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RESUMEN: La placenta es un anexo embrionario de los mamiferos que tiene por funcién principal el intercambio de nutrientes
y gases y proteger al concepto de un potencial daflo inmune provocado por diferencias alogénicas en los Complejos Principales de
Histocompatibilidad paternos. Se han descrito diversas proteinas asociadas a su funcién, siendo Calreticulina una de ellas. Si bien
existen estudios de la presencia de Calreticulina en placenta humana, no existen reportes de esta proteina en la placenta canina. Se
obtuvieron muestras de placenta canina de las que se extrajo el contenido proteico total y se determind la presencia de Calreticulina por
western blot e inmunohistoquimica. Los resultados mostraron presencia de Calreticulina en placenta canina con un peso molecular
aparente de 60 kDa, concordante con lo descrito para la molécula por otros autores. El andlisis inmunohistoquimico mostré que Calreticulina
canina estd presente principalmente en el trofoblasto de las vellosidades, no existiendo diferencias en cuanto a su localizacién al compa-
rarla con placenta humana, pese a sus diferencias morfoldgicas e histolégicas. Esta informacién permitird establecer un protocolo estan-
darizado de extraccién de Calreticulina desde placenta, asi como orientar acerca de los posibles roles de esta molécula en la placenta.
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INTRODUCCION

La placenta es un anexo embrionario que se ha desa-
rrollado en los mamiferos pertenecientes a la infraclase
Eutheria y que tiene por funcién principal el intercambio de
nutrientes y gases entre el feto y la madre y también prote-
ger al feto de posible dafio inmune mediado por diferencias
alogénicas en los Complejos Principales de
Histocompatibilidad materno y paterno. Estd formada por
una parte fetal, el corion, y una parte materna, la decidua
basal, que corresponde a la zona mds superficial del
endometrio uterino (Roa et al., 2012; Moore et al., 2016).

Ademds de las funciones de intercambio, la placenta
presenta una diversidad de funciones asociadas al embara-
70, como la producciéon de hormonas polipeptidicas y
esteroidales (Gudea et al., 2004) y la modulacion de la res-
puesta inmune ante el embrion, con el fin de evitar el recha-
zo de este "aloinjerto" por el sistema inmune materno
(Moffett & Loke, 2006).

Muchas proteinas se han identificado y asociado a
distintas funciones de la placenta, siendo una de ellas
Calreticulina (CRT). CRT es una proteina chaperona de 47

kDa que posee una secuencia conservada en distintos orga-
nismos y es vital para la vida, ya que ratones knock-out para
el gen de CRT mueren durante la gestacion (Mesaeli et al.,
1999). Se localizé inicialmente en el reticulo endopldsmico,
donde controla los niveles de calcio y regula el correcto ple-
gamiento de proteinas (Gelebart et al., 2005). Més tarde, se
descubrié que CRT es también importante para el correcto
ensamblaje de Moléculas de Histocompatibilidad de clase
I, Ia adhesion y migracion celular, la comunicacién célula-
célula, la fagocitosis y la apoptosis, destacando su rol en
otros procesos fisiologicos y patolégicos como la cicatriza-
cion de heridas y el cancer (Gelebart et al.; Gold et al.,2010).
CRT ha sido aislada desde musculo (Flieguel et al., 1989),
higado (Milner et al., 1991), placenta humana (Houen &
Koch, 1994), torrente sanguineo (Michalak ez al., 1999) y
corazén (Mesaeli et al.), ademds de expresarse en la super-
ficie de distintos mamiferos, insectos y pardsitos (Arosa et
al., 1999; Michalak et al.).

Recientemente, CRT se ha aislado desde endometrio
murino y se ha descrito que los niveles maximos de esta
proteina coinciden con el momento de la implantacién del
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blastocisto (Cheng et al., 2009). Estudios en paralelo han
reportado niveles elevados de CRT en sangre de mujeres
embarazadas versus no embarazadas (Gu et al., 2008), y
niveles ain mas elevados en mujeres con ciertas patolo-
gias del embarazo como pre-eclampsia (Crawford et al.,
2012). De igual manera, se ha visto que mujeres con pre-
eclampsia poseen bajos niveles de calcio (Kisters ef al.,
2000), lo que seria consistente con el hecho de que CRT al
encontrarse elevada en estos casos mantendria calcemias
disminuidas. Por otra parte, CRT humana media el con-
tacto inicial de Trypanosoma cruzi (agente de la enferme-
dad de Chagas) con el sinciciotrofoblasto, en forma de-
pendiente del primer componente C1 del Complemento,
predmbulo necesario para infecciéon congénita del feto
(Castillo et al., 2013).

Si bien se ha estudiado la presencia de CRT en
placenta humana, ésta no ha sido investigada en caninos
(Canis lupus familiaris), considerando que pueden existir
variaciones en su expresion dada las diferencias entre am-
bas especies. Morfolégicamente, la placenta humana se
clasifica como discoidal mientras que la placenta canina
es de tipo zonal; histolégicamente, la placenta humana es
hemocorial, siendo la canina endoteliocorial. Dado que en
placenta humana se han detectado altos niveles de CRT
(Hgjrup et al., 2001), la placenta canina podria ser una
fuente importante de esta proteina para estudios futuros
en el drea, considerando que es un tejido méas accesible.

Aqui describimos la presencia de CRT en placenta
canina, proponemos un protocolo estandarizado para la ob-
tencion de esta proteina y determinamos el patrén de ex-
presion en la placenta. Se posibilita asi el dilucidar el rol
de esta proteina en la prefiez y en patologias en esta especiee
mamiferas.

MATERIAL Y METODO

Muestras de Placenta: Las placentas caninas fueron obte-
nidas durante cirugias rutinarias por prefieces distécicas. Se
solicit el consentimiento informado de los duefios de los
animales, aunque estos especimenes son normalmente des-
cartados. Los procedimientos realizados en los animales
fueron aprobados por el Comité de Bioética sobre Investi-
gacion en Animales, Fac. de Medicina, U. de Chile (CBA#
0560 FMUCH).

Las muestras de placenta fueron transportadas a 4
°C y lavadas, ambos procedimientos con suero fisioldgico,
se removio el tejido fibroso, se extrajeron las proteinas y se
las proceso histolégicamente.

Extraccion Proteica. Las proteinas se extrajeron desde 3 tro-
zos de 25 gramos de 3 placentas caninas, agregando 500 uL
de tampdn de lisis RIPA (50mM Tris-HCI, pH 7.5, 150mM
NaCl, 1 % Triton X-100, 0.5 % Deoxicolato sddico, 0.1 %
SDS), en presencia de un coctel de inhibidores de proteasas
(Calbiochem®). Se resuspendi vigorosamente y se incubé en
hielo por 10 minutos. Luego, el tejido fue sonicado
(MicrosonTM X1.2000, Misonix), incubado 10 minutos en
hielo, centrifugado a 16300 g por 15 minutos a 4 °C y el
sobrenadante fue transferido a otro tubo. Para cuantificar la
concentracién de proteinas se utilizé el método de Bradford
(1976).

Western blotting. Se realizé un SDS-PAGE (electroforesis
en geles de poliacrilamida al 12 % p/v, en presencia de dodecil
sulfato de sodio) segtin protocolo estandar. Se cargé 30 ug de
proteina total de placenta canina, ademds de un marcador de
Peso Molecular “Page Ruler Prestained Protein Ladder”
(Thermo Fisher Scientific, USA). El gel fue transferido a una
membrana de nitrocelulosa, la que fue bloqueada con PBS-
leche al 5 % p/v toda la noche, a 4 °C. Esta se lavé 4 veces por
5 minutos con PBS con Tween-20 (PBS-Tween) al 0,05 % v/
v bajo agitacion y se incubd con un suero inmune policlonal
anti-CRT humana en PBS-leche al 3 % en dilucién 1:1000,
por 90 minutos a temperatura ambiente. Luego se incub6 con
un anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa
alcalina en dilucién 1:1000 en PBS-leche al 3 % por 90 minu-
tos, previo lavado de 4 veces por 5 minutos con PBS-Tween.
Finalmente, las proteinas fueron reveladas usando una solu-
ciéon de NBT-BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/
nitroazul de tetrazolio). Las bandas obtenidas fueron
escaneadas y las imdgenes fueron analizadas con el Software
Image J (NIH, USA), para cuantificar la densidad de banda
por carril al compararlas con una curva de distintas concen-
traciones de CRT humana (5, 10, 25 y 50 ng). Los valores
obtenidos en triplicado en ensayos independientes fueron nor-
malizados en relacién a la expresiéon de Beta actina y se
graficaron usando el Software Graph Pad Prism 5™ .

Procesamiento Histologico e Inmunohistoquimica. Para el
estudio histolégico se utilizé un protocolo convencional en
donde se fijaron las muestras de placenta canina en formalina
tamponada al 10 % por 5 dias, seguido de deshidratacién y
diafanizacion. Se realizaron cortes histoldgicos de 5 wm de es-
pesor, los que fueron tefiidos con Hematoxilina-Eosina, y para la
inmunohistoquimica éstos fueron hidratados, recuperados
antigénicamente usando Dako Target Retrieval (CA, USA) y blo-
queados en una solucién de Peréxido de Hidrogeno en Metanol
(1:10). Para la deteccion de CRT se utilizé un suero policlonal
anti-CRT humana en dilucién 1:1000, que fue posteriormente re-
velado con Histostain Plus IHC Kit, AEC, Broad Spectrum
(Invitrogen, USA). Finalmente, se obtuvieron microfotografias
usando una cdmara Moticam 2500 (Motic, USA).
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RESULTADOS

El western blot mostré que el suero policlonal anti-
CRT humana reconoci6 a la CRT canina presente en placenta
con un peso molecular aparente de 62 kDa (Fig. 1). Dado
que se cargaron 30 ug de proteina total de placenta canina,
se realiz6 un andlisis densitométrico de las bandas, las que
se interpolaron a una curva de CRT humana en distintas con-
centraciones. El andlisis arroj6 que CRT representa aproxi-
madamente el 0,1 % de las proteinas placentarias totales
extraibles con el procedimiento descrito.

55 kDa -

En el andlisis histoldgico, la placenta canina mostro la
arquitectura normal de una placenta de tipo endoteliocorial,
observdndose los vasos sanguineos maternos en intimo con-
tacto con la vellosidad fetal revestida por trofoblasto (Fig. 2A).

Mediante inmunohistoquimica se observé expresion
de CRT de manera abundante y homogénea en el trofoblasto

y en las células endoteliales fetales, mientras que en el
citotrofoblasto se presentd un patrén heterogéneo (Fig. 2B).

1 2

Fig. 1. Presencia de Calreticulina en placenta canina en un procedimiento de western blot. La membrana fue incubada con un suero
inmune policlonal anti-CRT humana 1:1000. 1 y 2. Extracto de proteina total de placenta canina (30 pg).

A

Fig. 2. Expresion de Calreticulina en placenta canina. A: Corte seriado de 5 um de placenta canina teflida con Hematoxilina-Eosina

.. .

(400x). B: Inmunohistoquimica de placenta canina, la que fue incubada con suero inmune de conejo anti-CRT humana 1:1000 (400x). La

barra equivale a 100 wm.

DISCUSION

Se detect6 la presencia de CRT canina con un peso
molecular aparente de 62 kDa (Fig. 1). Estos resultados con-
cuerdan con los de Houen & Koch, quienes mediante western
blot y con un antisuero anti-CRT humana detectaron CRT
en placenta humana con un peso molecular aparente de 60
kDa, secuencidndola posteriormente. Si bien el peso
molecular teérico de CRT es de 42 kDa, su punto isoeléctrico
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de 4.65 hace que la molécula migre a 60-62 kDa al ser ana-
lizada mediante SDS-PAGE (Pekdrikova et al.,2010). Dado
que CRT es una proteina altamente conservada y que existe
alta homologia entre CRTs de distintas especies mamiferas
(Michalak et al.), era esperable que el suero policlonal de
conejo anti CRT humana reconociera la molécula canina por
reaccién cruzada.
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CRT representa aproximadamente el 0,1 % de las
proteinas placentarias caninas totales. Esto corresponde a
una cantidad bastante alta si se la compara con otros teji-
dos en los que se ha detectado CRT, hecho que coincide
con lo reportado para CRT, en placenta humana, por Hgjrup
etal.y Gu et al.

En la placenta canina de término las vellosidades
fetales revestidas por trofoblasto estdn en intimo contacto
con los vasos sanguineos maternos (Fig. 2A), presentando
diferencias parciales al compararlo con la placenta huma-
na, donde la sangre materna bafia a las vellosidades libres
fetales revestidas por el trofoblasto.

CRT se expresa preferentemente en el trofoblasto
de la placenta canina (Fig. 2B), situacion que coincide con
lo observado por Castillo ef al. para la proteina humana,
donde CRT se expresa principalmente en el
sinciotrofoblasto y en la decidua basal. Esto da cuenta que,
pese a que las placentas de origen canino y humano po-
seen diferencias morfolégicas e histolégicas, el patron de
expresion de CRT no varia, pudiendo inferirse que la pre-
sencia conservada de la proteina en distintas especies se
condice con un importante rol en este tejido durante el
embarazo/prefez.

Ademads de identificarse CRT en placenta humana
(Houen & Koch), se ha investigado sus niveles en sangre
de mujeres embarazadas y se ha visto que éstos se encuen-
tran elevados al compararlos con mujeres no embarazadas
(Gu et al.), coincidiendo con lo observado por Cheng et
al.en ratas. Este aumento de CRT sanguineo indicaria que
la proteina es necesaria para uno o varios procesos fisiol6-
gicos en el embarazo.

Por otra parte, se han investigado los niveles de CRT
en patologias asociadas al embarazo como lo son la pre-
eclampsia y la restriccion de crecimiento fetal. En la pre-
eclampsia, aumentan en los niveles de CRT en placenta al
compararlo con embarazos normotensos, mientras que el
caso de la restriccion del crecimiento fetal no se han de-
tectado niveles de CRT elevados en placentas humanas y
de ratas (Crawford et al.). Aunque la pre-eclampsia es una
patologia exclusiva de humanos y primates (Crosley et al.,
2013), CRT podria tener algtn rol en otras patologias del
embarazo. Mds aun, futuros estudios podrian considerar
los niveles de CRT en sangre o placenta como marcadores
de patologias asociadas al embarazo.

Estudios mds recientes han reportado que CRT se
encuentra en mayor cantidad en el endometrio de ratonas
prefiadas versus no prefiadas, y que los niveles mas altos
de la proteina se detectan el dia 4 que corresponde al dia

de la implantacién del blastocisto. Esto estaria dado por la
regulacion que ejerce CRT sobre las integrinas que guian
el proceso de adhesion del blastocisto (Cheng et al.). Esto
coincide con los resultados obtenidos por Yamamoto et al.
(2017) en humanos, quienes describen que CRT se expre-
sa en gran cantidad en en el trofoblasto y proponen que
esta proteina regularia la invasién del trofoblasto en la
decidua basal mediante mecanismos similares a los des-
critos por Cheng et al. Se requieren mds estudios para de-
terminar si efectivamente CRT regula los procesos de im-
plantacién del blastocisto, invasion del trofoblasto u otros
aun desconocidos, que permiten llevar a cabo un embara-
Z0 exitoso.

Finalmente, los resultados de este trabajo indican
que: i) La placenta canina es una buena fuente de CRT; ii)
Laelevada cantidad de CRT en placenta canina se condice
con una funcién importante en este tejido; iii) CRT pre-
senta un patrén de expresion en placenta canina similar al
de humanos, lo que predice funciones importantes, al man-
tenerse conservada en distintas especies mamiferas.

ROSAS, C. C.; WEINBERGER, S. K.; MALDONADO,
F. 1. ; LEMUS, A. D. & FERREIRA, V. A. Calreticulin
expression in canine placenta. Int. J. Morphol., 37(4):1294-
1298, 2019,

SUMMARY: The placenta is an embryonic organ
present in mammals, whose main functions are the exchange
of nutrients and gases and to protect the fetus from potential
immune damage mediated by paternal and maternal
allogeneic differences in the Major Histocompatibility
Complex. Several proteins associated with its function have
been described, being Calreticulin one of them. Although
there are studies on the presence of Calreticulin in human
placenta, there are no reports of this protein in canine placenta.
Samples from canine placenta were obtained, proteins
extracted and Calreticulin was subsequently detected by
western blot and immunohistochemistry. The results showed
the presence of Calreticulin in canine placenta with an
apparent molecular weight of 60 kDa, in agreement with the
results from other authors. The immunohistochemical
analysis showed that canine Calreticulin is present mainly in
the trophoblast of the villi, and there is no difference in its
localization when compared with a blood-filled placenta such
as human one, despite its morphological and histological
differences. We also propose a standardized protocol for the
extraction of Calreticulin from placenta, given its abundant
expression in this organ. Future studies are aimed at
elucidating possible roles of this protein in placenta.
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