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RESUMEN

VILLA GONZALEZ JOEL. Migracion linfocitaria en ovarios de
conejas (Orictolagus cuniculus) durante la gestacion temprana y
pseudogestacion inducida con hCG (bajo la direccién de: Dr.
Mario Pérez Martinez y M. en C. Santiago René Anzald(a Arce).

Con el propdsito de conocer la dindmica migratoria de los linfocitos
totales (LT) al estroma ovarico de conejas Nueva Zelanda durante los
dias 1 al 5 y 8 en el estado de gestacion y pseudogestacion (inducida
con 100 UI de gonadotropina coridonica humana), se obtuvieron los
ovarios de 41 conejas: 18 gestantes (GS), 18 pseudogestantes (PG) y 5
no gestantes (NG), para obtener fragmentos de tejido que se
procesaron mediante la técnica de inclusion en parafina y efectuar
cortes de 6-8 nm de grosor que se tifleron con Giemsa para evidenciar
a los LT. En los cortes histolégicos obtenidos se contaron los LT
presentes en 25 campos microscopicos considerando para este fin el
estroma ovarico de la zona cortical y medular. Al comparar los
resultados obtenidos entre el grupo de conejas gestantes con las NG
(testigo), se encontrd mayor numero de LT ( P< 0.05) en el dia 2 de la
gestacion en relacion a las conejas NG. A partir del dia 3 se observd una
disminuciéon de LT que se mantuvo en el dia 4 y 8. Al comparar los datos
de los animales gestantes y pseudogestantes se encontrd un menor
numero de LT en los dias 5 y 8 del estado de pseudogestacidn en
relacién con los dias 1 (< 0.05) y 2 (Ps 0.01) de la gestacion. En el
grupo de PG disminuyeron los LT a partir del dia 2 que se hizo mas
evidente los dias 5 y 8, resultados que sugieren un pape! activo de los
LT en la remodelacion tisular que se presenta en los primeros dias
posteriores a la ovulacion. Estos resultados sugieren un efecto inhibidor
de la progesterona sobre el numero de LT de! estroma ovarico de la
coneja a partir del dia 2 y 3 de la gestacién y pseudogestacion,
respectivamente.

Descriptores: Linfocitos, migracién, ovario, gestacion,
pseudogestacién, coneja.
Trabajo financiado por el PAPIIT-UNAM (Proyecto IN 212101).



MIGRACIONL LINEOCITARIA EN OVARIOS DE CONEJAS
('Oryrctolagus cuniculus) DURANTE LA GESTACION TEMPRANA Y
PSEUDOGESTACION INDUCIDA CON hCG
DESCRIPTORES: linfocitos, migracion, ovarios, gestacion,
pseudogestacion.
INTRODUCCION

La coneja doméstica (Oryctolagus cuniculus) es una especie que
presenta caracteristicas reproductivas diferentes a las de otras especies,
debido a que presenta una conducta estral caracterizada por el ciclo
estral y ovulacién inducida por el coito(1). La ovulacion inducida ocurre
entre 10 a 12 horas posteriores al coito, la cual puede ser ocasionada
por monta de un macho infértil o por medio de un estimulo fisico vulvar;
en.ambos casos se desencadena un reﬂejof ‘neuroendocrino 'y en‘

consecuencna se desarrolla un estado de pseudogestacmn (2)

Los eventos neuroendocrinos desencadenadyos por el apareamiento

se - relacionan a través del sustemav

hipofisiario que funciona:

bajo

estacionaria o basica

diversos impulsos sensoriales que conducen ‘a Ia actlvaCIon preoptlca-



hipoﬁsiariafﬁipotélémica, séguida por la ovulacion después de 10 a 12
‘horas (Cuadro 1). o o B

Gl éor otra parte, el estimulo mecanico de vagina o cérvix ‘pu‘ede
disparar la elevacion de gonadotropinas, lo que desencadena “la
'ovmacién. Asimismo, cuando un animal ha sido tratado con eStrégenos ‘
o'cvuando éstos se elevan de manera natural durante la etapa de estro,
el estimulo del drea genital puede desencadenar la ovulacion (3).

Pincus y Enzmann estabIeCIeron los procesos de desarrollo,

maduracién y atresia de los follculos ovartcos en la coneja (4).

El hipotalamo es el sutlo.,en I‘que se traducen diferentes sefiales

quimicas neuroendocrinas,: _entre las que se encuentra la Hormona

Liberadora de Hormona Lutemlzante (LH RH) La hipdfisis funciona como

un amplificador biologlco,que segura u a. concentracuon eficaz de la

'duc_lr la ovulacién (Figura 1

Hormona Luteinizante (LH) en sangre o]

y 2). V ;
En la rata se ha obs‘ as i‘m’ﬂtiples intromisiones

durante la copula elevan Ios mvel prolongan la durac:on del

pico de LH, sin embargo ia 'a;tiya osa responsable del plCO de

LH-RH y del inicio de la descarga hlpoflSlar'la de LH v de la Hormona

Foliculo estimulante (FSH) culmlna poco,despues del apareamiento.
Se ha estudiado el crecimlento de los foliculos en el ovario de la

coneja durante los perlodos de elevacion de los niveles de progesterona



en la sangre. La concentracion de progesterona aumenta en la sangre
por la gestacidon o por la administracion de implantes de progesterona.
Existen estudios en conejas donde ha sido medida la
concentracién de estradiol en el conténido de foliculos ovaricos con 1
mm de dlametro 6 mas, entre Ia 1a y 4% semana de gestacién o postenor .
a la admmlstracton de un tratamlento con implantes (parches) der" '

progesterona Mlentras que las conejas no gestantes presentan fOllCUlOSV‘:

con dlametro 'superlor a los 2.5 mm, en el caso de Ias‘_hemb_ras’
gestayq’testyy,las que fueron tratadas con implantes de ~p‘ro_g_>esbt>er6na"
preseﬁtan un diametro méximo de 1.8 mm. Por otra parte, tanto en las
gestantes como en las impléntadas,, la concehtracién de estradiol
disminuye significativamente en comparacién a los niveles presentes en
foliculos de conejas no tratadas. Asihismo, se ha informado que los
implantes de progesterona no' tienen mayor efecto sobre los niveles de
LH y FSH en la sangre (Flgura 3) ‘

Una vez ocurrida la ovulacwn los nlveles plasmaticos de 20 alfa
hidroxiprogesterona y progesterona aumentan dentro de los 15 minutos
posteriores al coito y alcanzan valofes'ma'ximos en el lapso de 1 a 3
horas. En contraste, los niveles de progesterona alcanzan valores altos .
postcoito Unicamente durante 5 horas , representando solo una qumta

parte de los niveles alcanzados de 20 alfa hldroxuprogesterona (3)



La progesterona ejerce una accién inhibitoria sobre el desarrollo
folicul»ar'y en la funcién esteroidogénica del ovario de la coneja, ya que
la accién de la progesterona al parecer es ejercida directamente sobre ei
ovarid y no indirectamente, a través de la inhibicidn de la secrecion
gonadotrop:ca (5) (Figura 4).

En diferentes especies de mamiferos, la mayoria de los follculos
pfesentes en el ovario son pequefios o atrésicos durante los periodos de
' éoncentracién elevada de progesterona (fase Idtea, gestacion o
pseudogestacidén). Existen datos de que en la rata sélo los fbliculos
menores de 600 pm de diémetro‘estén presentes durante.la gestacién,
exéepto al final de este periodo cuando reapayrecenﬂ los' foh'culos de
mayor didmetro. Asimismo, .sé ha informado -de Ia reapancion de
foliculos grandes aparentemente asociados a un: aumento brusco de LH
en la sangre que se presenta cuando los ‘niv'e’lesvde ‘progesterona
disminuyen en la gestacién tardia. En ‘el ‘caso ide,alt_.:Junos primates,
durante la gestacion hay pocos foliculos en desarrollo, probablemente
debido a que la progesterona suprime la secrecidn de gonadotropinas;
Ibs ovarios, sin embargo, permanecen respondiendo a la estimulaciéon de
LH. En la mujer, la accidon inhibitoria de progesterona sobre los foliculos

en crecimierito también parece .ser mediada por la supresion de

secrecién gonadotrépica.
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B Con baserren los estudios realizados en ratas y primates donde se
indica una accién inhibitoria de la progesterona sobre el desarrollo
folicular, en el caso de las ovejas se presenta una situacién contraria.

En la oveja se han encontrado un mayor numero de foliculos en
desarrollo en los ovarlos que presentan cuerpo liteo, que en aquellos en
los que no se presenta También se ha |nformado de una correlacnon
pOSItIVa entre los niveles de progesterona en el suero. y el numero de

foll'chIos presentes en los ovarios (5).

Diversos estudios han evaluado el tamafo y contenldo esterondal
de los foliculos ovaricos en conejas - durante la pseudogestacuon
temprana, registrando a los foliculos viables y con un dlametro superior
a 0.8mm presentes los dias 0, 2 y 6 después de la iinYeccién de una
dosis ovulatoria de gonadotropina coridnica humana (hCG), con el fin de
determinar su contenido de estradiol, testosterona y progesterona como
indicadores de la funcion esteroidogénica. Los resultados demostraron
un "agotamiento” de los foliculos de mayor dlametro (>1 .6mm), 2 dlas

después de la inyeccion de hCG, observandose una subsecuente

' ,d a 6 asumlsmo Ia

repoblaciéon de los ovarios con foltculos grandes en

concentraciéon de los tres este ondes det rmma o lncremento de

manera general con el aumento del tamano del

del proceso del desarrollo ;folicularv Ios ,estrogenosl’y la’ progesterona



ovaricos, reguian mdltiples mecanismos autocrinos que participan en la

formacién y.seleccidn de los foliculos (6) (Figura 5).

Los estrégenos regulan varias hormonas hlpotalamlcas e

hipofisiarias que, alternadamente, controlan fun ione ,ovaricaS'

~asimismo sus metabolitos tales como catecoloestroge‘nos,mftambien

tienen efectos directos dentro del ovario.

Los estrégenos promueven el desarrollo fohcular que culmma en
la ovulacion, inducen el desarrolio folicular , la expresion de receptorgs’a
gonadotropinas en las células de la granulosa, la esteroidogénesis ‘y;lé
formacién de las uniones tipo nexo en las células de la granulosa, asi
como también participan en la formacioén y el mantenimiento del cUerpb
liteo (7). '

Después de que ocurre .la :o'\/ulacién, en el ovario.se initia iuha
serie de procesos de remodelaciénv't'isular, la cual incluye la fobrma'clén y,‘

maduracién funcional de un CL Los cuerpos luteos bajo el estlmulo de la.

prolactina (8) experlmentan un desarrollo contmuo hasta alca zar su

maximo tamafio alrededor del dla 16 de la gestacnon, este aumento en

el volumen se debe a la hlpertroFa de Ias celulas IuteaS' ,Ios ,os dlas‘

de haber ocurrido la ovulacnon, el dlametro de Ios CL en ovanos de la

coneja doméstica es de aproxmadamente 2 mm y se. incrementa as

mm al final de la segunda semana postovulatorla (9)




En el estroma ovarlco es posible distinguir diferentes células con
funcmnes mmunltarlas presentes en el tejido ovarico entre las cuales se
encuentra‘n Imfocitos, neutrdfilos, macrdfagos, células plasmaticas y

Vmasbto"t;itos, f“'lestas ,cérlulas provienen del torrente sanguineo y son
resideﬁtes temporales del tejido conjuntivo. (10).

rvUna parte ‘de los macrdofagos presentes en ambas dreas
expresaron antigenos clase II del complejo principal - .de
histocompatibilidad (MHC); éstas celulas se encontraban presentes
sobre todo en [a regién medular, sin cambios,‘en la densidad aparentes: '
durante el periodo preovulatorio. Los né,ufréﬁlbs’ rebresentan una
porcion mas pequefia de la poblacién _tot’al’ kdé*‘leuco‘citos en  |a region
medular pero fueron abundanteé en lar» ?’aPa;’ ttjetv;‘a;lv.v La densidad de
neutréfilos se incrementé 3 veces en la fieg'io'rn!fnédu‘lar y 8 veces en la
regién tecal durante la ovulacién "-:'_cé‘mp‘ara’do . a los folfculdé
preovulatorios. :

Respecto a los linfocitos T, éstos se entontrardh unirfdlv’rvneﬁ‘ten‘te
con una densidad relatuvamente baja en la medula y en el estroma de la
corteza. La mayoria de los linfocitos T expresaron el antlgeno CD8
Con base en estos estudios, actualmente se sabe que los macréfagos,
los neutréfilos y los linfocitos T estdn presehtesfén el oVafié "durantye lé

ovulacion.



Es de I.lamar la atencidon que ocurre un incremento selectivo en el
nm‘"rrieirrciar criréfmacbrcrifargos y neutréfilos en la region medular y en la capa
tecal ‘¢andrme progresa el periodo ovulatorio, indicando que estas
~célru'las péi’tic’ipan activamente en la remodelacion del ovario durante la
ovuylac’i;én,"(_yll).

| ',Lo"s, ovarios a diferencia de los testiculos, no presentan uné
‘b'arrera distinta entre el sistema inmune y los gametos en d’esarrollo, sin
émbargo los factores inmunes tienen impliéaciones frecuentes en la
disﬁincién ovarica. |

Gran parte del conocimiento actdal'sob‘re él éistema inmune de
los ovarios proviene de estudios sobre la éxprésién de proteinas en la
zona pellcida (ZP) durante el desarro"o pvérico (12).

La evidencia reciente indica que' las células del sistema inmune y
que productos de secrecién como las citocinas, desempefian un papel
activo en el ovario durante todo el ciclo estral. :

Se hka i'nfofmédo que en la etapa de gestacién temprana de la
yegua, el nimero 'de células CD4, CD8: y macréfagosfdismi‘m.'pye, asi
como ylé’expv're‘s‘ién del MHC 11, comparado con yllas‘ muestras deilrdii»estro

.medio.
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De manera similar la distribucic’m de los eosindfilos en equinos es
) éscass y su poblacién disminuye notoriamente en la gestacidn. Estos
resultados indican que las poblaciones de células inmunitarias en el CL
de esta especie varian en las diferentes etapas fisioldgicas. El aumento
selectivo en células CD8 antes de la lutedlisis funcional sugiere que
tienen un papel fisioldgico en"la’regrvesién del CL (13).

En ratas gestantes 'y pseudogestantes  se detectaykor‘l, con
anticuerpos mqnoclénales, diferentes células inmunolééicas in‘clt_’vyendo
monocitoS/macréfagos, granulocitos y linfocitos T en ‘el cuerpo luteo
(CL). Lds'datos obtenidos coinciden con la hipotesis de q‘ue la involucion
del,-CL se promueve a través de la interaccion de las células
ihﬂématorias y la accién del Factor de Necrosis Tumoral (TNF)I, aunque
la accién del TNF no se ha determinado en el tejiao futeal (14). -

En la migracién leucocitaria ocurren mﬂltiprles’intera‘cciones entre

dichas células y las células del tejido conjuntivo, cumpliendo una_fthién

fundamental en este proceso los mediadores solubles conocidos como-

citocinas. Estas moléculas son sintetizadas por  diversas: células del

organismo y actualmente se sabe que son muy importantes en'la

regulacién de la respuesta inmunoldgica sistémica y local (15)". '}’i




1

Rectentemente se ha propuesto que dlversas citocinas secretadas
por Ios léi.:cocntos resndentes en el estroma ovarico, influyen sobre la
funcién esteroidogénica de esta glandula y en los procesos de
fgmddelacién tisular locales (14,16).

‘ En los ovarios en estado  preovulatorio la secrecion del Factor
: VE‘stiﬁ_'lul»ador" de Colonias de Macféfagqs Granulocitos (GM-CSF) no es
i ihflu:énciad‘a por la_ LH. pero sé _dbServa un aumento cuando la
| I‘r'\vte_fl'et.“lcina: 1B (IL-iB) recombinéhte humana (4ng/ml) es agregada al
’mrediko‘ de perrfusién. Diversas eVidenCias indican que las citocinas
pfdinﬂamatorias semejantes como IVL,1, IL6 y TNF alfa modulan los
cambios esteroidogénicos, -los cuales tienen lugar durante la
luteinizacién (17).

En el CL de la coﬁeja se han identificado linfdcitbs ‘T \%
macréfagos tanto en la gestacién como durante la pseudog,estacié'n‘} en
esta especie existe una correlacién funcional entre el incr;emlent_:gf én el
nimero de macréfagos y la involucion del CL, lo que sugferé iaééﬁvidad
de este tipo de celulas en el proceso de luteolisis (18); por otro lado, los
leucocitos resndentes en el estroma ovarico aparentemente part|c1pan env

la ruptura del follculo y-en la transformacién a un CL funcnonal




La importancia potencial de las citocinas proinflamatorias.en los.. --

mecanismos de control de la luteolisis es sugerida por la capacidad'dé
IL1 y TNF alfa de disminuir ambos la produccion de progesterona y la

supervivencia de las células luteales en bovino (19) (Cuadro 2)

Los CL que se forman después de la ovulacuon son esencnales

para el establecimiento y mantenimiento de la gestac:on debld‘o a que
: constutuyen la Unica fuente de progesterona (Ps) (20) La luteratura
,reFere que existe una correlacion estrecha entre el peso del teJldO luteal
y 'IVaS concentraciones séricas de Ps durante la gestacién vy
pseudogestacién (21).

La sintesis de P4 registra variaciones dufante la gestacién y
pseudogestacién en la coneja. La co_ncentracién plasmatica de P4
durante la pseudogestacién, determinada a partir de una muestra ‘def‘V

sangre tomada directamente de la vena ovérica o indirectamente: de la

gonadotropina coriénica humana 'f (hCG),,

significativamente a niveles muy baJos a partlr de los dias: 16‘ al 18
(22,23 ), ; e

El CL formado durante la pseudoprenez o gestacnon temprana,
perrhanece secretor hasta el dia 16 postcoito y despues de este dia se

~ inicia su involucién, proceso que abarca aproximadamente 5 dias (24). -



7 En conejas pseudogestantes . treatadas con metilpre'dnisolonarr
(antiinflamatorio esteroidal) los - linfocitos = T ' Virtualmenté "fueron.
eliminados del tejido luteal, no exastnendo camblos en los mveles sencos
de P4 , estos hallazgos sugieren que Ios IlnfOCItos T y sus productos de )

secrecidon (diversas cstocunas) no mfluyen sobre Ia funcuon del CL en estav

especie (25).

En  estudios recnentes se ha informado de Ia partlcnpacnon de

dlferentes subpoblacnones Ilnfomtarla ldad funcional deI‘

cuerpo Iuteo en el ciclo’ estral aS| como duran 3 Ié:gestacmkn en Ia yeguak, .
(26) De |guaI forma se ha observado I »
dlferentes subpoblacuones Ieucoatarnas en el cuerpo Iuteo de Ia rataf:':_‘
gestante y con: pseudogestacion (14), sin- embargo debido a Ias‘*‘k"
particularidades de tipo enddcrino e hlstolégiéo que presentén ambas
' especies no es posible inferir esta informacion a la coneja. ' |

bActuaImente se desconoce la migracién de células inmunitarias,
particularmente linfocitos en el estroma ovarico de conejas en el inicio
de Ia'gestacién y pseudogestaciéon, dadas las modificaciones tisulares

que tienen-lugar en el desarrollo morfolégico y funcional del cuerpo

luteo y el microambiente hormonal predominante en estas etapas.

Istnbucmn temporal de v:,



OBJETIVOS:

1. Estudiar la actividad migratoria dﬁe‘ liryifob'citkos; _totalesv en el estroma
ovarico de conejas no gestantes. » ‘ ‘

2. Estudiar la actividad migratoria de Imfocntos totales en el estroma
ovarico de la coneja geStanf:é vi’d‘urar"!‘té los dias 1,2,3,4,5 vy 8
posteriores a la ovulacién. o e '

3. Estudiar la actividad mlgratorla de los hnfocntos totales en el estroma -

ovarico de conejas pseudogestantes tratadas con hCG durante Ios

dias 1,2,3,4,5 y 8 posteriores a’ Ia ovuIaC|on

4. Determinar las posibles dlfe;iencla es gestantes 'y

pseudogestantes, durante los ocho. die es:a: a} vulacuon, asi

como entre éstos y el grupo testigo. . -



MA}EkiALY{ M‘E'Tf)'pos

El presente estudio se reallzo ‘en. eI Iaboratorlo de FISIOIOgIa

_Tasular de Ia Reproduccron Ammal deI Departamento de Morfologla de la -

Facultad de Medlcma Vetermarla y ‘ ootecnla de Ia UNAM
Animales y maneJo ‘ ’ 5 v

Para la realizacién del presente estudio se: utlllzaron 41 coneJas
Nueva Zelanda blancas sexualmente maduras (3.5 kg Y) nullparas que
se mantuvieron en condlciones ambientales de bIoterlo, alojadas en
jaulas individuales con alimento concentrado comercial y agua de bebida
ad libitum. Se formaron 12 grupos de 3 animales cada uno. 6 de estos
12 grupos . fueron utilizados para lograr en las conejas un estado de
gestacion (Grupo Gx) y los 6 grupos restantes para inducir un estado de
pseudogestacion (Grupo Ps). Cada uno de los 6 grupos representan los
dias 1,2,3,4,5 y 8 de avance tanto de la gestacion como de Ia
pseudogestacion, correspondiendo el grupo (g) 1 al dia (d) 1, el g2 al
d2, el 93 al d3, el g4 al d4, el g5 al d5 y el g6 al d8. |

ParaIeIamente se conto con un grupo de animales testlgo, consustente

en 5 conejas adultas nuliparas.
EI estado de-gestacién en las conejas se Iogré .al darles monta,
dos veces al dia, una.en la manana y una en Ia tarde, cdhfs:ementales

expenmentados de Ia mlsma raza o
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Asumlsmo, el estado de pseudogestacnon se Iogro al mducur la

ovulacmn en las coneJas mediante Ia_admmustracnon de“100 UI de

gonadotropina corlonlca humana (hCG) (Ch’ ul' “‘n, Inte et®) por via

intramuscular.

El dia de la cruza 6:de:la; aplicacion: de hCG:se considero:como

dia *0” del experlmento.

Para poder conFrmar el estado de:gestacion en las: conejas, estas

fueron sometidas a eutanasia me_dva‘n:t i edo. ls’(,ie, pentobarbltal

“sédico (90 mg/kg) (27) a fin de wverificar - esericia de embriones en

lavados efectuados en el oviductdy en cuernos’uterinos ‘con ‘solucién

salina fisioldgica, asimismo se corrob r e’XiStencia de. cuerpos

hemorragicos y/o Iuteos en la superficie ovarlca. Posteriormente el

aparato reproductor y se ﬁJO ;entuna,so cl_on Je: aci “o,pl'crico (15%) vy

conforme a a. tecmca de mclusuon en parafna en un hlstoqumette

automatlco (Amencan Optlcal p 800). Postenormente e efectuaron

cortes semlserlados de 6 pm de grosor en un mlcrotomo (Sp ncer 820),




algunos de estos cortes se. tlneron con la tecnlca Trlcromlca de Gomori
para la observacuon de la estructura hlstologlca general de los ovarios y

otros con.la tmcuon de Gtemsa para evndenccar a Ios linfocitos (10).

Conteo celular

un ‘oCular con reticula

Para "el cbnteo<de7lihfo¢itos s’e"u'tilizv:
micrométrica y un microscopio fotomco (Zless) Se contaron las células
presentes en 25 campos mlcroscopicos con el obJetivo 40X. "y se

considerd el estroma ovarico de la zona cortlcal y medular

Analisis estadistico
Los datos obtenidos del conteo celular se anahzaron medlante la
prueba estadistica no paramétrica de Tukey. Se utlhzo eI sistema Prlsm

2.0 (C.A) para efectuar la comparacion entre los dlfererntes grupos (28).

o

R
Ty




fflo ‘ammales pseudogestantes delf ;

7 ~RESULTADOS

Al comparar e! numero de linfocitos totales del grupo testigo (NG)
‘ con los del grupo gestante, se observo un mayor ntiimero (P<0.05) en el
dia 2 de gestacion en relacién con el NG; por otra parte, también se

observé . ‘un incremento e'n; él dia 1.de la gestacién con respecto a los

‘NG, auhque' éste  ltimo no resultd ser estadisticamente significativo

(anura 6 y 7)
"‘comparar entre si el mjmero‘ de’ Ilnfoutos totales de los

‘Li Al

dlferentes dnas de gestacion y pseudogestacnon se pudo observar, de
manera notable, un menor nimero en Ios ammales pseudogestantes del

tha 5 y 8 en relacmn con los gestantes del d|a 2 (P<0 01) y del dia 1

. (P<O 05)

o ‘ iAsimlsmo, se observo un: numero menor de linfocitos totales en

l‘aAsby_Q'c::o’n respe;tq a los del dia'1

(Flgura 8 Y. 9)




DISCUSION

En el grupo de anlmales gestantes se encontré un incremento en
el numero de Ilnfoatos totales en los dias 1 y 2, siendo estadisticamente

fsignlﬁca‘tlyo ‘el ‘dia 2, con relacién al valor promedio obtenido en los

animales no gestantes. Posteriormente a partir del dia 3 de la gestacion

se observé una disminucidn de linfocitos que se mantuvo en el dia 4 y 8.

Eh:elfdia 5 de gestacion se presentd un incremento notorio de
linfocitos ‘en relacién a los dias 3, 4 y 8 donde se presenta un
d‘écrem‘ent'ob constante de éstas células, lo cual resulta un hallazgo
imteresante para su posterior analisis medlante un estudio especifico.
Durante ‘el desarrollo y etapa funcional del cuerpo Iuteo, el ovario
secreta* moléculas que llevan mensajes, capaces de atraer ciertas
bbbklaci}més yrsubpoblaciones de‘le'ucdcitos que efectian funciones

'veSpeCiaIes como; el rompimiento del tejido extracelular y la regulacién
de la funcién esteroidogénica de ias celulas del ovario; es probable que

el incremento temporal en la aﬂuencla de Imfocntos tenga relac:oh -con

los procesos- de remodelacwn del estroma ovarlco que ocurre

posterlormente a la ovulacnon, sin embargo," :comprension de los

eventosvde'lnterarcuon‘ celular;q»uey se esarrollanj en el éJl_do ovérico se
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torna compleja debido a que Vel cuerpo liteo es una estructura
l'rireterroéé'nee”:, Ecz)mpuesta por diferentes poblaciones celulares.

. Pbrybot‘ra parte, en los animales pseudogestantes también se
observo este ‘Incremento de linfocitos en el dia 1 post-ovulacién y a
partin del dia 2 se present6é una disminucion que se hizo mas evidente

" los dias 5 y 8.- Estos resultados son similares a lo observado én las

: cone]as gestantes donde, a excepcion del dia 5 en el que se presenta un

repunte, el numero de Imfocutos dlsmlnuye de manera constante a partlr

del dia 3 sugiriendo un papel actlvo de estas células inmunitarias en la

remodelacion tisular que OCUF".e, en Ios pnmeros dias posteriores ala

ovulacion.

Diversos estudlos en dlferentes espeaes anlmales mdlcan que Ias

células inmunoldgicas Juegan u

ovarica ciclica.

ademas del efecto que la progesterona eJerce sobr' Ifdesar‘rollo
folicular. y.la funcnon esteroidogénica en el ovarlo de la: coneJa cutado

anteraormente
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Drversos, estudios han demostrado que los estrégenos,
partacularmente el 17 beta estradiol producido por los foliculos, tienen
- un efecto luteotrdpico en la coneja (21).

Estos datos sugieren |a existencia de'eféétos locales de los
estrogenos, por lo que es dificil aseverar que la mngracuon linfocitaria
observada en el estroma ovérico sea exclusnvamente por : efecto

_progestacionval;‘s‘in embargo, durante la gestaciéon o pseudogestacion

' _existe un ‘predomihio en los niveles de progesterona sobre el de los

»estfégéhOS ,Para poder conocer la influencia de los estrégenos o la

progesterona a nivel local y en particular sobre la migracién de

,Ilnfocitos, se requuere el empleo de compuestos antiestrogénicos como el
Tamoxlfen 0 antiprogestacionales como el RU-486.

El proceso ovulatorio se ha comparado con la mﬂamacnon porque

var|05 medladores inflamatorios clasucos parecen partic:par ‘en este,

proceso. Un componente de la reaccuon mflamatoria es Ia mlgracwn de

leucocntos al sitio de la mflamamon y.de:la actwacnon subsecuente de

estas células. Se ha mformado recuentemente que la perfusién /n wtro

‘ de Ieucocutos en el ovari dela kata ,aumenta el nimero de ovulacuones

mducndas :por 'LHE '_ uglere una partncnpacnon activa - de los

leucocutos en la ovulacion (1'1)
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Lo anterior podria explicar el incremento en el.nimero.de
linfocitos totales que se observan durante los dos primeros dfas de la
gestacion o en el primer dia de la pseudogestacion.

A este resbectb\ ‘se ha efectuado la céraéférizaciéh
inmunohistoquimica de los macréfagos, linfocitos T y grénulociﬁés enlos
ovarios de rata tratad;\:ls;u’:on Gonadotropina Coridnica Equma(eCG) -

Gonadotropina Coriénica Humana (hCG).

Los macréfagos,: identificados con ,antituekpdé monoclonales

fueron - la pfiyri'c’ip_,alf oblacién de ‘leucog':ritosi Yy ,i;s'e localizaron
principéln’ienté en l\éjrgg;on;_rr]edL:i‘lar‘fi"a»lrékdedbr de los vasos sanguineos.
También se Obselb'\/’vatrorjf»;rr]a'é;ofé;‘g‘os 'eh la capa tecal de los foliculos
preovulatorios, y elnumerodeestas células fue aproximadamente 5

veces mayor en esté,éfga'AEnvIOS foliculos ovulatorios (12 h después de

hCG), comparado con los foliculos preovulatorios (antes de hCG) (11).
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CONCLUSIONES

'estroma ovanco de coneJa*

. Exnsten dlferencias en el numero de Imfocutos totales presentes en el

o gestantes con relacuon a Ias gestantes '

del d|a 2

. Se encontro una: dlsmlnu on en el nlflmero' de Imfocuto totales,‘

presentes en el estroma 'ovarlco en Ios dlas 3:a S y“B de gestacnon'

con relacién al dia 2 de la: mlsma

. Se encontré un |ncremento en eI numero de hnfocutos totales del

estroma ovarico ‘en’ el' dla 2° de la gestacién con'. relacnon fa- Ias‘

pseudogestantes del mismo dla y al X de NG.
Se - encontrd una dlsmlnuaon en el nimero de linfocntos totales los ™
dias 5 y 8 de la pseudogestacién con relacion a los 2 privmeros dias de

la gestacion.

. Se encontré una disminucidn en el nimero de linfocitos totales los

dias 5 y 8 de pseudogestacién con relacién al dia 1 de la misma.

. Las variaciones en el numero ‘de linfocitos totales en el estroma

ovérico fueron similares entre el grupo de animales gestantes y

pseudogestantes.
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FIG 1. DIAGRAMA DE LOS COMPONENTES PRINCIPALES DEL ARCO
REFLEJO COPULOCEPTIVO EN EL CONEJO*

RECEPTO CONDUCTOR |
a 17 N 4
Entrada > Vias > Integracion=?» Salida =¥ Efecto final
I Tac,“' Nervios crancales
2. Perincal N 2 o)
3. Vaginal Sistema LHRH
4. Olfatoria | Médula espinal - Neural g LH -> Ovulacién
5. Visual Hipotalamico
.. N
6. Auditiva | poroacion reticular?t [Generacion de la oleadal”

* Modificado de Knobil, The physiology of reproduction. 1994,
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FIG 2. MODELO DE LIBERACION ESPONTANEA DE LH-RH IN VIVO EN HIPOTALAMO DE
UNA CONEJA JOVEN EN ANESTRO*. (* Modificado de Knobil, The physiology of reproduction. 1994.)
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FIGURA 3. FIGURA COMPUESTA DEMOSTRANDO LA DINAMICA DE LH Y FSH EN SANGRE
DE CONEJA EN RESPUESTA A LA COPULA*, (* Modificado de Knobil, The physiology of
reproduction. 1994).
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FIGURA 4. GRAFICA QUE DESCRIBE LOS CAMBIOS EN LOS NIVELES PLASMATICOS DE
TESTOSTERONA (T), PROGESTERONA (I') Y 20a-HIDROXYPROGESTERONA (20 a-OHP) DE
CONEJAS EN ESTRO SUBSIGUIENTE AL COITO*. (* Modificado de Knobil, The physiology of

reproduction. 1994).




31

20

B oo o

R TR A S T

—a— seudogestiantes

-

IS 20 22 21 M 2N 3y O3 G
Dhas de prenez o
peudopicncy

—E3— Gestaniey

FIGURA 5. CONCENTRACION PLASMATICA DE PROGESTERONA EN CONEJAS
GESTANTES O PSEUDOGESTANTES. ( Tomado de Alvarifio, Control de la Reproduccién en ¢l conejo.

1993).
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FIGURA 6. AUMENTO DE LINFOCITOS (flechas) EN EL ESTROMA OVARICO
DE CONEJA DURANTE EL SEGUNDO DiA DE GESTACION, H-E, 32X.
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NUMERO DE LINFOCITOS
TOTALES PRESENTES EN EL

ESTROMA OVARICO
1.004 -
o 1 . 1 No. Linfocitos
~ i
= 0.754 1 L’
Sy ‘
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<} r. ; I T
< E 0.50- . !
58 ; ! [
3 ! : |
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f
0.00 ! '
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DiAS DE GESTACION

Figura 7. Linfocitos totales en el estroma ovarico de conejas gestantes (G-1
a 5y G-8) y no gestantes (NG). Los valores son expresados como promedios
+/- error estandar. *P< 0.05 vs NG.
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FIGURA 8. AUMENTO DE LINFOCITOS (flechas) EN EL ESTROMA OVARICO
DE CONEJA EN EL DIiA 1 DE PSEUDOGESTACION INDUCIDA CON hCG,
GIEMSA, 32X.
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NUMERO DE LINFOCITOS
TOTALES PRESENTES EN EL
ESTROMA OVARICO

1.001
> I No. Linfocitos

R de Linfocitos/ 25
campos.

NG PS-1 PS2 PS3 PS4 PS-5 PS8
DIAS DE PSEUDOGESTACION

Figura 9. Linfocitos totales en ¢l estroma ovarico de concjas pseudogestantes
(PS-1 a 5 y PS-8). Los valores son expresados como promedios +/- error
estandar. *P< 0.05 vs PSS,
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CUADRO 1. SECUENCIA DE EVENTOS NEUROENDOCRINOS EN EL
POSTCOITO DE LA CONEJA*

TIEMPO POSTCOITO HIPOFISIS OVARIO SANGRE VENOSA
OVARICA
<lmin
<2min
10 min A fosforilacion
10-30 min A liberacion de LH A sintesis y liberacion
de progestina
30 min A liberacion de L1 aproximadamente A progestina
en un 20% completado.
Hipofisectomia impide la ovulacion. A fosforilacion
60 min A liberacion de LH (ahora suficiente A sintesis y liberacion A progestina
para la ovulacion) de progestina
1-2 br A liberacion de LH A progestina
4 progestina en sangre
periférica
3-Shr Ausencia del

colesterol en glandula
intersticial.

* Modificado de Knobil, The physiology of reproduction. 1994,

A Aumento
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CUADRO 2. EJEMPLO DE CITOCINAS QUE PARTICIPAN EN LA
REGULACION DE LA MIGRACION LINFOCITARIA (Cassatella, 1996).

CITOCINAS
Interleucinas

Interleucina -l a
Interleucina -1 B
Interleucina -1
Interleucina -2
Interleucina -3
Interleucina -4
Interleucina -5
Interleucina -6
Interleucina -7
Interlcucina -9
Interleucina -10
Interleucina -l1
Interleucina -12
Interleucina -13
Interleucina -14
Interleucina -15
Interleucina -16
Interleucina -17

rcceptor antagonista

QUIMIOCINAS

Interleucina 8 (IL-8).
(MCP-1)
Linfotactina

Interferones
Interferon-a
Interferon-f3
Interferon-gamma

Varios

Eritropoyetina

Factor inhibidor de leucemia
Oncostatina M

Factor dc c¢lulas madre
Angiogenin

Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

Caquectina (TNFa)
B Linfotoxinas (TNFI31, TNFI32)

Factor Estimulador de Colonias (CSF)
CSF de Granulocitos

CSF de Macrofagos

CSF de Macrofagos Granulocitos

Factor de Crecimiento

Factor de crecimiento de queratinocitos
Factor de crecimiento Epidermal
Factores de Crecimicnto de fibroblastos
Factor dc crecimiento de hepatocitos
Factores de Crecimiento semejante a la
insulina

Factores de Crecimiento derivados de
plaquectas

Factor de crecimiento del endotelio
vascular

Otros

Factor de Crecimiento
Transformante(TGF)

TGFa
TGF-B1, -B2, -B3, -p4, -BS
Activinas

Factores Neurotropicos

Factor de Crecimiento Nervioso (NGF)
Factor Neurotropico Derivado del
Cerebro (BONF)

Factor Neurotropico Ciliar (CNTF)
Neurotropinas (NT)
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