridas. Abrir el
navegador de la barra de la derecha, dar clic en el icono “crear un nuevo
“‘New folder” y seleccionar la ubicacion para crear la carpeta (ej. Desktop).
Escribir el nombre de la nueva carpeta (ej. Placenta...) y cerrar la ventana
del navegador en la “X” (Fig. 5).
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Configuracién de hardware - DM7S00FCI25 R- G- B-en X- Y- Platins X- Y- 2-

Figura 4: Ajuste de balance de blancos
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Configuracién de hardware | DMTS0OFC25

Platina X- Y- 2-

| Configuracién de hardware | DM7S0DFC325 R- G- B-en X- Y-

Figura 5: Creacion de carpeta para guardar las imagenes capturadas. A. Flecha amarilla,
primer paso; flecha azul, segundo paso; flecha roja, tercer paso. B. Flecha amarilla,
nombrar carpeta; flecha azul, opcion “adquirir imagen; flecha roja, pestafia “examinar.
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14.Una vez ajustados los parametros de captura, se recomienda activar el visor
doble para adquirir fotos en secuencia de la imagen histologica, ya que la
herramienta reconoce patrones especificos en las imagenes, que permiten la
generacion de una sola imagen con todas las fotografias adquiridas (Fig. 6).

LASCora

CLLIC b ) g ja |

Configuracién de hardare  Conbguracidn Eatinder Re G- Boen X- Yo

Figura 6: Activacién de visor doble.

| Pratine x- ¥- 2

15.Se puede usar la herramienta “encontrar foco”, ubicada en la pestafia “regiéon de
interés”, del panel de herramientas de captura, para mejorar el foco de la imagen

(Fig. 7).

La foto se adquiere usando la opcién “adquirir imagen”, en la parte inferior
izquierda de la aplicacion, la imagen se puede observar utilizando la pestafia
“‘examinar”, en la parte superior (Fig.5b).

Nota: La imagen se guarda en la carpeta previamente creada y seleccionada en
el paso 12

16.Luego de adquirir todas las imagenes necesarias para la reconstruccion,
seleccionar la pestana “examinar”, en la parte superior de la ventana. Usar la
tecla “ctrl” sostenida o el “mouse” para seleccionar todas las imagenes
adquiridas (Fig. 8).
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Figura 7: Herramienta para facilitar el enfoque de la imagen.
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Figura 8: Seleccion de imagenes adquiridas desde la pestana “examinar”.

17.Seleccionar “opciones” en la parte superior de la ventana y escoger “actualizar
calibracion” (Fig. 9).
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Figura 9: Actualizacién de la calibracion de todas las imagenes adquiridas.

18.Seleccionar “manual desde linea de medicion”, aparecera la linea roja con la

calibracion que se hizo previamente, no cambiar nada, sélo dar “aplicar” y
“cerrar” (Fig. 10).
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Figura 10: Aplicacion de la calibracion a la imagenes adquiridas.
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19.La regleta de la calibracion se debe colocar en una de las imagenes, antes de
realizar el proceso de reconstruccion, para esto, seleccionar la pestafa
‘procesar’” en la parte superior de la ventana, escoger una imagen,
preferiblemente de la parte inferior de la muestra y en la barra de herramientas
de la izquierda, seleccionar la pestafia “analizar”, luego la pestana “barra de
escala” y marcar “mostrar” (Fig. 11).
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Figura 11: Ruta de acceso a la opcién “barra de escala”.

20.En la pestana de “barra de escala”, seleccionar en “modo”, la opcion “longitud
de usuario”, luego colocar en “tamafo” la longitud de preferencia (e;j:
1000um), luego ir a “tipo de letra” y ajustar grosor, color y fondo de la linea
de referencia (Fig. 12).

21.Luego de ubicar la linea de referencia en la imagen, seleccionar la opcion
“fusionar todo” y en la ventana que se abre, seleccionar “reemplazar”, de este
modo la imagen queda con la regleta de referencia (Fig.13).

Nota: Hay que calibrar la nueva imagen creada, seleccionado la imagen y
siguiendo los pasos 16y 17.
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Figura 13: Pasos a seguir para la incorporacion de la regleta de calibracion en la
imagen seleccionada.

22.Para generar una sola imagen a partir de varias, ir a la pestafna “examinar”,
seleccionar todas las imagenes a unir, seleccionar del panel de la derecha la
opcién “Combinacion de imagenes (stitching)” y finalmente dar clic en el boton
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de la parte inferior del cuadro de dialogo, “combinar imagenes (stitching)”,
esperar hasta que se genera la imagen (Fig. 14 y 15).
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Figura 14: Ruta para la combinacion de imagenes.
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Figura 15: Imagen combinada tefiida con hematoxilina-eosina.

Nota: La imagen reconstruida queda guardada en la carpeta previamente
seleccionada.

151



C. Uso de las imagenes reconstruidas

En las imagenes inmunomarcadas reconstruidas, se seleccionan 18 campos de la
zona del laberinto, distribuidos en tres niveles equidistantes entre siy cada nivel con
seis campos distribuidos a lo largo del eje mayor: nivel 1, cerca de la zona de unién
(ubicacién 1, 4, 7, 10, 13 y 16), nivel 2, en la parte central de la zona del laberinto
(ubicacién 2, 5, 8, 11, 14y 17), y el nivel 3, cerca de la placa corionica (ubicacion
3,6,9,12, 15y 18), (Fig. 16). Teniendo en cuenta la ubicacién de los 18 campos
numerados, se procede a la ubicacién de cada campo usando el objetivo de 40x y
la posterior captura de la imagen.

Figura 16: Distribucion de los campos en la zona del laberinto de las placentas
inmunomarcadas.

Las imagenes capturadas con objetivo de 40x se codifican de acuerdo con el cédigo
de la placa y se adiciona el sufijo MU o CU (M= marcada; C= control; U= ubicacion),
MU, para las muestras inmunomarcadas y CU, para las muestra control (sin
anticuerpo primario), seguido de un numero del 1 al 18, que corresponde a la
ubicacion en la zona del laberinto. Las imagenes se codifican segun la tabla 1.
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Tabla 116. Codificacion de las imagenes.

Codificacion previa de la placa Datos agregados a la
codificacion de laimagen
g Ubicacion
CO(rjrgga(()jrdee & Edad en el dteroy | Numero Cadificacién de la
. Fase - namero de de la Aumento . >
(Rata Wistar- gestacional inmunomarcacion
placenta placa
RW) —
(P=placenta)
Grupo Control M = Marca
=RWC # Fl C= Control
(uno) E16.5 P# 01,02, | 4,10, 40 U= Ubicacién
Grupo Obeso Fll 03... X Consecutivo= 1-18
=RWO # (dos)

Ejemplo:
RWOS3FIE16.5P6-04-40X-MU1

Adecuacion del sitio y elementos de trabajo al finalizar el proceso

El microscopio debe quedar con la intensidad de luz minima, diafragma del
condensador en 4x, objetivo en 4x y apagado. Se debe cerrar la aplicacion LASV4.7,
retirar las imagenes capturadas del computador y apagar el equipo. Ademas se
debe diligenciar el formato de uso de equipo.

Referencias

Suite L, microscopia S. Detalles [Internet]. Leica-microsystems.com. 2018 [cited 19 June 2018].
Available from: https://www.leica-microsystems.com/es/productos/software-de-
microscopia/detalles/product/leica-application-suite/showcase/
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ANEXO 8: Protocolo para el recuento de vasos fetales en la zona del laberinto
Uso de la herramienta “Multi-point” del software Image-J

Introduccidn

Existen diversos software para el andlisis de imagenes, que permiten procesar y
obtener informacién de imagenes capturadas con camaras acopladas a
microscopios. Uno de los software de uso libre utilizado para el analisis de imagenes
es el Image-J que proporciona varias herramientas de captura, procesamiento,
medida, archivo, analisis, entre otras funciones.

Objetivo
Realizar el recuento de vasos fetales en imagenes de cortes de placentas de
biomodelos murinos

Muestra
Imégenes de la zona del laberinto capturadas con objetivo de 40x, provenientes de
muestras placentarias inmunomarcadas con Anti-CD31/PECAM1 y a-actina.

Elementos de proteccion
1. Bata 2. Guantes

Equipos
1. Computador con software a analisis de imagen instalado

Software
1. Image-J

Procedimiento

1. Abrir el programa Image-J (Fig. 1).

L.

&
IMagERWInS2
. CCESOJU ITECLO]

Figura 1: Icono del programa Image-J
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2. Para abrir las imagenes a analizar, se debe seleccionar “File” en la barra superior
del Image-J, luego “Open...” (Fig. 2).

4 Image)
Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
. |olA| Qe s|a] ] |
[ Open_____Cui-0 |ETED]

Open Next Ctrl+Maylsculas+O

' Open Samples

| Open Recent

| Import
Export

Close Ctrl+W

| Close All Ctrl+Mayusculas+W
Save Ctri+S
Save As
Revert Ctr+R [

Page Setup...
Print...

~ - - /" o S ¢ '
3 e B = g ) 4 |

Figura 2: Ruta de acceso para para abrir imagenes desde el programa Image-J.

e’/

3. Enlaventana “open”, ubicar el archivo de la imagen a analizar y dar clic en “abrir”
(Fig. 3).

4. La imagen seleccionada, se abre en una ventana adicional, la cual hay que
maximizar (Fig. 4).

5. Se puede usar la herramienta de gradilla para facilitar el recuento. Esta
herramienta se debe descargar y se ubica en la pestafia “plugins”, opcion “Grid”

(Fig. 5).
6. Una vez aparece la gradilla se debe dar clic en “ok”, en el cuadro de dialogo.

Para eliminar la gradilla se selecciona de nuevo la opcion “Grid” y se da clic en
cancelar (Fig. 6).
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h)

['Rectangle”, rounded rect or rotated rect (right click to switcl
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! 2 RWO3FIEL6 5P6-04-40X-MUL6
- 2 RWO3FIEL6 5P6-04-40X-hLLD = 16.5P6-04-40X-MULT
Sitos recientes & RWOSFIELG 5P6-04-40) [P0 d elemento: magen TIFF g 5pe.04.40x-MuLs
] 8 RWOSFIEL6.5P6-04-40) Dimensiones: 2048 x 1536
|| &5 RWO3FIEL6.5P6-04-40) Tamaiio: 9,00 MB
| &% RWO3FIE16.5P6-04
| & RWO3FIE16.5P6-04-40X-MU7
L= (& RWOS3FIE16.5P6-04-40X-MU8
omal  ERWO3FIE 5P 04-40x MU
Bibliotecas | RWO3FIEL6.5P6-04-40X-MUL0
2 RWO3FIEL6.5P6-04-40X-MULL
A ERWOSFIEIGSPS-04-40x-MUL2
2 RWO3FIEL6.5P6-04-40X-MUL3

Escritorio

Fpc [ RWO3FIE16.5P6-04-40X-MU14
@ | & RWO3FIE16.5P6-04-40X-MU15

<] m

Nombre: RWO3FIE16.5P6-04-40X-MU1

Fie Edt image Process Anahze Plugns Window Hep
g .~ l?ﬁ |al |ow] 71
$ FWOINLIESPS04-400-MUL 12 (319%) L4 r-hv..\f A 0\‘ o I?] QJ - i | b: Pl
(EHSET Y iachen (S04Ke1 £56, ROE 1308 | chek to 3
-~ v

Figura 4: Maximizando la ventana de la imagen a analizar.
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4 RWO3FIE16.5P6-04-40X-MUL.tif (43.6%) $ Image) C=oi=l

6.83x5.12 inches (2048x1536); RGB; 12MB File Edit Image Process Analyze IHM Window Help
T » ']

EL’Q‘G|Q')|/,A i |A‘ Macros > |>>
[Scrolling tool (or press space bar and drag) Shortcuts »
Utilities (X
New 4
Compile and Run...
N Install.. Ctri+Maytsculas+M
Browse Ops...
»
A L)
»
L
N J
/. 2
. i .y . R SRT
Figura 5: Seleccion de la gradilla en la opcion “Grid”.
4 RWO3FIEL6.5P6-04-40X-MULif (43.6%) SEIRE |
§.635.12 inches (2048¥1536), RGB, 12W5 ] ]
- i Grid type: -

-
-
¥

Area per point: 043 inches*2

Color:  Cyan v

I Bold
I Random offset

OK | Cancel

Figura 6: Aparicion de la gradilla sobre la imagen a analizar.
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7. Para realizar el recuento, seleccionar la opcion “Multi-point” dando clic y
comenzar el conteo seleccionado los vasos fetales sobre la imagen, segun los
criterios establecidos previamente. La herramienta coloca puntos numerados al
clic sobre la imagen (Fig. 7).

% RWO3FIE16.5P6-04-40X-MULtif (43.6%) & Image) [E=E—

6.83x5.12 inches (2048x1536); RGB; 12MB File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
= W

olojalo| LN Al |o|F] alefsals] | |-

["Multi-point* or point (right click to switch; double click to configure)

Figura 7: Seleccion de la herramienta “Multi-point”.

8. Una vez finalizado el recuento, hacer doble clic en la opcion “Multi-point” y se
abre la ventana “point tool” con la informacion de la cantidad total de puntos

puestos sobre la imagen (Fig. 8).

[o®@] % |

4 Image)
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
O] Ol A <[F N Al 0] Qo s]als] | |=

"Multi-point* or point (right click to switch; double click to configure)

,. 3 RWO3FIE16.5P6-04-40X-MULtif (43.6%)
6.83x5.12 inches (2048x1536); RGB; 12MB
W

Type: [N ~

Color:  Yellow  ~
Size: Large
v Label points
v Show all
Counter. 0~

24

OK | Cancel | Help

Figura 8: Visualizacion de la cantidad total de puntos ubicados sobre la imagen
en la ventana “Point Tool”.

9. Lainformacion de la cantidad de vasos fetales por cada imagen, se registra en
Excel para el posterior analisis.

Referencias

Ferreira T. ImageJ User Guide - 1J 1.46r [Internet]. Imagej.nih.gov. 2018 [cited 18 June 2018].
Available from: https://imagej.nih.gov/ij/docs/guide/index.html
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3. XVIII Simposio de Investigaciones en Salud. “Universidad, salud y
posconflicto”. 25-27 de octubre de 2016. Universidad del Valle. Cali,
Colombia. “Descripcion histolégica de la placenta madura de rata Wistar”.
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