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RESUMEN

CELALLOS VAZQUEZ MA. MAGDALENA. Cuantificacion de células plasmaticas
en la mucosa del cuello uterino de perra en fase estrogénica y progestacional del
ciclo estral. (Bajo Ia asesoria de la M.V.Z. Rosa Emilia Lavielle; M.V.Z. Mario
Pérez Martinez y MLV.Z. Oscar Oliveros Belmont }.

El objetivo del presente estudio fue determinar el patrdn de distribucién de las
células plasmaticas (CP) en el segmento craneal y caudal del cuello uterino de la perra
en fase estrogénica y progestacional del ciclo estral. Mediante laparotomia se
abtuvieron fos cuelios uterinos de 10 perras criollas clinicamente sanas, previa
estimacion de la etapa det ciclo estral en que se encontraban por medio de citologia
vaginal exfoliativa. Se obtuvieron fragmentos del segmento craneal y caudal del cuello
uterino tos que se fijaren, procesaron e incluyeron en parafina. Posteriormente se
efectuaron cortes histologicos que se tifieron con hemaloxilina-gosina y con verde
metil-pironina para evidenciar a las células plasmaticas. Con el objetivo 40X de un
microscopio fotdnico y un ogular con reticula micrométrica se contaron las CP en 16
campos microscapicos para conoger su  poblacion por mm2. Duwrante la fase
estrogénica del cicio estral de la perra la poblacion de CP del cuelio uterino registrd
varaciones de tipo cuantitativo entre los dos segmentos anatémicos estudiados (P<
0.05), siendo su nimero significativamente menor en el segmento craneal con respecto
al segmenio caudal. A diferencia de lo anterior, durante la fase iluteinica no hubo
diferencia significativa entre los dos segmentos anatdmicos estudiados (P > 0.05). Los
datos obtenidos en el estudio indican que la distdbucion de las células plasmdticas de
la mucosa del cuelio uterino de la perra adulta, presenta diferencias en sus respectivas
porciones anatdomicas, lo que apoya el concepto de la existencia de una distribucién
reqionalizada de las células inmunitarias presentes en la mucosa del tracto genital
femenino. Por otre lado, esta distribucion celular también es influenciada por los
cambics que ocurren durante el ciclo estral en la concentracidn de las hormonas
ovaricas.

Descrptares: Células plasmaticas, cuslio utenno, perra, ciclo estral.




INTRODUCCION

En la actualidad se acepta que la respuesta inmunclogica es un proceso
compleio que involucra interacciones con los sistemas newvioso y endocrdno. La
influencia de las hormonas sexuales en los procesos infecciosos se ha puesto en
evidencia ante el hecho de que la susceptibilidad a infecciones bacierianas y
parasitarias es influenciada por el sexoe del huésped, lo que es apoyado por estudios
en los que se ha visto el impacto que tiene sobre la respuesta inmunologica 1a

castracion en machos y hembras (1,2).

La influencia del sistema endocrino sobre el inmunoldgico también se ha
estudiado a nivel de las mucosas del organismo (3). Debido a que fa mucosa del
aparate  reproducior femenine normalmente esta expuesta a la  accion de
microorganismos potencialmente  patégenos, Ja primer funcion del  sistema
inmunoldgico asociade a mucosas es la de evitar la penetracidon de antigencs

microbianos det medio externo {4,5).

La mucosa de! aparate reproductor femenino presenta  células
inmunoldgicamente relevantes para actuar en contra de posibles infecciones. Entre las
células que estan involucradas en esta funcion se encuentran: linfocitos 1B y T).

macrofagos, neutrdfilos, eosmdfdos, basdfilos y células cebadas (8)




El linfocito es la célula central del sistema inmunocompétente, cuando un
linfocito B es estimulado por un antigeno determinado, este responde diferenciandose
en célula plasmatica (CP). Las CP aumentan su tamafio debido al desarrolio def
reticulo endopldsmico rugoso y porque contienen un mayor numero de mitocondrias.
La funcion principal de las CP es sintetizar y liberar al exterior moléculas de
anticuerpos, los que estéan dirigidos especificamente contra el epitope que estimuld el
lirfocito B del que ellas derivan. Por lo anterior, los anticuerpos son considerados como
las moléculas efectoras de la respuesta inmune humoral (4).

Los anticuerpos son glicoproteinas que se pueden encontrar en diferentes sitios:
a) asociadas a la membrana de los linfocitos B, funcionando comao receptores para
antigenos; b) circulando en el plasma sanguineo; ¢) en los liguidos que bafian los

tejidos y d) en las secreciones seromucosas (7).

Las CP se encuentran en el tejido conjuntive de cualauier parte del organismo,
sin embargo son mas numerosas en las regiones corporales expuestas continuamente
a la posible accion de agentes infecciosos, como es el caso de la mucosa del cuello
uterino (CU) v de ia vagina, debido a su cercania anatomica con la regidn perineal
{donde residen permanentemente microorganismos) (8).

Morfologicamente las CP se caracterizan por ser voluminosas y ovoides,
presentan un ntcleo excéntrico y abundante reticulo endoplasmico rugoso. Debido a
que tienen abundanie cantdad de acido ribonucleico (ARN), se consideran
pironinéfilas. La pironina es un colorante basico tetraetildiaminoxantenc con afinidad

especial por el ARN (4, 9).




El CU de ia perra, como en otras especies domésticas, desempefa un papel
fundamental en el proceso reproductivo debido a que funciona como una valvula con
capacidad de contraerse o relajarse dependiendo de la situacion hormonal de fa
hembra; posee células que normalmente secretan un fluido de color claro y aspecto
mucoide durante et estro con efecto anfibacteriano; y constituye un sistema
inmunosecretor (3,10). En la rata, ia secrecion de [gG e IgA aumenta durante el
proestro, cuando ta concentracion plasmatica de estrégenos es elevada (11). Por otro
lado, en la yegua el nimero de células plasmaticas (CP) endometriales tiende a ser
mayor durante la fase progestacional {12).

En diversos estudios histoguimicos y de determinacion de la concentracién de
inmunogiobulinas, efectuados en dtero de diferentes especies domésticas, se ha
observado que la poblacion de CP localizadas bajo el epitelio parecen estar bajo

control endocyino (8, 13, 14,15, 16,17,18, 19, 20).




OBJETIVOS

Considerando: 1) que Ja morfofisiologia del Gtero es regulada en gran medida por
la secrecidn ovarica de estrdgenos y pregesterona (10, 21, 22); i) que en algunas
especies (rafa, ratdn, yegua) se ha demostrado que la etapa det ciclo estral es un
factor determinante en la resistencia de Gtero a las infecciones en virtud de que la
sintesis y secrecidn uterina de anticuerpos experimenta variaciones paralelas al ciclo
reproductive (11,12} v iil} que no existen estudios en la perra respecto a la dinamica
gue presenta la poblacidn toial de células plasmaticas a nivel de la mucosa uterina
durante la fase estrogénica y progestacional dei ciclo estral.

Se plantearon fos siguientes objetivos de estudio:

1.- Cuantificar y conocer el patron de distribucion de las CP en el segmento craneal y
caudal del cuello utering de la perra en fase estrogénica y en fase progestacional def
ciclo estral. )

2.- Determinar si exisien diferencias cuantitativas entre el nimero de CP presentes en

el cuello uterino, bajo los dos estadios fisioldgicos estudiados.




HIPOTESIS

La poblacion de células plasmaticas del cuello uterino de la perra registra
cambios en su nimero de acuerdo a la condicidn hormonal, estrogénica o
progestacional predominante durante el ciclo estral, por lo que existen diferencias

cuantitativas de estas células entre ambas fases del ciclo estral.




MATERIAL Y METODOS

El presente trabaio se llevd a cabo en el laboratorio de Histofisiologia de la
Reproduccion del Departamento de Morfologia de la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de México. El material bicldgico se
obtuvo en el Bioterio del Hospital Regional “ 20 de noviembre” del ISSSTE, a partir de
los perros gue se destinan para efectuar los cursos de entrenamiento de Cirugia
Experimental que se imparten a los médicos residentes del Hospital que cursan la
especialidad en Cirugia. De acuerdo al reglamento de Bioterio 1os animales utilizados
para investigacidn son sacrificados por medio de la administracion de tiopental sédico

o pentobarbital por via intravencsa, previa tranqguilizacion.

OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 10 perras (5 en fase estrogénica y 5 en fase progestacional del
ciclo estral), clinicamente sanas, de diferentes razas, con edades entre dos y cinco
afos. A cada uno de los animales se les efectud citologia vaginal exfoliativa durante
una semana obteniendose tres muestras de cada una con el fin de estimar la fase del
ciclo estral en que se encontraban. Para ello se wtilizd un hisopo estéril, el que previa
limpieza de la region peringal, se introdujo cuidadosamente hasta liegar a la porcién
craneal del vestibule vaginal en donde se efectud un movimiento rotatorio logrando de
esta manera oblener el matenal. Posteriormenie se efectud un frctis sobre un
portaobjetos y se fijaron las células por inmersion en etanol al 96% durante 5 muinutos.

Todos o3 frotis se bineron con la tncdn de Papanicolaa (9, 21, 23},
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Una vez determinada la fase de ciclo estral por citologia vaginal, se procedid a
tranquilizar y anestesiar a los animales para practicarles una laparotomia y asi peder
obtener las muestras de cuello uterino requeridas. Se obtuvieron 10 cuellos uterinos a
partir de los cuales se tomaron fragmentos de 2 em’. de su porcidn craneal v de la
porcidn caudal. Los fragmentos se fijaron en una solucion de formo! salino durants un

pertodo 24 a 72 horas (Figura 1).

CRITERIO SEGUIDO PARA EVALUAR LOS FROTIS VAGINALES

La citologia vaginal exfoliativa (CVE) se basa en determinar et tipo y cantidad de
ceélulas exfoliadas de la mucosa vaginal durante las distintas etapas del ciclo estral. La
dinamica de exioliacion celular es un proceso fisiolégico regulado por los cambios que
se presentan en fa concentracién de las hormonas sexuales durante el ciclo estral.
Dichos cambios hormonales influyen sobre la morfologia de las células epiteliales .
Durante la fase folicular o profiferativa del ciclo estral, caracterizada por
concentraciones crecientes de estrégenos, el epitelio vaginal madura, lo que ongina
gue las células mas superficiales del epitelio queden distantes del aporte sanguingo
por lo gue se inicia un proceso gradual de descamacion celular (24, 25, 26).

Las células del epitefio vaginal se clasifican en basales, parabasales,
intermedias y superficiales. El predominio de alguna de estas células indican distintas
elapas de maduracion fisiclogica denominadas: etapa de prolferacion, diferenciacion y

exfoliacion, respectivamente (27, 28, 29).




Se consideraron como células parabasales aquelias que presentaban forma oval o
redonda con niciec prominente v escaso ciioplasma, frecuentemente se encuentran
formando clmulos. Estas células predominan durante el pericdo de anestro y
principios del proestro. Las células intermedias presentan bordes irreguiares,
abundante citoplasma y su nicleo vesicular central {Figura 2). Las células superficiales
se caracterizan por presentar bordes angulosos y presentan un nucleo pequefo. Estas
son las células caracteristicas de la fase estrogénica, por lo gue se cbservan durante el
proestro tardio y el estro (24, 27, 28, 30) (Figura 3).
PROCESAMIENTO Y TINCION DE LGS TEMHDQS

Los fragmenios obienidos previarnente fijlados se procesaron en un histoquinetie
automatico, se incluyeron en parafina y se efectuaron cortes de é pm de grosor con un
microtomo convencional. Posteriormente los cortes se tifieron con hematoxilina-eosina
para evaluar las caracteristicas del endometrio, para este fin se tomné en cuenta el
tamafo y forma de las glandulas endometriales, asi coma su nivel de secrecion.

Con el fin de evidenciar las células plasmaticas, los cortes se tifieron siguiendo
la  técnica de verde metl pironina. La pironina es un  colorante  basico

tetraetildiaminoxanteno con afinidad espectal por el ARN {9, 23).

CONTED CELULAR

Se efectud el conteo de CFP en la ldmna propia de tejido conjuntivo de la mucosa del
CU, mediante ef uso de un coular can reticula micromeétrica (Zeiss) y el objetive 40X
Para este fin se contaron las CF presentes en 16 campos microscopicas tomados al

il
dazar para conocer su poblacion gor nun”




ANALISIS ESTADISTICO

Se empiearon pruebas no paramélricas para efectuar el analisis de los
resultados obtenidos. En fa fase estrogénica, para comparar el nimero de CP por mm’
de la region craneal con respecio a la regidn caudal se empled {a. prueba de rangos
con signo para un experimento pareado. Esta misma prueba fue utilizada para
comparar ambas regiones en la fase progestacional.

Para comparar la region craneal en ambas fases del ciclo se empleé la prueba
de Wilcoxon de rangos, también se utilizé esta prueba para comparar la region caudat
en las mismas fases, considerando para esto que las muestras son independientes

(31, 32).




RESULTADOS

Los valores promedio y desviacion estdndar obtenidos del conteo celular por

mm?® para el segmenio craneal y caudal del cuello uterino en fase estrogénica fueron:
13.0+ 8.1 y 28,6+ 12.5, respectivamente y para la fase progestacional los valores
fueron: 32.0+ 10.1 y 33.2+ 30, respectivamente. De acuerdo a estos resultados durante
la fase estrogénica del ciclo estral de la perra la poblacion de células plasmaticas del
cuello uterno registra variaciones de tipo cuantitativo entre los dos segmentos
anatémicos considerados .
Asf en el segmento craneal se encontrd una poblacién de células significativamente
menor a la obtenida para el segmento caudal (P< 0.05). Contrariamente, durante la
fase ldtea, no se encontrd diferencia significativa entre los dos segmentos anatémicos
estudiados (P = 0.05).

Al comparar los datos obtenidos para el segmento craneal en fase estrogénica
con los de [a fase progestacional hubo diferencia significativa entre ambas fases (P <
0.05), siendo mayor la poblacion de células en la fase progestacional. Por otro lade, no
se encontré diferencia significativa al comparar los valores de ambas fases en el

segmento caudal {P > 0.05) (Figura 4y 5).
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DISCUSION

La respuesta inmunoldgica involucra interacciones con el sistema endécerine. La
participacion de [as hormonas sexuales en los procesos infeccioses se ha puesto en
evidencia ante el hecho que la susceptibilidad a infecciones bactenanas y parasitarias
es influenciada por el sexo del hlesped (13). Los esirogenos son responsables de la
proliteracion del epitelio, glandulas. estroma y vasos sanguineos de! endometrio, asi
como de la sintesis de los receptores a estradiol y progesterona (10). Existen
evidencias experimentales que advierten de la importancia que tienen las variaciones
fisioldgicas en la concentracién de las hormonas sexuales durante el ciclo estral sobre
el nivel de resistencia uierina a las infecciones (8,13, 17). Asimismo, se ha informado
de la existencia de células linfoides positivas al receptor de estrogenos en fos

agregados linfoides del endometrio de la mujer {17).

En el presente estudio se encontraron diferencias cuantitativas y de distribucion
de las células plasmdticas dependiendo de la etapa del ciclo estral en que se
encontraban los animales. El hecho de que la poblacidn de células plasmaticas sea
menor en el segmento craneal del cuello uterino en fase estrogénica con respecto al
namerg exisiente de esta células en la fase progestacional, muestra que a
microanatemia del sistema inmune de la mucosa del cuello uterino de la perra varia a
to large de sus respectivos segmentos. Esta diferencia de distnbucion puede tener
imphcaciones funcionaies importantes ya que debido & la proximidad anatomica que

existe entre el segmento craneal del cuelio uterino con los cuernos uterinos, s posibie
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gue durante la fase folcular en este sitio disminuya de manera fisioldgica su
reactividad inmunologica, lo gque facilitaria la sobrevivencia del gameto masculino
durante su pasc hacia el sitio de fecundacion.

El hecho que en la fase progestacional la poblacidn de células plasmaticas no
registre diferencias significativas entre los dos sitios anatémicos estudiados, hace
suponer que en esta fase del cicle es necesario mantener constanie dicha poblacion
celular en todo el cuello uterino. Tomande en cuenta que durante la fase
progestacional dei ciclo tienen lugar los eventos preparativos necesarios para que el
ovuio recién fertitizado pueda implaniarse e iniciarse el desarrollo embrionario, el cuello
uterino cumple una funcién muy importante durante dicha etapa porque ademas de ser
una barrera fisica y quimica, se constituyz en una importante barrera inmunolégica al
evitar la accion nociva de cualquier agente infeccioso mediante 1as inmunoglobulinas
de tipo A que secretan las CP presentes en la mucosa del cuelio uterino.

Debido a que el endometrio esta considerado en fa fista de los tejidos en los que
tiene lugar la respuesta inmunolégica de manerg local, en la actualidad existe mucho
interés en diversos grupos de investigacion en el estudio de la distribucion espacio
temporal de las células inmunitarias de la mucosa del aparato reproductor femenino y
mascutino (14, 15). Dentro de las causas frecuentes de infertiidad en la perra se citan
las enfermedades infectiosas a nivel utering (10). El estudio de la dinamica de las
células plasmaticas durante diversas condiciones fisioldgicas permite comprender
mejor la patogenia de las enfermedades que afectan su potencial reproductivo.

Hoy en dia gracias al desarrolio de anticuerpos monoclonales, gxiste evidencia

inmunohisiocquimica respecto a la exislencia de una organizacion comparimentalizada
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de las células inmunitarias, distribuidas en la tamina propia del tejido conjuntive de

inmunitarias cumplan su funcién primaria de proteccidn, asi como de entidades
moduladoras de ofros eventos fisioldgicos que ocurren en las mucosas a través de
diversas moléculas de naturaleza peptidica (citocinas) que permiten la interaccion entre

diversas mucosas (19, 20, 33). Este nivel de organizacion permite que las células
los diferentes componentes celulares del tejido conjuntive (4).




CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que la poblacion de células plasmaticas totales
presentes en la mucosa del cuello uterino de la perra durante la fase estrogénica del
ciclo estral disminuye significativamene en su porcién craneal a diferencia de fo que
ocurre en la poblacion de ¢élulas plasmdticas de las dos porciones anatémicas
estudiadas durante la fase progestaciona! det ciclo, en donde no se observan cambios
significativos en su nuimero. En conjunto, los datos obtenidos en el presente estudio
constituyen una evidencia a favor de que la distribucion de las celulas plasmaticas de
la mucosa del cuelio uterino de la perra presenta diferencias en sus respectivas
porciones anatdmicas. Esto hace necesario efectuar mas estudics para valorar las
implicaciones fisioldgicas que pudieran tener en el proceso reproductivo dichos

hallazgos.
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Figura 1. Aparalo reproductor femenine de perra en donde se observan
ovarios. tubas uterinas. cuernos uterinos, cuerpo ulerino y cervix. (Tomado de

Hills™s Atlas of Velerinury Chinical Anatomy)




Figura 2 (Cdlula lntermedia (a) ¥ superficial (b} en frotis vaginal de perra. Las
colulas ntermedias  presentan abundante  citoplasma y - nucleo vesicular
central. Las  celulas  superficiales  presentan bordes  angulosos y nucleo

peaqueno, Tincion dePapanicolan. 32X
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Figura 4 Promedio de células plasmaticas por mm’ en la porcion craneal y caudal del cuello
uterino de perra en fase folicular y lGtea del ciclo estral.

**Siglas distintas indican difcrencia estadislica {p«<0 05 )




Figura 4. Corte histologico de cuello uterino de perra en su porcion crancal
observan célujas plasmaiicas a nivel de la lamina propia i{flcchas). Tincion

verde metit pronma Auniento 25X
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Figura 5. Microfologralia de corte histolégico de cucllo uterino de perra en su
poreién caudal, en fase Tatea del cielo. Se observan eélulas plasmalicas a nivel
de tepdo conjuntve adyacente al epiteho. Tincwon de verde meul prronma

Anmenio 26X
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