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RESUMEN

Los o6rganos reproductivos tienen una gran poblacién de leucocitos cuya
composicion y distribuciéon responde a los cambios hormonales ciclicos. En el
utero los estrégenos producen un dramatico aumento en el numero de
eosindfilos y una disminucion significativa en el nimero de células cebadas. Sin
embargo, se ignoran los mecanismos involucrados en la activacion de estas
células asi como en la infiltracion eosinofilica. Estudios recientes han mostrado
que IL-4 tiene como fuente celular a las células cebadas y linfocitos T, y que
IL-5 tiene como blanco principal a los eosinéfilos para promover su maduracion
y activacion. Estas citocinas podrian participar durante los procesos
reproductivos, actuando autécrina y/o paracrinamente como inmunoreguladores
en la fisiologia uterina. El propdsito del presente trabajo fue determinar por
inmunohistoquimica la expresién de IL-4 e IL-5 en células cebadas y la de IL-5
en eosindfilos, en utero de rata en diferentes estados enddcrinos. Se utilizaron
ratas Sprague-Dawley virgenes de 200-250 g de peso corporal, mantenidas en
ciclos de luz/obscuridad de 12/12 h con libre acceso a alimento y agua. Los
animales fueron ovariectomizados (OVX) y 15 dias después recibieron una
dosis de 10 ug de benzoato de estradiol (BE;), y fueron sacrificados a las
0,6,12,24 y 48 h, despues de la administracion de la hormona. Un sexto grupo
recibié 0.5 mg de progesterona 44 h después de la administracion de BE; y se
sacrifico 4 h después. Se obtuvieron cortes seriados (10 um) que se asignaron
de manera alternada para inmunohistoquimica (anticuerpos para IL-4 e IL-5) o
para histologia (azul de toluidina y hematoxilina de Harris). Para el conteo de
eosinofilos y células cebadas, asi como de células inmunoreactivas a IL-4 6
IL-5 se analizaron 4 campos en cada corte y 3 cortes por cada animal (n=4 por
grupo) con microscopio foténico. Los resultados se analizaron utilizando
analisis de varianza de una via, prueba de comparacion multiple de Bonferroni
y t de Student no pareada. La asociacion entre células tefidas histolégicamente
y células inmunoreactivas para cada citocina se establecid por medio del
coeficiente de correlacion de Spearman. Los resultados muestran que, en el
Gtero de rata, IL-4 se encuentra en las células cebadas, mientras que IL-5 se
localizé en células cebadas y eosindfilos, y que, al igual que los leucocitos, son
reguladas por estrégenos (Ez) y progesterona (Ps). El tratamiento con E; y con
E,-Ps aumenté el nimero de células cebadas e inmunoreactivas a IL-4 e |IL-5
en la regién mesometrial, en cambio la P4 revirtio el efecto de E; en la region
antimesometrial (p<0.01). En relacion a eosindfilos, se encontré un numero alto
de eosinéfilos en el Gtero de ratas OVX, tanto en el conteo total como en las
regiones estudiadas; mientras que el tratamiento con E; incremento el numero
de eosinéfilos y células positivas a IL-5 de manera dependiente de la duracion
del mismo (de 6 a 48 h), y alcanz6 su pico maximo con la administracion
combinada de E,-P4. Se propone que IL-4 e IL-5 asi como células cebadas y
eosinofilos son potencialmente participes de una red de citocinas que comunica
a las células uterinas durante los procesos reproductivos.
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|l. ANTECEDENTES
1.1 CITOCINAS
l.1.a Generalidades
Los limites que mantenian separados los campos de la biologia de la
reproduccién, la endocrinologia, la inmunologia y la neurobiologia se han
desvanecido recientemente. El eslabén faltante que ahora une estas disciplinas
es el conocimiento de que el lenguaje por el que las células se comunican entre
esos sistemas es la red de citocinas.

Las citocinas son glucoproteinas o péptidos (habitualmente
glucoproteinas) de bajo peso molecular (raras veces mayor de 8 a 25 kDa) que
constan a menudo de una sola cadena, que pueden actuar de manera
autocrina y/o paracrina, regulando la funcién de la célula huésped a través de
receptores membranales a los que se unen con gran afinidad por lo que en
concentraciones minimas (picomoles a nanomoles) muestran su actividad
biologica (Abbas et al., 1994).

Las citocinas integran redes muy complejas de manera que no solo
participan en la regulaciéon cuantitativa y cualitativa de la respuesta inmune, e
intervienen en los procesos de hematopoyesis, inflamaciéon y cicatrizacion
(Miller y Krangel, 1992), sino que también estan involucradas en la fisiologia
normal de otros sistemas en el organismo.

Aunque las citocinas se consideran como una “familia” éste es mas un
concepto funcional que estructural, ya que no todas estas proteinas se hallan
relacionadas quimicamente.

Las diferentes citocinas son secretadas por los linfocitos T y ofras
células, y se clasifican en interleucinas (IL), interferones (IFN), factores de

necrosis tumoral (TNF), hemopoyetinas y quimiocinas. Esta clasificacion es
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hasta cierto punto artificial ya que algunas citocinas clasificadas como
interleucinas son hemopoyetinas (IL-3), quimiocinas (IL-8), etcétera, mientras
que el IFN, el TNF y el factor inhibidor de las leucemias (LIF) son verdaderas
interleucinas con multiples efectos funcionales sobre otras células del sistema
inmune, de otros sistemas y en el proceso inflamatorio. No obstante, aun con
estas limitaciones, la clasificacion es util. Con excepcion de la IL-6, las
citocinas no deben ser consideradas como hormonas, ya que su accion es,
habitualmente, sélo a nivel local, en el sitio donde son secretadas (Moreno,
1996).

La secrecion de citocinas es resultado de la activacion (especifica o no)
de los linfocitos T. Una vez secretadas, las citocinas no tienen especificidad
inmunolégica ya que actuan sobre cualquier célula con receptores para ellas,

independientemente del estimulo inicial (Moreno, 1996).

Propiedades generales de las citocinas

Aunque las citocinas son un grupo diverso de proteinas, comparten varias
propiedades (Abbas et al., 1994):

1. Las citocinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad
natural y especifica, y sirven para mediar y regular las respuestas inmunes e
inflamatorias.

2. La secrecion de citocinas es breve y autolimitada.

3. Muchas citocinas son producidas por muchos tipos celulares.

4. Las citocinas son pleiotrépicas, es decir actuan sobre diferentes tipos
celulares.

5. Las citocinas tienen a menudo multiples efectos diferentes sobre la misma

célula diana.
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6. Las acciones de las citocinas son a menudo redundantes.

7. Las citocinas frecuentemente influyen en la sintesis de otras citocinas.

8. Las citocinas a menudo influyen en la accién de otras citocinas.

9. Las citocinas, como otras hormonas polipeptidicas, inician su accion
uniéndose a receptores especificos en la membrana plasmatica de la célula
diana.

10. La expresion de muchos receptores de citocinas esta regulada por sefales
especificas.

11. La mayor parte de las respuestas celulares a las citocinas precisan RNAm
nuevo y la sintesis proteica.

12. Las citocinas actuan como reguladores de la divisién celular, es decir, como

factores de crecimiento en muchas células diana.

1.1.b Citocinas y reproduccion

En la fisiologia reproductiva se ha observado que redes orquestadas de
citocinas, que estan estrechamente relacionadas con las sefiales de las
hormonas esteroides, participan en procesos dependientes de hormonas como
la ovulacion, la menstruacion, la implantacion y el parto, fenomenos en los que
la inflamaciéon y/o la regeneracion tisular estan presentes. Las respuestas
uterinas tempranas inducidas por estrégenos, como imbibicion de agua,
incremento de la permeabilidad vascular e infiltracidn eosinofilica semejan de
muchas maneras a la clasica respuesta inflamatoria (Tchernitchin, 1979). Asi,
es indudable que las citocinas estan involucradas en el mantenimiento del
delicado balance del eje hipotalamo-hipéfisis-gonada-endometrio (Robertson et

al., 1992; Tabibzadeh, 1994).
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l.1.c Citocinas y células uterinas residentes

Las citocinas se sintetizan en todo el utero incluyendo la glandula metrial, que
es potencialmente una fuente importante de LIF y CSF-1 (factor estimulante de
colonias-1), y el estroma endometrial y la decidua, que tienen el potencial de
secretar CSF-1, factor de células progenitoras, TNF, IL-6, IL-1, TGF-1 y TGF-2
(factor transformante del crecimiento). De acuerdo con Robertson et al., 1992,
se desconoce si estas citocinas se originan de células residentes o de
poblaciones hematopoyéticas transitorias.

Recientemente se ha reportado que las células residentes de los tejidos
reproductores son fuente de diversas citocinas que tienen la capacidad de
reclutar y modular la funcion de macrofagos, granulocitos, linfocitos y células
endoteliales (Robertson et al., 1992).

Las células epiteliales del utero producen CSF-1, TNFa, TGF-1, GM-
CSF (factor estimulante de las colonias de granulocitos y macréfagos), IL-6 y
LIF (Robertson et al, 1992, 1992a).

Los fibroblastos del estroma uterino humano secretan IL-6 y dicha
secrecion es regulada por 17p-estradiol e IL-1 (Tabibzadeh et al., 1989). Esta
regulacién es congruente con el concepto de que IL-6 media o potencia la
respuesta celular a varias citocinas, incluyendo IL-1 (Wong y Clark, 1988), e
ilustra el enlace entre los sistemas enddcrino e inmune.

Asi, ademas de las citocinas producidas por poblaciones
linfohematopoyéticas transitorias como IL-1 que es producida por macrofagos
uterinos subepiteliales (Takacs et al., 1988), IL-6 y otras citocinas producidas
por células uterinas no-inmunes pueden regular la fisiologia uterina

(Tabibzadeh et al., 1989).
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Un claro ejemplo de que las citocinas estan relacionadas con los
cambios ciclicos inducidos por estradiol y progesterona en el (tero es el
hallazgo de que la expresion de IL-1, IL-6 y TNFa en el Utero de raton es
ciclica, y la concentraciéon de cada citocina aumenta conforme el estadio del
ciclo pasa de diestro a proestro y a estro en una secuencia regulada en que IL-
1 se produce primero seguida de IL-6 y de TNFq; al parecer IL-1 participa en la

induccién de IL-6 y TNFa (De et al., 1992).

I.1.d Citocinas y leucocitos uterinos

Los drganos reproductores contienen una gran poblacién de leucocitos, cuya
composicion y distribucion responde dramaticamente al medio hormonal
ciclicamente cambiante, al grado que junto con los cambios vasculares
asociados, la ovulacion y la implantacion semejan eventos inflamatorios y de
reparacion.

Las células hematopoyéticas uterinas activadas son capaces de realizar
funciones inmunolégicas y no inmunolégicas en su microambiente (Hunt, 1994).
Las citocinas linfohematopoyéticas, a través de su capacidad intrinseca de ser
producidas transitoriamente y de actuar local y especificamente, comprenden
una parte importante del lenguaje que facilita la comunicacion intercelular que
subyace a los procesos inflamatorios. Datos recientes muestran que las células
residentes en los tejidos reproductores son una potente fuente de citocinas
pleiotrépicas, las cuales tienen la capacidad de reclutar y modular la actividad
de macréfagos, granulocitos, linfocitos y células endoteliales (Robertson et al,,
1992). En los humanos, los esteroides también regulan la infiltracion de
granulocitos en el utero, fendmeno que se asemeja en muchos aspectos a la

respuesta inflamatoria clasica a un dafio o estimulo. Aunque estos fenédmenos
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se conocen desde hace 20 afos, poca informacion existe acerca del
mecanismo involucrado en controlar la migracion leucocitaria en el Gtero o el

papel que esos leucocitos juegan en la fisiologia uterina (Zheng et al., 1988).

.2 Ceélulas cebadas

I.2.a Células cebadas en fenédmenos inflamatorios

Las células cebadas son células tisulares que se encuentran ampliamente
distribuidas en todos los tejidos de los mamiferos. Clasicamente se les ha
involucrado en fenomenos alérgicos y de hipersensibilidad. La mayoria de
estos fendomenos son iniciados por la interaccién de un antigeno con los
anticuerpos IgE sintetizados contra él y localizados en la superficie membranal.
El proceso de desgranulacion es complejo y generalmente requiere de la
formacion de un puente entre dos receptores a IgE, aunque otros agentes,
como la polimixina, pueden iniciar la desgranulaciéon actuando directamente
sobre la membrana. La secreciéon de los mediadores preformados (histamina,
elastasa, galactosidasa, triptasa, IL-3, IL-4, IL-5, IL-8, etc.) o formados de novo
(leucotrienos C4, D4, E4 factor activador de plaquetas, prostaglandina D)
influye en el microambiente y origina las manifestaciones clasicas como
comezoén, edema o contraccion del musculo liso (Bienenstock et al., 1987).

Sin embargo, las células cebadas también pueden desemperfiar un papel
central en muchos tipos de fenémenos inflamatorios no alérgicos. Por ejemplo,
su numero esta incrementado en la artritis reumatoide, la enfermedad
inflamatoria de la vejiga y en respuesta a las infecciones por nematodos.
También se les ha involucrado en el proceso de reparacion tisular pues su
numero aumenta en la formacion de cicatrices, reparacion de fracturas 6seas, y

en tumores soélidos (Bienenstock et al., 1987).
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En los roedores, existen al menos dos poblaciones fenotipicas diferentes
de células cebadas que son aparentes cuando se comparan las células
cebadas del tejido conectivo con las de las capas superficiales de las mucosas.
Los criterios para establecer dicha heterogeneidad son ligeras diferencias en
tamaro, contenido de histamina, numero de granulos secretores, respuesta a
secretagogos y antagonistas especificos y propiedades de tincion (Rudolph et
al., 1993). Recientemente se ha probado que las poblaciones de células
cebadas no se basan solamente en su localizacion tisular, sino que existen
factores inmunofisiologicos que claramente distinguen las poblaciones de
células cebadas, pues no todas maduran de la misma manera, es decir, el
crecimiento de las células cebadas de la mucosa, pero no de las del tejido

conectivo, es dependiente de IL-3 (Galli, 1990).

I.2.b. Células cebadas y citocinas

El reciente descubrimiento de que las células cebadas pueden producir y liberar
una variedad de citocinas multifuncionales senala hacia mecanismos por los
que las células cebadas podrian participar en las respuestas dependientes o
independientes de IgE (Gordon et al., 1990).

Se ha detectado aumento de RNAm para IL-3, IL-4, IL-5 e IL-6 en
células cebadas de raton, asi como IL-3, IL-4 e [L-6 bioactiva (Plaut et
al.,1989), mientras que células con caracteristicas de basofilos/células cebadas
de médula ésea humana también producen IL-4 y IL-5 (Piccini et al., 1991).
Usando inmunohistoquimica, se ha reportado recientemente que las células
cebadas de piel y pulmén humano contienen IL-4 preformada que se libera tras

activacion celular dependiente de IgE (Bradding et al., 1992). Waish et al.
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(1991) demostraron la presencia de TNF-o preformada en células cebadas de

piel humana que es liberada por activacion inmunolégica de las células.

l.2.c Células cebadas uterinas

Muchos investigadores han reportado la presencia de células cebadas en el
utero de mamiferos. En algunas especies como rata (McKercher et al., 1973;
Gibbons y Chang, 1972; Maraspin y Bo, 1971) y cobayo (Harvey,1964) su
numero y distribucion parece estar regulado por hormonas sexuales. Algunos
autores han observado un incremento en el nimero de células cebadas
uterinas cuando predomina la progesterona y una disminucion por la accién de
los estrogenos (Maraspin y Bo, 1971). Asimismo, se ha observado que el
menor numero células cebadas localizadas en estro que en diestro se relaciona
con un aumento en la secreciéon de estrogenos durante el proestro y el estro

temprano (Levier y Spaziani, 1966; Padilla et al., 1990).

1.3 Eosinofilos

1.3.a Eosinofilia en fenomenos inflamatorios

El eosindfilo es un leucocito diferenciado que reside principalmente en tejidos
de la submucosa y es reclutado a los sitios de reacciones inmunes especificas
incluyendo enfermedades alérgicas. Los eosindfilos se producen en la médula
6sea bajo la influencia de varios factores de diferenciacion como IL-1, IL-3, IL-5
y GM-CSF. Los eosindfilos pueden elaborar mediadores lipidicos especificos,
incluyendo leucotrieno C4 (LTC,), factor activador de las plaquetas y lipoxinas
que son mediadores de reacciones alérgicas agudas. Ademas los eosindfilos
liberan proteinas catidnicas que pueden causar dafo tisular local y disfuncion,

contribuyendo a la patogénesis de la inflamacion local (Weller, 1994).
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El ciclo de vida de los eosindfilos se divide en fase medular, sanguinea y
tisular, y aunque el eosindfilo es un elemento de la circulacién periférica,
diferentes estudios indican que primariamente es una célula residente en los
tejidos. El tiempo de transito por la médula 6sea es de 4.3 dias en promedio.
En la sangre periférica los eosindéfilos tienen una vida media menor a un dia
(12-18 h) y migran a los tejidos por diapédesis a través de las uniones
intercelulares en el endotelio, por lo que los cambios en la permeabilidad
vascular pueden afectar grandemente la capacidad de los eosinéfilos de infiltrar
los tejidos y esto puede contribuir a la patogénesis de los sindromes clinicos.
Una vez que entran a los tejidos ya no recirculan. Su permanencia en los
tejidos todavia no esta bien estudiada, pero parece ser de dos a cinco dias,
dependiendo del tejido estudiado. Los eosindfilos tienden a residir en los
tejidos cuya superficie epitelial estda expuesta al medio ambiente, como lo
hacen también las células cebadas. El intestino es el sitio con mayor nimero
de eosindfilos; normalmente hay pocos eosindfilos en los pulmones, Utero y
ninguno en la piel. Sin embargo, en los procesos patolégicos se encuentran
infiltrados muchos érganos, y su cinética de produccién también puede estar
alterada (Zucker-Frankin, 1980).

Varios estudios han demostrado que en las enfermedades
concomitantes con eosinofilia, como el sindrome hipereosinofilico, parasitosis,
asma, enfermedades alérgicas o neoplasias, existen dos poblaciones de
eosinofilos periféricos que pueden distinguirse con base a su perfil de densidad.
LLa densidad a la luz en los eosindfilos hipodensos tiene su pico en 1.075-1.077,
mientras que el de los eosindfilos normodensos es de 1.88. En la sangre
periférica de personas normales se encuentra sélo un 10% de eosindfilos

hipodensos circulantes, pero en los pacientes con enfermedades
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concomitantes con eosinofilia se encuentra una proporcién mucho mas alta de
eosindfilos hipodensos circulantes, y su nimero correlaciona positivamente con
el grado de eosinofilia (Sur et al., 1993; Holgate et al., 1993).

Se han implicado varios factores quimiotacticos en la modulacién de la
afluencia y acumulacion de los eosindfilos en los tejidos o en los sitios de
inflamacién. Debido a la correlacion que existe entre los eosindfilos tisulares y
las reacciones de hipersensibilidad inmediata, se ha puesto atencion a los
factores quimiotacticos liberados de células cebadas como el factor
guimiotactico de eosindfilos y neutrofilos (ECF-A) que en estudios recientes se
ha propuesto que corresponde al leucotrieno B4 (LTB4) (Schemi et al., 1991).

Los eosindfilos cultivados con células endoteliales muestran un aumento
en su viabilidad y activacion, se cree que esto se debe a la produccion de
factores solubles por las células endoteliales, como GM-CSF, PAF y otros no
conocidos que pueden volver mas adhesivos a los eosinofilos. Estos hallazgos
dan lugar a la hipdtesis de que la abundancia de eosindfilos durante Ila
inflamacion puede deberse a un reclutamiento no selectivo de leucocitos
combinado con la liberacion de factores locales por las células endoteliales que
promueven la supervivencia de los eosinéfilos, pero no de las otras células

(Holgate et al., 1993).

1.3.b. Eosindfilos y citocinas

Estudios recientes han mostrado que los eosinéfilos también son fuente de
citocinas y capaces de cooperar con linfocitos y otras células. Las posibles
actividades de las citocinas derivadas de eosindfilos son pleiotropicas, e
incluyen factores de crecimiento de posible regulacion autocrina y otras

citocinas participantes en respuestas inflamatorias agudas y crénicas (Weller,
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1994). Los eosindfilos pueden sintetizar IL-3, IL-5 y GM-CSF y se ha detectado
el RNAm correspondiente (Kita et al., 1991, Desreumauz et al., 1992). Otras
citocinas elaboradas por eosindfilos que pueden tener actividad en las
respuestas inflamatorias cronicas y agudas son IL-1, IL-6, IL-8 y TNF (Braun et

al., 1993; Costa et al., 1993; Del Pozo et al., 1990; Melani et al., 1993).

1.3.c Eosinofilia uterina

El hallazgo de receptores a estrégenos en los eosindfilos y la observacion de
que los eosindfilos migran al utero bajo accion de los estrogenos sugiere una
estrecha relacion eosinofilo-estrogeno (Tchernitchin et al., 1989). Estudios
subsecuentes permitieron el desarrollo de la hipotesis de que los eosindfilos
median varias respuestas uterinas no genémicas inducidas por estrégenos. De
acuerdo con esta hipétesis, los eosinéfilos migran de la sangre hacia el utero
bajo estimulacion de estrégenos, se redistribuyen en el érgano, y desgranulan
liberando varios agentes en el Utero. Estos agentes median el edema uterino, el
incremento en la permeabilidad vascular, [a liberacion de histamina y otras
respuestas mediadas por estrégenos, independientemente de las respuestas
gendmicas (Tchernitchin, 1983).

Después del tratamiento con estradiol, el utero de la rata muestra
infiltracion de varios tipos celulares incluyendo macrofagos y otros leucocitos,
aunque el incremento mas dramatico es en el niUmero de eosindfilos. Zheng et
al. (1988) encontraron que el influjo leucocitario en el utero de ratas inmaduras
tras dos dias de tratamiento con estradiol comprendi® un incremento
significativo de eosindfilos, linfocitos T auxiliares y macréfagos.

Existen estudios que corroboran la migracion eosinofilica de la sangre

hacia el Utero por estimulacion estrégenica en la rata (Tchernitchin y Galand,
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1983). En la rata inmadura, la migracion de eosinéfilos inducida por estrégenos
hacia el Utero y su retencion en él se ha detectado desde cinco minutos
después de la administracion intravenosa de la hormona; 12 a 24 horas
después del tratamiento con estradiol el Gtero de rata inmadura presento tantos
eosindfilos como los que se encuentran normaimente en la circulaciéon
periférica de la rata. Esta migracion es dependiente de la dosis y esta mediada

por un mecanismo no-genémico (Tchernitchin et al., 1974; Grunert et al., 1986).

La eosinofilia uterina inducida por estrogenos también se ha confirmado
en ratones y vacas (Baker et al., 1967; Matsuda et al., 1983) y en humanos
(Press y King, 1986); en estos Uultimos se ha observado que la eosinofilia
uterina se correlaciona con los niveles de estrogenos en la sangre (Press y
King, 1986). Asociadas con el crecimiento uterino estimulado por estradiol en
la rata, existen respuestas especificas incluyendo la sintesis de RNAm, sintesis
proteica y actividad de peroxidasa. El aumento en la actividad de la peroxidasa
uterina que es inducido por estradiol no proviene principalmente de las células
uterinas residentes, sino de la infiltracion de eosindfilos en el utero tras la
estimulacién de estradiol (Keeping y Lyttle, 1984; King et al., 1981; Ross y
Klebanoff, 1966). El Utero inmaduro o al final del embarazo de la rata tiene
relativamente pocos eosindfilos. Bjersing y Borglin (1964) mostraron que en
estro el Utero contiene aproximadamente ocho millones de eosinéfilos, mientras
que en diestro solamente se reportaron 150,000. Aunque este fendmeno se ha
conocido por casi 25 afios, poco se ha profundizado en los mecanismos que
subyacen a la infiltracién eosinofilica y al papel de los eosindfilos en la funcion

uterina.
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.4 Morfologia del Gtero de roedores

El utero es un organo impar de paredes gruesas que forma parte del aparato
reproductor de las hembras de los mamiferos, localizado entre el oviducto y la
vagina. El utero de los roedores consta de dos cuernos uterinos
independientes; el cérvix fusionado externamente tiene dos canales separados
o bien uno en forma de Y. Histolégicamente, la pared del Utero de los
mamiferos esta constituida de tres capas: endometrio (interna y mucosa),
miometrio (media y muscular) y perimetrio (externa y serosa). El endometrio
participa en la implantacion del embrion y la formacién de la placenta e incluye
en su estructura epitelio, glandulas tubulares simples y tejido conjuntivo
subyacente. El miometrio estd formado de dos capas: una capa gruesa e
interna de musculo liso circular en la que los haces estan arreglados alrededor
del eje longitudinal y cuya contraccién constrifie el lumen uterino, y una capa
externa donde los haces estan arreglados de manera paralela al eje
longitudinal y cuya contraccion tiende a acortar al Utero en direccion céfalo-
caudal. Como tejido de sostén de las capas musculares esta el tejido conectivo
situado entre los haces musculares y constituido por colagena, fibroblastos,
células cebadas y fibras elasticas. El perimetrio se compone de tejido
conectivo laxo, recubierto de mesotelio peritoneal (Delmann y Brown, 1976;
Banks, 1986) (Figura A1).

Anatémicamente el uUtero puede dividirse en dos regiones: la regién
antimesometrial que parece una estria traslicida que corre a lo largo del cuerno
uterino y conduce el estimulo eléctrico a un indice mas rapido que el resto del
miometrio, y la region mesometrial que se encuenira en el limite opuesto y
externo del tejido y es altamente vascularizada (Melton y Saldivar, 1964, 1965;

Sterin-Speziale et al., 1981). Se ha descrito que en la region mesometrial del
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utero de rata existe un incremento en la respuesta de relajacion inducida por
agonistas p-adrenérgicos (Sterin-Speziale et al., 1981), y un incremento en la
respuesta a oxitocina (Borda et al., 1978) y serotonina (Campos et al., 1395),

en comparacion con la region antimesometrial.

Por otro lado, existe una mayor proporcion de células cebadas y
eosindfilos y un mayor suplemento sanguineo en la region mesometrial del
Utero y en animales tratados con estrégenos, por lo que el mesometrio uterino
es una regidn importante en el control vascular y en la permeabilidad uterina
(Gibbons y Chang, 1972). Se ha propuesto que las variaciones
morfofisiologicas descritas en las regiones mesometrial y antimesometrial
podrian explicarse por un incremento en el numero de receptores o por un
incremento en la afinidad de los receptores a los agonistas (Sterin-Speziale et

al., 1981).
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Figura A1. Corte transversal de la region media de Utero de rata
donde se observan la region mesometrial (M) y la regidon antimeso-
metrial (AM), asi como las tres capas histologicas: perimetrio o serosa
(P), miometrio (M) y endometrio (E), y las subcapas miometriales:
longitudinal (ML) vy circular (MC).



ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La variacion de las poblaciones de células cebadas y eosinéfilos uterinos se
conoce desde hace tiempo, asi como su regulacién por las hormonas ovaricas.

Diferentes mecanismos pueden estar involucrados en el control de la infiltracion
leucocitaria a los tejidos, como la participacién de factores quimiotacticos. Sin
embargo, los mecanismos moleculares responsables de mediar la infiltracion
de eosindfilos uterinos y la regulacién de las células cebadas se desconocen,

asi como el papel que estos leucocitos juegan en la fisiologia uterina.

Por otro lado, actualmente se sabe de la diversidad multifuncional de las
citocinas detectadas en los leucocitos, y del amplio especiro de respuestas
biolégicas que pueden ser influidas por dichas citocinas. Asimismo, se presume
la posibilidad de que la expresion de la bioactividad de dichas citocinas este

regulada por estimulos que activan a los leucocitos.

Las citocinas IL-4 e IL-5 son de particular interés en la regulacion y
activacion de las poblaciones de células cebadas y eosindfilos. La IL-4, que
inicialimente se denominé factor de diferenciacion eosinofilica, actia en la
activaciéon y maduracion de eosinofilos y es producida en las células cebadas.
Por su parte, IL-5 es expresada por eosindfilos y células cebadas, y se ha
reportado que es quimiotactica y activadora de eosindfilos (Galli, 1993; Weller
1991).

En base a la informacion anterior, es razonable proponer que IL-4 e IL-5

estén presentes en células cebadas y eosindfilos uterinos y que se encuentren

sujetas a la regulaciéon hormonal de los leucocitos uterinos.
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lll. HIPOTESIS

1. Nula (Ho): IL-4 y/o IL-5 no se localizan en las células cebadas uterinas y
no estan reguladas por estrogenos y progesterona.

Alterna (Ha): ): IL-4 y/o IL-5 se localizan en las células cebadas uterinas
y estan reguladas por estrogenos y progesterona.

2. Nula (Ho): ). IL-5 no se localiza en eosindfilos uterinos y no esta
regulada por estrégenos y progesterona.

Alterna (Ha ): IL-5 se localiza en eosinéfilos uterinos y esta regulada por
estrogenos y progesterona.

IV. OBJETIVOS

1. Determinar inmunohistoquimicamente la expresion de IL-4 e IL-5 en el utero

de rata adulta.

2. Si IL-4 e IL-5 estan presentes, determinar la fuente celular considerando

células cebadas y eosinofilos principalmente.

3. Si se cumplen los objetivos 1 y 2, determinar inmunohistoquimicamente si la

expresion de IL-4 e IL-5 en el Gtero de rata adulta esta regulada por estradiol

y progesterona.
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V. METODOS

V.1 Animales
Se utilizaron ratas Sprague-Dawley virgenes de 200-250 g de peso corporal,
mantenidas en ciclos de luz/obscuridad de 12/12 h con libre acceso a alimento

(Purina) y agua.

V.2 Ovariectomia

Se realizé ovariectomia bilateral bajo anestesia general (xilacina 20 mg/kg de
peso corporal, Bayer, y ketamina 45 mg/kg de peso corporal, Sector Salud).
administrada por via intramuscular.

Previa asepsia de la region, se incidi6 piel y tejido celular subcutaneo
sobre la region lumbar por la linea media, apoyandose sobre la columna
vertebral, desde la ultima vértebra dorsal hasta la primera sacra. Hecho este
corte, se hizo traccion de la piel incidida primero a un lado y después al
contrario, de manera que fuera posible efectuar una segunda y tercera incision
de aproximadamente 0.8 a 1.2 cm, que afectaran unicamente planos
musculares (musculos transverso y oblicuo del abdomen) en direccion antero-
posterior y trazando una bisectriz del angulo que forman la dltima costilla y la
masa muscular sacro lumbar. Se expuso el ovario que se encuentra adosado al
polo posterior de cada rifion por medio de tejido adiposo sobre el cual se ejercio
traccion. A continuacion se realizo una ligadura con seda negra 5-0 por debajo
del ovario, y se corto con tijeras finas entre la ligadura y el ovario, retirandose

éste y cuidando de no tocar el Gtero. Se procedié a la reconstruccion de plano,
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suturando con un punto en cruz con seda negra 00 el musculo, y la piel con

puntos separados o en U especial.

V.3 Tratamiento hormonal

El dia 15 después de la ovariectomia, se integraron 7 grupos, cada uno
compuesto de 4 animales, de la manera siguiente:

1) Grupo de ratas ovariectomizadas, sin ningun tratamiento hormonal, con
administracion subcutanea de 100 pli del vehiculo de los esteroides (aceite de
maiz).

2) Grupo de ratas ovariectomizadas, tratadas con 40 pg de 3-benzoato de 17
B-estradiol (Ez) / kg de peso corporal via subcutanea y sacrificadas 6 horas
despueés.

3) Grupo con el mismo tratamiento de E; que el grupo 2, y sacrificadas 12
horas después.

4) Grupo con el mismo tratamiento de E; que el grupo 2, y sacrificadas 24
horas después.

5) Grupo con el mismo tratamiento de E» que el grupo 2, y sacrificadas 48
horas después.

6) Grupo de ratas ovariectomizadas, tratadas con la misma concentracion de
E» que el grupo 2 durante 44 horas, subsecuentemente tratadas con 2 mg de
progesterona/kg de peso corporal, y sacrificadas 4 horas después de la

administracion de progesterona.
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V.4 Obtencion del utero

Transcurrido el tiempo del tratamiento hormonal, las ratas se sacrificaron por
decapitacion. Se realizé una incision ventral en el abdomen, y se diseco el
utero, el cual se colocé en una caja de Petri que contenia solucion fisiolégica
(NaCl 0.09%) para disecar grasa y tejido conectivo. De cada uno de los
cuernos uterinos, se disecaron aproximadamente 1.5 a 2 cm de longitud de la
region media; estos segmentos se colocaron en papel de estafio que contenia
criopreservador (CRYOform, |EC) y se almacenaron individualmente a -70°C

hasta que se procesaron inmunocitoquimicamente.

V.5 Inmunocitoquimica

De las secciones de cuernos uterinos conservadas en criopreservador, se
cortaron rebanadas de 10 um de grosor, las cuales se montaron sobre
laminillas con adhesivo poli-L-lisina y se mantuvieron en congelacion hasta su
procesamiento. Los cortes a estudiar se eligieron al azar, se fijaron con acetona
(-15 %)y se enjuagaron con agua desionizada (3 lavados de 5 min cada uno)
para quitar el exceso de criopreservador.

Para realizar propiamente la inmunocitoquimica, los cortes se lavaron
con PBS-T (solucién salina amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4 y Triton
100 al 0.01%) durante media hora. Con esta solucién se realizaron todos los
lavados entre cada paso de la técnica. La peroxidasa endégena se inhibi6 con
peroxido de hidrégeno 0.03% durante 5 min. Se realizaron 5 lavados de 5 min

cada uno con PBS-T. Para reducir la tincién de fondo producida por unién
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inespecifica del anticuerpo, se procedié a bloquearla incubando las secciones
durante 1h con suero normal de rata (VECTOR) por 2 h, a temperatura
ambiente en camara humeda. Posteriormente, se retir6 el exceso y se incub6 el
anticuerpo primario (anticuerpo monoclonal de IL-4 ¢ IL-5 de ratdn, producido
en rata, Genzyme) diluido en PBS-BSA(1%) -T (0.01%) (PBS-T con albumina
de suero bovino al 1%, con esta solucién se realizaron todas las diluciones)
dilucién1:1000, durante 24 h en camara himeda a 4°C. Tras lavar con PBS-T
tres veces durante 10 min cada vez, se incuba el segundo anticuerpo
(anticuerpo biotinilado de inmunoglobulina G de rata, producido en conejo,
VECTOR) dilucion 1:200 durante 2 h. Se lavaron los cortes tres veces durante
10 min con PBS-T y se incubaron durante una hora con el complejo avidina-
biotina-peroxidasa (5ug/ml). Finalmente, los cortes se lavaron abundantemente
con PBS-T y se reveld la reaccion con el sustrato de la peroxidasa de rabano,
3°-3"-diaminobenzidina (Sigma), por 10 minutos (5mg en 10 mi de amortiguador
PBS-T y 30 pul de H,0; al 30%. Por ultimo se lavé con PBS-T en tres ocasiones
de 10 min cada una, Yy la inmunocitoquimica a IL-4 e IL-5 fue seguida por
contratincion con azul de toluidina en el caso de las células cebadas o con
hematoxilina de Harris en el caso de los eosindfilos. En el caso de células
cebadas asi como de IL-4 e IL-5 en células cebadas, se deshidraté con
alcoholes graduales de 60%, 70%, 80%, 90%, etanol absoluto, xilol-etanol y
xilol 1y 2 por 5 min en cada cambio. Para eosindfilos se inicid el tren con agua
bidestilada por 2 min seguido de agua carbonatada por 10 min y después

nuevamente con agua bidestilada por 5 min, y se continué con los alcoholes y
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xilol a las mismas concentraciones y tiempos que para células cebadas. En
todos los casos se monté con resina sintética (Sigma).

Paralelamente se realizaron cortes control, los que se incubaron con el
amortiguador sin anticuerpo primario. Las laminillas fueron revisadas en el
microscopio de luz (OLYMPUS), determinandose la reaccion positiva al
anticuerpo como una coloracion ambar, la tincién con azul de toluidina se
detectd en color rosa purpura, mientras que los eosinéfilos se observaron en

color rojo ladrillo.

V.6 Conteo de células

La distribucidon numeérica de las células cebadas (tefiidas con azul de toluidina),
de los eosindfilos (tefiidos con hematoxilina de Harris), asi como el niumero de
células inmunoreactivas a IL-4 e IL-5 se evalué en 4 campos uterinos: el
mesometrial (donde se localizan los ligamentos que conforman la inserciéon
mesometrial), el antimesometrial (opuesto al mesometrial) y dos laterales. Para
el conteo se utilizé un microscopio fotonico (Olympus BO71) con un aumento
de 400X para las células cebadas y 1000X para eosindfilos. En cada caso se
examinaron 3 cortes por animal y se fotografiaron ejemplos representativos de

los diferentes tratamientos.
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V.7 Analisis estadistico

Se contaron las células de cada campo de tres cortes uterinos medios de cada
animal (n=4 para cada grupo). Los datos se analizaron con analisis de varianza,
seguido de analisis de comparacion multiple de Bonferroni. Cuando se
realizaron comparaciones entre dos grupos se usé prueba de Mann-Whitney.
La asociacion entre células inmunoreactivas para cada citocina con células
tenidas histologicamente se establecidé por medio del coeficiente de correlacion

de Spearman.
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VI. RESULTADOS

VL1 Regulacion estrogénica de células inmunoreactivas a IL-4, IL-5 y de

células cebadas

En cada corte analizado, las células que mostraron inmunoreactividad a IL-4 6
a IL-5 fueron las mismas que se tifieron con azul de toluidina (Figuras 1,2, 5 y
6). De tal manera que hubo una correlacién positiva entre el numero de células
tefiidas con azul de toluidina y el nimero de células inmunoreactivas a IL-4 y a

IL-5 (r = 0.9767, p<0.0001 y 0.9591, p<0.0001 respectivamente).

Los resultados del analisis de las células cebadas tefidas con azul de
toluidina y positivas a IL-4 e IL-5 en el Utero tanto de ratas ovariectomizadas
como tratadas con estradiol (de 6 a 48 h) y con estradiol y progesterona (44h +
4h) se encuentran representados en la figuras 13-15. Puede observarse que el
numero total de células cebadas aumento de manera directamente proporcional
a la duraciéon del tratamiento estrogénico; sin embargo, este incremento fue
estadisticamente significativo solamente en los tratamientos de 24 y 48 horas
en comparacion con las ratas ovariectomizadas (28.32 £ 3.90 y 31.16 + 4.00 vs.

11.32 + 1.50; p<0.05).
El tratamiento de estrogenos y progesterona redujo el nimero de células

cebadas a niveles semejantes al del Utero de ratas ovariectomizadas (17.66 +

2.00 y 11.32 + 1.50 respectivamente; p>0.05).
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V1.2 Distribucion anatémica y regulacion hormonal de las células cebadas
en el utero

En las figuras 3 y 4 se muestran fotografias de cortes representativos de la
inmunohistoquimica a IL-4 y la tincion con azul de toluidina en las regiones
mesometrial y antimesometrial del utero de rata ovariectomizada y tratada con
estrogenos durante 6 h. Fotografias semejantes para la inmunolocalizacién de

IL-5 se muestran en las figuras 7 y 8.

El analisis de la distribucion de las células cebadas en las regiones
mesometrial, lateral y antimesometrial puede observarse en la figura 13 .
Mientras que en la region lateral las células mantienen un numero mas o
menos constante tanto en el utero de ratas ovartiectomizadas como en el de
tratamiento hormonal, hay una clara diferencia en el numero de células
cebadas y su regulacion hormonal en las regiones mesometrial y

antimesometrial

En la region mesometrial el nuimero de células cebadas e
inmunoreactivas a IL-4 6 IL-5 fue significativamente menor en ratas
ovariectomizadas en comparacion con el resto de los grupos (p<0.01). Es decir,
el restablecimiento hormonal aumenté significativamente el nimero de células

cebadas en todos los casos (Figuras 9, 13-15).

Por el contrario, en la region antimesometrial, el numero de células
cebadas y positivas a IL-4 6 IL-5 no varié con el tratamiento de estradiol,
aunque hubo una tendencia a aumentar que no fue estadisticamente

significativa. Sin embargo, la combinacion con estrogenos y progesterona
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disminuy6 significativamente el nimero de células en comparacion con el resto

de los grupos tratados con estradiol (p<0.01) (Figuras 10, 13-15).

Al realizar comparaciones directas entre las regiones mesometrial y
antimesometrial, se observa que mientras en el utero de ratas ovariectomizadas
la region antimesometrial presenta un numero significativamente mayor de
células cebadas y positivas a IL-4 6 IL-5 en comparacion con la regiéon
mesometrial (7.67 + 0.77 vs. 1.82 + 0.40; p<0.01, figura 16), dicho patrén se
invierte en el Utero de ratas tratadas con la combinacion de las dos hormonas
ovaricas, estrogenos y progesterona, donde es la regidon mesometrial la que
presenta un numero significativamente mayor de células (3.00 + 0.57 vs. 10.16

+ 1.00; p<0.01, figura 16).

Por otro lado, en la regién antimesometrial, el tratamiento de la
combinacion estrogenos-progesterona revierte el efecto de los estrogenos solos
(48 horas), disminuyendo significativamente el numero de células cebadas

(3.00 + 0.57 vs. 10.75 + 1.30; p<0.01, figura 16).

V1.3 Regulacion hormonal de células inmunoreactivas a IL-5 y de
eosinofilos

En cada corte analizado, las células que se tifieron con hematoxilina de Harris
y que morfolégicamente se clasificaron como eosindfilos, también mostraron
inmunoreactividad a IL-5. Hubo una correlaciéon positiva entre el numero de

eosinofilos y el nimero de células inmunoreactivas a IL-5 (r = 0.8324, p<0.01).

36



Los resultados del analisis del niumero de eosindfilos y las células
positivas a IL-5 en el Utero tanto de ratas ovariectomizadas como tratadas con
estradiol (de 6 a 48 h) y con estradiol y progesterona (44h + 4h) se encuentran
representados en la figura 17. Puede observarse que el numero total de
eosinofilos encontrado en el utero de ratas ovariectomizadas es mas alto que
en los uteros de ratas tratadas con estradiol (123.00 + 16.13 vs. 43.75 +5.98 y
42.67 + 13.96 E> 6 y 12h, p<0.01; vs. 81.08 + 698y 79.5 + 2.4 E; 24 y 48h
p<0.05). El tratamiento estrogénico a partir de las 6 horas incrementé el nimero
de eosindfilos y células positivas a IL-5 de manera dependiente de la duracién
del estimulo estrogénico. Finalmente, el tratamiento estrogenos-progesterona
reforz6 el efecto estrogénico aumentando significativamente el nimero de
eosinofilos (128.16 + 7.32: p<0.01 vs. E; 6 y 12 h; p<0.05 vs. E> 24 y 48 h)
(Figuras 11y 12).

VI.4 Distribucion anatémica y regulacion hormonal de los eosinofilos en
el atero

El analisis de la distribucién de los eosindfilos en las regiones mesometrial,
lateral y antimesometrial puede observarse en la figura 17. El patrén numérico
tiene la misma distribucion que el descrito para el nimero total de células, es
decir un alto nimero de células en el utero de ratas ovariectomizadas (p<0.01),
y un aumento progresivo del nimero de las mismas por efecto del estradiol,
que alcanza significado estadistico con el tratamiento combinado de estradiol-
progesterona (p< 0.05 y p< 0.01) al compararlo con los diferentes tiempos de
exposicion a estradiol. De acuerdo con estos resultados, la distribucion de los

eosindfilos en el utero no presenta variacion regional.
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Figura 1. Panoramica de un

corte transversal de utero de
rata ovariectomizada y tratada
con estrogenos durante 6 h.

Se observan células cebadas
inmunoreactivas al anticuerpo
de IL-4 y contratefiidas con
azul de toluidina (40x)

Figura 2. Acercamiento de la
region antimesometrial de la

figura 1 que muestra la loca-
lizacién inmunohistoquimica

de IL-4 que coincide con la

tincion posterior de células

cebadas con azul de toluidina
(1000 x).



Figura 3. Células cebadas
Inmunoreactivas al anticuerpo
de IL-4 y contratefiidas con
azul de toluidina, localizadas
en la regiobn mesometrial de
utero de rata ovariectomizada
y tratada con estrogenos
durante 6h (100x).

Figura4. Células cebadas
iInmunoreactivas al anticuerpo
de IL-4 y contratenidas con
azul de toluidina, localizadas
en la regién antimesometrial
uterina de rata ovariectomizada
y tratada con estrégenos
durante 6h (100x).



Figura 5. Panoramica de un
corte transversal de utero de
rata ovariectomizada y tratada
con estrégenos durante 6 h.
Se observan células cebadas
inmunoreactivas al anticuerpo
de IL-5 y contratenidas con
azul de toluidina (40x)

Figura 6. Acercamiento de la
region mesometrial de la figura
5 que muestra la localizacion
inmunohistoquimica de IL-5

que coincide con la tincion

posterior de células cebadas
con azul de toluidina (1000 x).
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Figura7. Células cebadas
inmunoreactivas al anticuerpo
de IL-5 y contratenidas con
azul de toluidina, localizadas
en la regidbn mesometrial de
utero de rata ovariectomizada
y tratada con estrogenos
durante 6h (100x)

Figura 8. Células cebadas
inmunoreactivas al anticuerpo
de IL-5 y contratefiidas con
azul de toluidina, localizadas
en la regién antimesometrial
uterina de rata ovariectomizada
y tratada con estrogenos
durante 6h (100x).




Figura 9. Células cebadas de la
region mesometrial de utero de rata:

A: ovariectomizada (100 x),

B: tratada con estradiol durante 48 h
(10x) vy

C: tratada con estradiol durante 44 h
mas progesterona durante 4h (10 x).

Notese el aumento significativo en
el numero de células cebadas tras el
tratamiento hormonal.




Figura 10. Células cebadas de la
region antimesometrial de Utero de
rata:

A: ovariectomizada (100 x),

B: tratada con estradiol durante 48 h
(10x) y

C: tratada con estradiol durante 44 h
mas progesterona durante 4h (10 x).

Notese la disminucion significativa en
el numero de células cebadas tras el
tratamiento hormonal de estradiol mas
progesterona.
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Figura 11. Localizacion inmunohistoquimica de IL-5 que coincide
con la tincién de eosindfilos con hematoxilina de Harris.

A: Regién mesometrial de Utero de rata ovariectomizada (400 x).
B: Region mesometrial de Utero de rata tratada con estradiol 44 h

mas progesterona 4h (400 x).
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Figura 12. Localizacién inmunohistoquimica de IL-5 que coincide

con la tincién de eosindfilos con hematoxilina de Harris.

A: Region mesometrial de utero de rata ovariectomizada (1000 x).

B: Regién mesometrial de Gtero de rata tratada con estradiol 44 h
mas progesterona 4h (1000 x).
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Figura 13. Numero de células cebadas que coincidieron con la localizacion

inmunohistoquimica de IL-4 y de IL-5 de la region media del Utero de ratas
ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas con tratamiento hormonal

E,=estradiol;, P,=progesterona).

* = p <0.01 OVX vs. el resto.
** = p <0.01 E, + P, vs. todos excepto OVX.

*HX = p<0.05vs. OVX.
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Figura 14. Nimero de células cebadas positivas a IL-4 en la regién media
del utero de ratas ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas tratadas
con estradiol (E,) y progesterona (P, ).

* =p<0.010VXvs. E,24y 48 h.
** - p<005E,+P,vs.E,12y 24 h.
*kk

= p<0.05vs. OVX.
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Figura 15. Numero de células cebadas positivas a IL-5 de la region media
del utero de ratas ovariectomizadas (OVX) y ovariectomizadas tratadas

con estradiol (E,) y progesterona (P,).

* =p<0.010VXvs. E,6,24,48 hy E,+P,

*

¥ =p<001E,+P,vs E, 12,24y 48 h.
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Figura 16. Efecto del tratamiento de estradiol mas progesterona en el numero de
células cebadas e inmunoreactivas a IL-4 e IL-5.  Noétese que el tratamiento de
ambos esteroides invierte el patrdn del nimero de células en las regiones meso-
metrial y antimesometrial del Gtero de ratas ovariectomizadas, y que la proges-
terona revierte el efecto del estradiol a las 48 h en la regién antimesometrial.

* = p < 0.01 OVX mesometrial vs. OVX antimesometrial.
**=p<0.01E, + P, antimesometrial vs. E, + P, mesometrial y vs. E, 48 h antimesometrial
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Figura 17. Numero de eosinéfilos que coincidieron con la localizacién

inmunohistoguimica de IL-5 en el utero de ratas ovariectomizadas
(OVX) y ovariectomizadas con tratamiento hormonal

Mesometrial Lateral Antimesometrial Totales

P, = progesterona).

*

* %

=p<0.01 vs. E,6y 12h.
=p<0.01 vs.E,-6,12;p<0.05vs E,-24y 48 h.

(E, = estradiol;

E, - 6h
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T5E] E,-48h

E,-44h + P4 h
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VIil. DISCUSION

VI.1 Regulacion estrogénica de células inmunoreactivas a IL-4, IL-5 y de
células cebadas

Los resultados de este estudio muestran que las células cebadas uterinas en la
rata, asi como las proteinas IL-4 6 IL-5 son reguladas por estrégenos y
progesterona. Estudios recientes en células cebadas en otros sistemas
muestran que efectivamente dichas células son fuente de IL-4 e IL-5 (Bradding

et al., 1994).

Aunque la regulacién de las hormonas ovaricas del nimero de células
cebadas se conoce desde hace tiempo, el efecto de la administracion de
estrogenos parece depender de la dosis y duracion del tratamiento asi como de
la especie. A diferencia de otros estudios donde se reporta que el tratamiento
con estradiol disminuye el nimero de células cebadas observadas en el utero
de ratas ovariectomizadas, en el presente estudio se ha encontrado un
incremento del nimero de las mismas dependiente de las horas de tratamiento
estrogénico, alcanzando significancia tras 24 y 48 horas de la aplicacion
subcutanea de una dosis Unica (40 ug/kg de peso corporal) de benzoato de
estradiol (Figuras13-15). Por un lado, el estudio de Maraspin y Bo (1971) se
realizd 72 horas después de la aplicaciéon de 2 ug de dipropionato de estradiol
durante 3 dias consecutivos, mientras que LeVier y Spaziani (1966) reportan
aplicacion intravenosa de 0.5 ug/100 g de peso corporal de 17R-estradiol
preparado en solucion salina 24 horas antes de extraer el Utero. Estas
diferencias en tratamiento asi como en la técnica de tincion de las células

pueden explicar el contraste de resultados. McKercher et al. (1973), en cambio,
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no encontraron variacion en el numero total de células cebadas tras 4 y 24
horas de tratamiento, y sefialan textualmente que "para estimaciones confiables
de numero de células cebadas es necesario buscar las secciones cruzadas que
tengan la maxima concentracion de las mismas; no tomar este fendmeno en

cuenta puede llevar a datos erroneos".

El hallazgo de este estudio es que las células cebadas uterinas hayan
sido positivas a IL-4 ¢ IL-5 y que estas citocinas también hayan estado
reguladas hormonalmente, ya que se sabe que la ovariectomia elimina la
produccion intrauterina de citocinas y, desde luego, la fuente ciclica de

estrégenos y progesterona (De et al., 1992).

IL-4 juega un papel central en la regulacion de la sintesis de IgE (Del
Prete et al., 1988), regula positivamente la molécula 1 de adhesion a las células
vasculares involucrada en reclutamiento de células T y eosinofilos (Masinovsky
et al., 1990; Schleimer et al., 1992); junto con IL-3 promueve el crecimiento de
eosindfilos (Favre et al., 1990), pero aun mas importante es que la regulacion
positiva de |L-4 se traduce en eosinofilia tisular (Tepper et al., 1990). Por su
parte, IL-5 es factor de crecimiento y diferenciacion (Clutterbuck et al., 1988),
asi como activador y quimiotactico para eosinéfilos (Lopez et al., 1988; Wang et
al., 1989), y en consecuencia se le considera una citocina clave en las

respuestas eosinofilicas.

La funcion de las células cebadas uterinas se ha estudiado

principalmente en cuanto a su capacidad de liberar histamina y serotonina, por
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lo que se cree que pudieran estar involucradas en los mecanismos de control

de la contractilidad miometrial durante el parto (Rudolph et al., 1993).

VIl.2 Efecto inhibitorio de la progesterona sobre el incremento de células
inmunoreactivas a IL-4, IL-5 y de células cebadas inducido por estradiol

Otro de los resultados de este estudio en cuanto a células cebadas se refiere
es la inhibicion del efecto del estradiol al administrar progesterona
simultaneamente con el estrogeno. Es decir, el niumero total de células cebadas
que fue maximo con el tratamiento de estrégenos durante 48 horas, bajé a
niveles semejantes a los del utero de ratas ovariectomizadas cuando se
administro el tratamiento estradiol 44 horas mas progesterona 4 horas. De la
misma manera, la evaluacién de la inmunoreactividad de células cebadas tras
la ovariectomia y la sustitucion hormonal revelé6 modulacion hormonal IL-4 e
IL-5 uterinas, repitiendo el patron de incremento por efecto de los estrogenos y

reversion por el tratamiento estrogenos-progesterona (Grafica 2).

Se sabe que la progesterona inhibe muchos fendmenos inducidos por
estrogenos, como sintesis proteica (Wheeler et al., 1987) y actividad enzimatica
(Swanson y Barker, 1983). Un posible mecanismo por el que la interaccién de
estrogenos y progesterona puede explicarse es la modulacion de concentracion
de receptores. La concentracion de receptores a progesterona es incrementada
por estrogenos en el Gtero (Leavitt et al., 1977), mientras que la concentracion
de receptores a estrogenos es disminuida por la administracion de
progesterona (Okulicz et al., 1981). El trabajo de Wheeler et al. (1987) resulta
particularmente interesante, pues el tratamiento in vivo con 1 ug de estradiol a

ratas inmaduras incrementé la sintesis de dos proteinas cuyo peso molecular
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era 65 y 115 kDa, en el medio de incubacion del utero. Este incremento fue
inhibido por 250 y 500 ug de progesterona cuando se administré en un lapso no
mayor de 8 horas después de la administracion de estradiol. La progesterona
sola no tuvo dicho efecto. Un efecto semejante podria explicar la regulacion

hormonal dual de IL-4 e IL-5 observada en este estudio.

Se ha reportado que el tratamiento de células cebadas peritoneales de
rata in vifro con progesterona da lugar a la liberacion de serotonina sin la
liberacion de histamina y sin desgranulacion celular (Viiagoftis et al., 1990).
Asimismo, el estradiol aumenta |la secrecién de histamina y serotonina de las
mismas células (Vliagoftis et al., 1992). Por lo tanto, los esteroides pueden
modular la secrecion de moléculas especificas de las células cebadas. Sin
embargo, se desconoce si los esteroides regulan la sintesis, almacenamiento
y/o secrecion de citocinas, y nuestro hallazgo se concreta a la localizacion

celular y regulaciéon hormonal de IL-4 e IL-5.

VIL.3 Variacién regional de las células cebadas uterinas

La variacion del nimero de células cebadas y positivas a IL-4 6 IL-5 de acuerdo
con la regién anatémica y en combinacion con el tratamiento hormonal resulté
particularmente interesante pues ambos factores, el anatémico y el hormonal,
regularon de manera inversa (Figura 16). La region antimesometrial presentd
un numero de células significativamente mayor en el utero de ratas
ovariectomizadas y significativamente menor en las tratadas con estradiol-
progesterona, en comparacién con la region mesometrial. Existen varios
estudios que establecen que las regiones mesometrial y antimesometrial del

miometrio son fisiologicamente diferentes. La regibn mesometrial es mas
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vascularizada que la antimesometrial y tiene una mayor concentracion de
receptores adrenérgicos-p (Sterin-Speziale et al., 1981). En cambio la region
antimesometrial conduce los estimulos eléctricos con mayor velocidad que el
resto del miometrio (Melton y Saldivar, 1965).

Considerando el posible papel fisioldgico de las células cebadas
uterinas, no es sorprendente la variacién regional observada. El hecho de que
la region antimesometrial sea donde se lleve a cabo la implantacion, coincide
con un bajo numero de células cebadas cuando los niveles de progesterona
son altos, y tal vez esto se relacione con la nidacion del blastocisto (Sterin-
Speziale et al., 1981).

VIl.4 Regulacion hormonal de eosindfilos e IL-5

En la rata, los leucocitos eosinéfilos migran del torrente sanguineo al Utero y se
acumulan bajo el efecto de la estimulacion estrogénica (Tchernitchin et al.,
1989). La eosinofilia uterina inducida por estrégenos también se ha observado
en otras especies incluyendo al hombre (Baker et al., 1967; Matsuda et al.,
1983; Press y King, 1986). Los numerosos trabajos del grupo de Tchernitchin
(1989) han establecido este fendmeno asi como la presencia de receptores a
estrogenos en los eosindfilos. Aunque en el modelo de rata inmadura u
ovariectomizada se reporta un nimero bajo de eosindfilos que se incrementa
proporcionalmente al tiempo del tratamiento estrogénico (Tchernitchin et al.,
1974), en este estudio encontramos un numero inusualmente alto de
eosindfilos en el utero de ratas ovariectomizadas, tanto en el conteo total como

en las tres regiones analizadas (Figura 17).

Por otro lado, el tratamiento estrogénico de 6 a 48 horas incrementé el
numero de eosindfilos y células positivas a IL-5 de manera dependiente de la
duracién del tratamiento, y se alcanza la maxima presencia de eosinofilos con
el tratamiento combinado de estradiol-progesterona. A diferencia de Ila
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regulacion de las células cebadas, la progesterona regula positivamente la
poblacién de eosindfilos uterinos como se ha reportado previamente (Grunert y
Tchernitchin, 1982).

La observacion de que los eosinéfilos migran directamente al Utero en
animales tratados con estrégenos, infiltracion que es promovida por un factor
quimiotactico eosinofilico uterino que también es regulado por estrégenos,
sugiere la participacion de los eosindfilos en la fisiologia reproductiva normal de
la rata. Ya que al momento de la ovulacion, los eosindfilos desgranulan y
liberan al estroma uterino numerosos mediadores incluyendo enzimas vy
prostaglandinas, podrian participar en la preparacion del endometrio para la
implantacion con remodelado enzimatico (Howe et al., 1990). EI LTC, y el factor
activador de las plaguetas son otros mediadores eosinofilicos que contraen el
musculo liso, alteran la permeabilidad vascular y promueven la infiltracion
eosinofilica (Weller, 1991).

La regulacion hormonal de la IL-5 eosinofilica, aunque no es
sorprendente, es importante pues la IL-5 incrementa la sobrevivencia de
eosinofilos maduros y estimula las funciones eosinofilicas en ratones y
humanos (Weller, 1994).

VIL.5 Interaccion célula cebada - eosindfilo

La potencial participacion de las citocinas en las respuestas asociadas con
activacion de células cebadas y con la infiltracion y activacion de eosindfilos,
asi como la regulacion hormonal descrita en este y otros estudios, da lugar a
una hipétesis de interaccion célula cebada - eosindfilo regulada autocrina y
paracrinamente por una cascada de citocinas tanto producidas por ellas
mismas como por otras células uterinas, cuya produccion es otro parametro de

la fisiologia uterina regulado por estrégenos y progesterona.
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Las células cebadas ya no deben ser vistas solamente como iniciadoras
de reacciones alérgicas agudas al liberar mediadores como histamina y
leucotrienos. Aunque existen interacciones importantes como el que la
histamina y la prostaglandina D, de las células cebadas activan eosinéfilos
humanos (Raible et al., 1992), las células cebadas tienen ademas la capacidad
de orquestar la infiltracion de leucocitos a los tejidos donde se encuentren
activadas, funcion que es, al menos parcialmente, dependiente de citocinas. La
activacion de la céelula cebada podria dar lugar a una cascada de citocinas que
contribuiria al influjo de eosindfilos, que a su vez liberarian citocinas que
participarian en un determinado fenémeno fisiolégico, formando asi parte de la
red de citocinas que comunica a las células uterinas que participan en los

procesos reproductivos.

Por su parte, los eosinofilos tienen mediadores como la proteina basica
principal que son capaces de inducir la liberacion de histamina de células
cebadas (Zheutlin et al., 1984). Las funciones efectoras de los eosindfilos
pueden ser estimuladas por citocinas liberadas por otras células. La IL-3 y la
IL-5, ambas liberadas por células cebadas, no sélo promueven la formacion de
eosindfilos en la médula ésea sino que aumentan las actividades efectoras de

los eosinofilos maduros (Weller 1994).

En resumen, este estudio provee evidencia de la presencia de IL-4 e IL-5
en células cebadas vy de IL-5 en eosindfilos, y su regulacién por las hormonas
ovaricas. La apreciacion de que las citocinas puedan ser responsables de
muchas de las consecuencias bioldgicas de la activacion de células cebadas y
eosindfilos, aunada al enfoque endoécrino ampliamente conocido, podria
explicar mas profundamente el papel de estas células en el atero y su funcion

en los procesos reproductivos.
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VIl.6 Conclusiones

En cuanto a la regulacion hormonal de células cebadas, se concluye:

1. Se observé una correlacién positiva entre el nimero de células cebadas y el
numero de células inmunoreactivas a IL-4 e |L-5.

2. El tratamiento con estradiol durante 24 y 48 horas incrementé el nimero de
células cebadas de utero de ratas ovariectomizadas significativamente

3. La progesterona revirtié el efecto del estradiol disminuyendo de manera
significativa el numero de células cebadas.

4. Tanto las células cebadas uterinas, que probablemente producen IL-4 e IL-5,
asi como la expresién de las citocinas mismas, son reguladas por las hormonas

ovaricas.

En cuanto a la variaciéon anatémica de células cebadas, se concluye:

1. La region mesometrial del Utero de ratas tratadas con estradiol-progesterona
presenta un numero significativamente mayor de células cebadas y células
positivas a IL-4 e IL-5 que la region antimesometrial.

2. El tratamiento con estradiol-progesterona disminuyd significativamente el
nimero de células cebadas y células inmunoreactivas a IL-4 e IL-5 en
comparacion con el grupo de ratas tratadas con estradiol durante 48 horas
solamente en la region antimesometrial, aunque existe la misma tendencia en

la regién mesometrial.
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En cuanto a la regulacion hormonal de eosindfilos, se concluye:

1. Se observo una correlacion positiva entre el nimero de eosindfilos y el
numero de células inmunoreactivas a IL-5.

2. Se encontré un numero muy alto de eosindfilos en el Utero de ratas
ovariectomizadas.

3. El estradiol increment6 el niumero de eosindfilos de manera directamente
proporcional al tiempo de tratamiento.

4. Se alcanza la maxima presencia de eosinéfilos con el tratamiento combinado
de estradiol-progesterona.

5. Los eosindfilos y la IL-5 que probablemente producen son regulados por

estréogenos y progesterona.

En cuanto a la variacion anatomica de eosinofilos, se concluye:

1. No se observo diferencia regional en la distribucién de eosinéfilos entre las

regiones mesometrial, lateral y antimesometrial del Utero de rata.

kkk
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