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APLICACION DE UN MODELO MURINO PARA EL ESTUDIO DE ASPECTOS
DE LA PATOGENIA DE LA MUERTE EMBRIONARIA EN LA

TRITRICHOMONOSIS BOVINA

PALABRAS CLAVE: Tritrichomonas foetus. Modelo murino. Muerte embrionaria.

Citoquinas.

RESUMEN

La tritichomonosis bovina (TB) es una enfermedad de transmision sexual
causada por el protozoo Tritrichomonas foetus que produce muerte embrionaria, piometra

y abortos esporadicos.

El objetivo de esta tesis fue estudiar los mecanismos involucrados en la pérdida

del conceptus en un modelo murino de TB.

Se infectaron ratonas BALB/c con T. foetus, que fueron apareadas con machos
sanos. Se utilizaron técnicas histologicas para estudiar los cambios endometriales en las
ratonas infectadas y analizar el numero y distribucion de las células natural killer uterinas
y de los mastocitos. Mediante lectinahistoquimica e inmunohistoquimica se analizaron los
carbohidratos y la muerte y proliferacién del epitelio uterino, respectivamente. Con real
time RT-PCR se estudido la expresion de citoquinas, hemooxigenasa-1 (HO-1) e
indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) y a las células T reguladoras (Treg) y T helper 17

(Th17), en el utero.

En el grupo de ratonas infectadas, la muerte embrionaria se produjo en las fases

temprana y media de la gestacion, asociada a endometritis y cambios en el patron de



carbohidratos y en los indices de proliferacion y muerte celular del epitelio uterino. El
ARNm de TNF-q, IL-10 e IL-4 aumento en el grupo infectado. La expresion de Foxp3, un
gen relacionado con las células Treg, y RORyt, marcador de células Th17, fue mayor en
el utero de las ratonas infectadas. Los niveles de ARNm de HO-1 disminuyeron en las

ratonas que sufrieron pérdida embrionaria.

Los cambios en el patron de carbohidratos y en los indices de muerte y
proliferacion celular, asi como las respuestas T de tipo 1 y 17 podrian estar involucradas
en la muerte embrionaria producida durante la infeccidon con T. foetus. Estas respuestas
alterarian los mecanismos protectores de la prefiez como HO-1. El aumento de las
células Treg promoveria la persistencia de la infeccidon por su accién inmunosupresora.
De esta manera, en el modelo de ratonas prefiadas, se caracterizaron mecanismos

inmunoldgicos relacionados con la muerte embrionaria temprana en la TB.



STUDY OF SOME ASPECTS OF THE PATHOGENESIS OF THE EMBRYONIC

DEATH IN A MURINE MODEL OF BOVINE TRITRICHOMONOSIS

KEY WORDS: Tritrichomonas foetus. Murine model. Embryonic death. Cytokines.

SUMMARY

Bovine tritrichomonosis (BT) is a sexually transmitted disease caused by the
protozoan Tritrichomonas foetus, caracterized by embryonic death, pyometra and

sporadic abortions.

The aim of this thesis was to study the mechanisms involved in the conceptus loss

in @ murine model of tritrichomonosis.

We infected BALB/c female mice with a pathogenic strain of T. foetus and paired
them with healthy males. We used histologycal techniges to study the endometrial
changes in the infected group, the uterine natural killer cells and the mast cells. By
lectinhistochemistry and immunohistochemistry carbohydrates and uterine epithelial cell
death and proliferation, were respectively analyzed. Using real-time RT-PCR we studied
the expression of cytokines, heme oxygenase 1 (HO-1) and indoleamine 2,3 dioxygenase

(IDO) and markers for regulatory T cells (Treg) and T helper 17 (Th17) in the uterus.

In the infected group, the embryonic death occured in the early and middle phases
of pregnancy, associated with endometritis, changes in the carbohydrate pattern and
changes in cell proliferation and cell death in the uterine epithelium. Moreover, we found
that the mRNA levels of TNF-qa, IL-10 and IL-4 were up-regulated in the infected group

when compared with controls. Foxp3, a Treg cells associated gene, and RORvt, a reliable



marker of Th17 cells, were higher expressed in the uteri of the infected mice. In mice that
have lost their conceptus after the infection, haem-oxygenase-1 mRNA levels were

strongly decreased.

The changes in the pattern of carbohydrates and the cell death and cell
proliferation rates as well as the T effector responses of type 1 and 17 may be involved in
the embryonic death produced during infection with T. foetus. These responses alter the
protective mechanisms of pregnancy as HO-1. The increase of Treg cells may promote

the persistence of infection by their immunosuppressive action.

This pregnant mouse model allowed us to characterize some immunological

mechanisms that conduce to the embryonic death in the BT.



INTRODUCCION

La tritichomonosis bovina (TB) es una enfermedad de transmision sexual,
producida por el protozoo flagelado Tritrichomonas foetus (T. foetus) cuyo hospedador
natural es el bovino. Este protozoo coloniza la mucosa de los érganos reproductores
femeninos y ocasiona repeticion de celo e infertilidad temporaria, debida principalmente a
la muerte embrionaria temprana. En algunos casos, se producen abortos en estadios mas
avanzados de la prefiez y pidmetras esporadicas. En las hembras infectadas, la
enfermedad produce vaginitis, cervicitis, endometritis, salpingitis y placentitis de
diferentes grados (Parsonson y col., 1976; Rhyan y col., 1988). Ocasionalmente, se
puede observar pidmetra, asociada con un cuerpo luteo persistente. En el macho, la
infeccion usualmente es asintomatica y crénica, sin afectar su fertilidad (Rhyan y col.,

1988).

La Oficina Internacional de Epizootias (OIE), actualmente denominada
Organizacién Mundial de la Salud Animal, presento en la reunion anual del 2005 la nueva
lista de enfermedades de notificacion obligatoria aprobada por los paises miembros.
Anteriormente, existian la lista “A” y la lista “B” en las que se incluian aquellas
enfermedades contagiosas con amplio potencial de diseminacion entre paises y con
serias repercusiones econdémicas, para la salud publica y para el comercio internacional
de animales y sus productos. La TB estaba incluida en la lista B de la OIE, por ser una
enfermedad transmisible de importancia socioecondémica en los paises con produccion de
alimentos de origen animal. Por acuerdo de los paises que conforman la OIE, se propuso
una unica lista de enfermedades notificables. Actualmente, la TB se encuentra entre las

enfermedades de la mencionada lista de la OIE (http://www.oie.int/es/).




La TB es cosmopolita y endémica en los paises donde la ganaderia tiene

caracteristicas extensivas o semi-extensivas, con servicio natural.

Las enfermedades de los animales domésticos que producen la pérdida del
embrién o del feto durante el desarrollo ontogénico son de gran importancia econdémica,
independientemente de las alteraciones que desencadenen en los animales adultos. En
el caso de la TB, la mayoria de las pérdidas embrionarias ocurren durante el primer
trimestre de la prefiez y, como se menciond anteriormente, generan infertilidad
temporaria y repeticion de celos. El impacto de la tritrichomonosis radica, por lo tanto, en
la temprana pérdida de la prefiez, lo que causa severos perjuicios econdomicos en los
rodeos que utilizan servicio natural. Los signos de la enfermedad en el rodeo incluyen
baja tasa de prefiez, repeticion de servicios con celos irregulares, prefieces no uniformes

y abundantes prefieces tardias (Campero y Cobo, 2006).

La enfermedad ha sido erradicada en paises que implementan estrictas
metodologias reproductivas como la inseminacion artificial (IA), el control sanitario del
semen y el descarte de aquellos animales infectados. Sin embargo, en aquellos paises
donde las condiciones de cria son extensivas con servicio natural, la tritrichomonosis
sigue siendo una enfermedad endémica. Su presencia ha sido comunicada en los ultimos
anos no solo en nuestro pais sino también en Espafia, Canada, México, Costa Rica,

Australia y Estados Unidos (Campero y Cobo, 2006).

La tritrichomonosis estd ampliamente diseminada en los rodeos de la Argentina en
general y de la regién pampeana en particular. Sin embargo, no existen datos de
relevamiento con respecto a la prevalencia de la TB en nuestro pais, sino que es
estimada por la informacion proveniente de laboratorios privados de diagndstico
veterinario. Estos laboratorios estiman incidencias variables segun la zona. Por otro lado,

cabe destacar que esta informacion es sesgada, ya que el seguimiento anual de los



rodeos se realiza en un 50-55% de los casos. Una revision realizada en el afo 2002
(Cobo y Campero, 2002), indica que en la Argentina la infeccion con T. foetus alcanza
entre el 7,1y el 14,5% de los rodeos y entre el 1 y el 2,1% de los toros. Estos porcentajes
se elevan al 16 y al 4,5% respectivamente, cuando consideramos las provincias de

Buenos Aires, La Pampa y Rio Negro.

La provincia de Buenos Aires tiene una superficie de 31 millones de hectareas, de
las cuales aproximadamente el 60% son destinadas a la ganaderia. Esta amplia
extension, sumada a la gran aptitud de los suelos, la convierten en el area de mayor
produccion de ganaderia bovina de la Republica Argentina

(http://www.maa.gba.gov.ar/2010/subsecretarias/PlanGanadero/plan.php). En la provincia

de Buenos Aires, se calcula que un 10% de las pérdidas en la produccion son debidas a
enfermedades de la reproduccion. La prevalencia de la tritrichomonosis en esta provincia
en el aino 2006 oscilaba desde un 7% hasta un 25% de los rodeos infectados y desde un
1% hasta un 6% de toros infectados (Campero y Cobo., 2006). En los ultimos afios, el
avance de la agricultura y la sequia provocaron una migracion de la ganaderia hacia
otras zonas como el noroeste argentino (NOA) y el noreste argentino (NEA). En estas
regiones, la informacion existente con respecto a la TB es muy pobre y variable; faltan
medidas sanitarias en muchos rodeos y en dichas regiones el diagnéstico de las

enfermedades de transmisién sexual es escaso.

Los mecanismos involucrados en la patogenia de la TB no estan totalmente
aclarados. Debido a la importancia que reviste esta enfermedad, es esencial comprender
la patogenia de la muerte embrionaria temprana durante la infeccion con T. foetus. La
comprension de la misma contribuira a la generacion de medidas profilacticas y

terapéuticas con beneficios econémicos para la produccion bovina.



Tritrichomonas foetus

Tritrichomonas foetus es un protozoo piriforme con un tamafio de 9 a 18 x4 a 8
pm. Sin embargo, debido a la plasticidad de su citoplasma, adopta diversas formas segun
los requerimientos fisiolégicos y las condiciones ambientales. Presenta 3 flagelos
anteriores y uno posterior. Los primeros miden de 11 a 17 ym de largo y el flagelo
posterior, de 16 uym, acompafa a la membrana ondulante que recorre todo el soma

celular formando 5 a 6 ondulaciones y lo abandona en una porcion libre (Figura 1).

Actualmente, este protozoo se ubica en el Dominio Eukarya, Reino EXCAVATA
(Cavalier-Smith, 1993, enmendado por Simpson, 2003), Phylum PARABASALIA, Orden
Trichomonadida, Familia Trichomonadidae, Subfamilia Tritrichomonadinae (Kleina y col.,

2004; Adl y col., 2005).

T. foetus no tiene vida libre ni hospedadores intermediarios. Sus hospedadores
naturales son los bovinos, tanto Bos taurus como Bos indicus, aunque puede
ocasionalmente colonizar otras especies como bufalo, equino, cerdo, algunos roedores e
inclusive seres humanos (McCool y col., 1987; BonDurant y Honigberg, 1994; Felleisen,
1999; Honigberg, 1978; Okamoto y col., 1998). En gatos, T. foetus ha sido ampliamente
estudiado como agente causal de diarrea cronica por afeccion del intestino grueso
(Kuehner y col., 2011). Sin embargo, recientemente, Walden y col. (2013) sugirieron que
el agente que causa tritrichomonosis en el gato seria una especie distinta y propusieron
el nombre de Tritrichomonas blagburni, debido a que encontraron diferencias en la
patogenicidad y en la secuenciacion génica entre Tritrichomonas aisaldas de bovinos y

felinos.



Estudios de filogenia molecular demostraron que los organismos denominados
anteriormente T. suis, T. foetus y, posiblemente, T. mobilensis constituyen una Unica
especie perteneciente a la subfamilia Tritrichomonadinae y a la familia Trichomonadidae
(Kleina y col., 2004). Algunos investigadores han encontrado que Tritrichomonas aisladas
a partir de los tractos nasal y digestivo de porcinos, causaron infecciones aparentes en
los bovinos cuando fueron inoculadas intravaginalmente (Fitzgerald y col., 1958). Sin
embargo, en otro trabajo realizado con una cepa de T. suis, no se logré infectar a
vaquillonas (Cobo y col.,, 2001). Felleisen y col. (1998) propusieron que las
Tritrichomonas aisladas de bovinos y de porcinos representan variantes de la misma
especie con diferencias en los mecanismos de patogenicidad y en el rango de

hospedadores a los que afectan.

Estos microorganismos son eucariotas, por lo tanto poseen un nucleo verdadero
que usualmente es eliptico u ovoide y se encuentra en posicidén excéntrica. Presentan un
complejo de Golgi bien desarrollado que se asocia con las raicillas de los flagelos.
Aunque carecen de mitocondrias y peroxisomas, poseen unos organulos caracteristicos,
revestidos por una doble membrana, que se denominan hidrogenosomas Los
hidrogenosomas se dividen por fision. Estas organelas les permiten sobrevivir en
condiciones de anaerobiosis porque en ellas ocurren la glucdlisis y la produccion de ATP
a partir del piruvato y malato. A diferencia de las mitocondrias, los hidrogenosomas
carecen de genoma propio, cadena respiratoria y citocromos (Honigberg y col., 1984;

Benchimol y col., 1993).

Otra organela caracteristica de T. foetus es el complejo blefaroplasto, formado por
los granulos basales, denominados kinetosomas, de los cuales se originan los flagelos.
Desde el blefaroplasto surge el axostilo, estructura hialina que se curva alrededor del

nucleo y emerge a través de una corta proyeccion posterior. La membrana ondulante se
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extiende a lo largo del protozoo siguiendo el recorrido de la costa, un cuerpo basal de

estructura fibrilar (Benchimol y col., 1993).

Los Trichomonadida se dividen por mitosis, pero sus husos mitticos son

extranucleares (Cavalier-Smith, 1993).

Se identificaron dos formas de T. foetus: una denominada trofozoito, caracterizada
por su forma elongada y que constituye la mayor parte de la poblacién en condiciones
normales; y otra, denominada seudoquistica, redondeada e inmovil, por invaginacién de
los flagelos, que aparece cuando el medio ambiente es desfavorable (Pereira-Neves y

col., 2011).

Flagelos
anterores

Membrana
ondulante

Hicleo
Costa

Axostlo

Flagelo postenor

Figura 1: Tritrichomonas foetus. A) Esquema del protozoo en el que se indican sus
estructuras mas caracteristicas (www.k-state.edu). B) Microfotografia de T. foetus. Microscopio

optico (400X). C) Microfotografia electronica de barrido (www.marvistavet.com).
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Mecanismos patogénicos

Los mecanismos patogénicos de T. foetus involucran la adhesion al epitelio de los
oérganos genitales, la consecuente colonizacion y el efecto citotoxico. La adhesion inicial
esta determinada por el reconocimiento entre las moléculas de la membrana plasmatica
del protozoo y las células epiteliales del hospedador (Corbeil y col., 1989; Felleisen, 1999;
Singh y col., 1999). Diferentes tipos de moléculas podrian estar involucradas en la
adhesion de T. foetus a las células epiteliales del tracto genital de los bovinos como: 1) la
adhesina Tf190, una molécula de 190 kDa presente en la membrana del protozoo; 2) los
receptores para laminina y fibronectina, proteinas de la matriz extracelular del
hospedador; 3) las lectinas parasitarias y los carbohidratos presentes en la membrana de

las células del hospedador (Felleisen, 1999; Benchimol y de Souza, 1995).

T. foetus no es capaz de sintetizar algunas macromoléculas fundamentales como
el colesterol y otros componentes de la membrana (BonDurant y Honigberg, 1994). Por
este motivo, este parasito extracelular depende de la disponibilidad de estos compuestos
a partir de las células lisadas del hospedador. En el caso de los toros infectados, el
protozoo obtiene los mencionados nutrientes a partir de la lisis de las células del prepucio
(BonDurant, 1997). En la hembra, también se conoce el efecto citotoxico de T. foetus
sobre las células epiteliales del endometrio, pero probablemente este no sea el principal

mecanismo de interrupcion de la prefiez.

No se conoce la patogenia de la muerte embrionaria temprana en la infecciéon con
T. foetus, habiéndose postulado la importancia de algunos mecanismos como la
secrecion de cistein-proteasas producidas por el protozoo (BonDurant, 1997). Se han
propuesto varias funciones biolégicas para estas enzimas, incluyendo la evasion de la
respuesta inmune y la adquisicién de nutrientes a partir de las células del hospedador.

Ademas, alterarian las moléculas de adhesion del trofoblasto (Thomford y col., 1996). Las
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cistein-proteasas extracelulares, a pH fisiolédgico, son activas contra una amplia variedad
de proteinas del hospedador relacionadas con la respuesta inmune, tanto innata como
adquirida. Entre sus sustratos se incluyen las inmunoglobulinas, el fibrinégeno, la
fibronectina, la albumina, la transferrina y la lactoferrina (Talbot y col., 1991; Thomford y
col., 1996; Felleisen, 1999). Las inmunoglobulinas 1IgG1 e 1gG2 permiten el control de la
infeccion mediante la unién del sistema del complemento. El clivaje de estas
inmunoglobulinas mediado por las cistein-proteasas secretadas por el protozoo es un
mecanismo de evasion inmune (Fellesisen, 1999). La degradaciéon de la fibronectina
podria colaborar con la desintegracion de la matriz extracelular, alterar la integridad de
los tejidos del hospedador y promover la invasion. Por otro lado, la degradacion de la
transferrina y la lactoferrina esta relacionada con la adquisicion del hierro ya que T. foetus
obtiene el hierro que necesita, principalmente, a partir de la fraccion del metal que esta

unida a la transferrina y a la lactoferrina del hospedador (Tachezy y col., 1998).

En estudios in vitro, Singh y col. (2004) observaron que T. foetus es citotoxica
para las células del epitelio vaginal de bovino por acciéon de una cistein-proteasa
denominada CP30 la cual induce la apoptosis de las células epiteliales vaginales bovinas
in vitro. Recientemente, Chaves Vilela y Benchimol (2012) demostraron que T. foetus
también es capaz de adherirse a células musculares lisas y fibroblastos en cultivo y

ejercer sobre ellas su citotoxicidad.

T. foetus produce ademas otras enzimas de tipo hidroliticas como la -
glucosidasa, la 3-N-acetilglucosaminidasa y la o-manosidasa, secretadas profusamente
en cultivos in vitro durante el crecimiento exponencial del parasito (Felleisen, 1999). Estas
enzimas actuan sobre el mucus protector de los érganos genitales y generan un medio
hostil que podria favorecer la patogénesis (Felleisen, 1999). Ademas, estas proteinas
destruyen sustancias antimicrobianas como fracciones del complemento permitiendo la

evasion de los mecanismos de inmunidad innata (Kania y col., 2001).
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Otra enzima importante en la patogenia de la TB es la neuraminidasa ubicada en
la membrana plasmatica del parasito y en vesiculas cerca de la superficie celular. Esta
enzima es capaz de remover el acido sialico de las células de mamiferos (Babal y Russel,
1999). Hidroliza la uniéon glicosidica a-2,3 entre el acido sidlico y los glicoconjugados de
superficie exponiendo los glicoconjugados mas internos. Esta remocion del acido sialico
permitiria la adhesioén celular inicial de T. foetus para continuar luego con la degradacion
de glicoconjugados por parte de otras glicosidasas o proteasas parasitarias (Babal y
Russel, 1999; Campero y Cobo, 2006). La variacion en la expresion de glicoconjugados
en el Utero podria ser un factor de importancia en la susceptibilidad a la infeccién ya que
el protozoo podria aprovechar estos cambios para favorecer su propia adhesion y

posterior colonizacion.

Algunas de las enzimas mencionadas previamente al modificar a los
carbohidratos, podrian ser las responsables de los cambios en el patron de unién a
lectinas en los érganos genitales femeninos encontrados en el bovino (Cobo y col., 2004)
y en el raton (Monteavaro y col., 2008). En el microambiente utero-trofoblastico, son
fundamentales las moléculas de adhesion y reconocimiento celular. Estas sustancias
poseen carbohidratos y de sus modificaciones a lo largo del ciclo sexual depende la
receptividad del Utero para las células trofoblasticas del blastocisto que va a implantarse

(Carson y col., 1998).

En nuestro laboratorio, analizamos mediante lectinahistoquimica, el patrén de
carbohidratos superficiales de diferentes aislamientos de T. foetus obtenidos a partir de
muestreos prepuciales. Se encontraron importantes variaciones en la marcacion de la
membrana ondulante, el citoplasma y la membrana celular entre las distintas muestras de
T. foetus, que podrian estar relacionadas con diferencias en la patogenicidad

(Monteavaro y col., resultados no publicados).
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La variacion antigénica es un importante mecanismo de evasion de la respuesta
inmune utilizado por algunos agentes patdgenos. T. foetus, luego de una prolongada
exposicion a anticuerpos, es capaz de modificar la expresion de epitopes y antigenos
superficiales. En las sucesivas generaciones, T. foetus modifica la composiciéon quimica
de los glucidos que forman parte de las glicoproteinas de superficie. Asi, cambia su
identidad antigénica y, en consecuencia, la especificidad de los anticuerpos producidos
por el hospedador resulta ineficiente (Corbeil, 1994). Ikeda y col. (1993) observaron cierta
variacion del antigeno superficial protector Tf1.17. Ademas, Shaia y col. (1998)
encontraron variabilidad en la expresion de epitopes del complejo de adhesion Tf190, en

estudios con los respectivos anticuerpos monoclonales.

El enmascaramiento antigénico es otra forma de evasion de la respuesta inmune
que se observa en T. foetus. El protozoo cubre sus epitopes con proteinas propias del
hospedador debido a que posee receptores para fibronectina, fibrindgeno y laminina. De
esta manera, impide ser reconocido como un agente extrafio por el sistema inmune del

hospedador (Corbeil, 1994).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA TRITRICHOMONOSIS BOVINA

La tritrichomonosis bovina se transmite por via sexual, tanto por servicio natural
como por |IA (Cobo y Campero, 2002). Esta ultima via es posible debido a que el protozoo
permanece viable en el semen congelado (Eaglesome y Garcia, 1992). Sin embargo, es
menos frecuente la infeccion por |A debido a que los toros utilizados para la obtencién de
semen deben ser rigurosamente examinados y muestreados para la deteccion de T.

foetus (Taylor y col., 1994).
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La fertilidad de las hembras bovinas infectadas con T. foetus, se encuentra
temporariamente afectada, por presentar, durante dos o tres ciclos estrales, pérdidas
embrionarias tempranas sin retencion placentaria. La pérdida embrionaria o fetal
temprana ocurre frecuentemente entre el reconocimiento materno (14 a 18 dias post
servicio) y el 5° mes de gestacion (BonDurant, 1985). Si la muerte embrionaria ocurre
antes del dia 16, el ciclo estral prosigue con normalidad. Por el contrario, si ocurre luego,

conduce a un intervalo interestros prolongado con ciclos irregulares (BonDurant, 1997).

Dentro de las categorias de hembras bovinas, las vaquillonas son las mas
susceptibles. Con respecto a la cinética de la infeccion, el estro es la fase del ciclo en la
cual se dan las condiciones 6ptimas para la adherencia del protozoo al tracto genital y
posterior colonizacién (Corbeil y col., 1989). Durante esta fase, el elevado nivel de
estrogenos inhibe la expresion de un factor quimiotactico de neutrofilos en las células del
epitelio vaginal. Por lo tanto, el mecanismo primario de fagocitosis se encuentra
disminuido durante el estro, favoreciendo asi la colonizaciéon del tracto reproductor por
agentes infecciosos, como sucede en la TB y otras enfermedades de transmision sexual
(Jungi y col., 1977). En el inicio de la infecciéon genital se observa proliferacion de T.
foetus en la vagina donde genera una respuesta inflamatoria leve caracterizada por
proliferacion de linfocitos, macrofagos y células plasmaticas en la lamina propia vaginal
(Anderson y col., 1996). El nimero de protozoos disminuye en la vagina hacia los 20-30
dias post infecciéon para localizarse en el utero, en especial en la luz de las glandulas
endometriales o entre los placentomas en caso de existir prefiez (Anderson y col., 1996;

Parsonson y col., 1976).

Las lesiones que se asocian a los signos clinicos mencionados anteriormente
incluyen, al principio de la enfermedad, vaginitis y luego cervicitis, endometritis, salpingitis
y ocasionalmente piometra. Todas estas lesiones son inespecificas y se acompanan con

descarga vulvar de intensidad y frecuencia variables (Campero y col., 1992; Jubb y col.,
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1993), que puede persistir por 13 a 28 semanas (Campero y Cobo, 2006). A veces, se
observa solo una leve vaginitis pero la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano
no se encuentran afectados (Parsonson y col.,, 1976). En algunos casos, se producen
abortos en etapas mas avanzadas de la gestacion (Felleisen, 1999), que inclusive
pueden ocurrir hasta en el 7° mes (Parsonson y col., 1976). En ciertas ocasiones, el
animal puede llegar a término con su gestacion y parir un ternero normal. Estos animales
se denominan vacas carrier o portadoras crénicas ya que mantienen al agente en el
rodeo y constituyen una fuente potencial para la infeccion del mismo (Parsonson y col.,

1976; Mancebo y col., 1995; BonDurant, 1997).

Los efectos de la infeccion con T. foetus sobre los 6rganos reproductores de los
bovinos abarcan desde la ausencia de lesiones, hasta inflamacién generalizada, aguda o
cronica, del tracto genital de la hembra (Parsonson y col., 1976). En el analisis
histopatoldgico de los érganos afectados, se observa un infiltrado perivascular de células
mononucleares en la vagina; en el utero se puede observar desde endometritis
intercotiledonaria, en el caso de hembras prefiadas, con abundantes polimorfonucleares y
macrdéfagos, hasta inflamacion crénica con agregados linfoideos e infiltrado de células
mononucleares, especialmente alrededor de vasos y glandulas. Con respecto a la
placenta, los placentomas se infiltran con polimorfonucleares neutréfilos y macréfagos y
se observa edema en el tejido mesenquimatico del corion (Parsonson y col., 1976;

Anderson y col., 1996).

En los machos T. foetus coloniza solamente los estratos superficiales de las
mucosas peneana Yy prepucial, incluyendo el férnix y la parte distal de la uretra.
Microscopicamente, se observd que el protozoo no invade el epitelio (Rae y Crews,
2006). La infeccion es mas frecuente en los toros adultos y viejos que en los toros
jévenes debido al incremento de los pliegues o criptas epiteliales existentes en la mucosa

peneana y prepucial con la edad (BonDurant, 1997). La mayor profundidad de las criptas
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provee un ambiente microaerofilo que favorece el establecimiento de la infeccién crénica
(Rae y Crews, 2006). En los machos, la infeccion con T. foetus no altera ni la
espermatogénesis ni la libido y suele ser asintomatica, aunque en algunos casos, puede
producir una balanopostits de corta duracion (Rhyan y col., 1988; Rhyan y col., 1995%;
Cobo y Campero, 2002). En general, los signos desaparecen dentro de las dos semanas
post-infeccion y los portadores son usualmente asintomaticos (Felleisen, 1999). La
caracteristica mas importante de la infeccién con T. foetus en los toros es la capacidad de

actuar como portadores cronicos del parasito.

En los fetos abortados (5-7 meses de gestacion), las lesiones macroscopicas
pueden ser inaparentes, pero también pueden detectarse hepatomegalia y bullas
enfisematosas subpleurales y peritoneales. Microscopicamente, se observa
bronconeumonia piogranulomatosa y enteritis necrosante (Rhyan y col., 1995% Rhyan y
col., 1995 Cobo y Campero, 2002). Ocasionalmente, presentan necrosis hepatica
centrolobulillar, probablemente originada por la hipoxia fetal prolongada (Rhyan y col.,
1988). Mediante inmunohistoquimica (IHQ) se han detectado los protozoos en el tejido
pulmonar del feto, tanto en forma libre en bronquios, bronquiolos y alvéolos como en el
interior de macréfagos y células gigantes (Rhyan y col., 1995°). El feto es expulsado
aunque esporadicamente puede ser retenido, momificarse o macerarse y originar una

piémetra (Parsonson y col., 1976).

El diagnostico de la infeccion con T. foetus requiere del aislamiento e
identificacion de protozoos viables y moviles a partir de las secreciones genitales
(BonDurant, 1997). Los protozoos pueden ser observados mediante examen
microscopico de la muestra. Un método mas sensible para su deteccion es la siembra de
la muestra en un medio especifico cultivandola durante 1 a 7 dias realizando
observaciones diarias para detectar el desarrollo. T. foetus es identificada por su

morfologia y por su motilidad caracteristicas. Existen numerosos medios de cultivo, los
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mas utilizados por los laboratorios de diagndstico son, entre otros, el medio de Plastridge,
el caldo infusién higado y el medio de Diamond (Tym) (Campero, 1992; BonDurant, 1997;

Campero y Cobo, 2006).

La mayoria de los toros infectados mantienen la infeccion durante casi toda su
vida. En las hembras la infeccién es temporaria. Por este motivo, es mas probable
obtener el diagnoéstico de TB de un rodeo infectado muestreando los toros que tengan al

menos un mes de descanso sexual.

En los toros, se obtienen muestras de esmegma prepucial utilizando el método del
raspado prepucial, aspiracion por pipeta de Cassou o de IA o lavaje prepucial (Terzolo y
col., 1992). En las hembras, si se diagnostica piometra, T. foetus puede detectarse en la
descarga vulvar o en aspirados obtenidos a partir el atero con una pipeta de IA. En la
mayoria de los casos, en los que no existe pidmetra, el protozoo puede ser cultivado a

partir del mucus cervico-vaginal (BonDurant, 1997).

El diagndstico de aborto inducido por T. foetus se realiza a partir de la observacion
e identificacion microscopica del protozoo en fluidos placentarios frescos, exudados
uterinos, contenido abomasal del feto, o en cultivos inoculados a partir de estas muestras

(BonDurant, 1990).

El control efectivo de la TB se logra mediante el manejo adecuado de los rodeos.
Con la practica de la IA y con un estricto seguimiento de los toros utilizados para la
obtencién de semen, se controlé la enfermedad en varios paises. Estas medidas, sin
embargo, son dificiles de aplicar en las regiones donde las condiciones naturales de cria
extensiva son predominantes. Ademas, no existe un agente quimioterapico aprobado
para el tratamiento de la enfermedad (Felleisen, 1999). Por ejemplo, los quimioterapicos
nitroimidazolicos, como el metronidazol, se han utilizado para el tratamiento de la TB,

pero no son totalmente eficaces debido a la existencia de cepas resistentes.
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A continuacion, se enumeran algunas pautas de manejo para reducir el riesgo de

introducir la enfermedad en el rodeo (Rae y Crews, 2006):

- Controlar el movimiento de animales y mantener los alambrados en buenas

condiciones.

- Realizar los reemplazos de animales con vaquillonas y toros virgenes.

- Respetar la cuarentena de los toros antes de introducirlos al rodeo.

- Realizar 2-3 muestreos prepuciales a todos los toros.

- Venta a faena de los toros infectados.

- Muestrear a las hembras vacias en el momento del control de prefiez.

- Utilizar toros jovenes controlados.

- Estacionar los servicios.

- Inmunizar contra otras enfermedades que causan mortalidad embrionaria y/o

abortos.

RESPUESTA INMUNE EN LA TRITRICHOMONOSIS BOVINA

T. foetus es un protozoo mucosa-dependiente y no invasivo. Puede causar
inflamacion de media a moderada en la vagina, cérvix, utero y oviducto. Este parasito, por
ser de transmision sexual y afectar al Utero gestante, accede al tracto genital en la fase
estrogénica del ciclo estral, pero luego expresa su patogenicidad en un ambiente que se

encuentra bajo los efectos de la progesterona (Campero y Cobo, 2006).



20

La respuesta inmune de la mucosa genital es el principal mecanismo defensivo
del hospedador para controlar la colonizacion y favorecer la eliminaciéon de T. foetus. Las
hembras infectadas desarrollan una respuesta inmune mediada por anticuerpos contra
diversos antigenos del protozoo, tanto a nivel sistémico como a nivel local en la vagina y
el utero (BonDurant, 1997). Los antigenos de T. foetus son captados y presentados por
células epiteliales, macréfagos o células de Langerhans en la mucosa de la vagina o del
utero. Alli, se forman agregados linfoides en los que se produce una respuesta inmune
adaptativa (Corbeil y col., 1998). Los linfocitos B son estimulados y se diferencian a
células plasmaticas productoras de IgA secretoria e IgG1 especificas. La IgA es originada
localmente y persiste en las secreciones genitales hasta 170 dias post infeccion e
inclusive luego de eliminado el parasito (Skirrow y BonDurant, 1990). La IgG1 alcanza la
luz de los 6rganos genitales desde la circulacion sistémica y su funcién primaria es
opsonizar al protozoo y facilitar su fagocitosis por los macréfagos y polimorfonucleares
neutrofilos, aunque los niveles que alcanza esta Ig son bajos para generar una respuesta

efectiva.

La respuesta inmune local inducida por T. foetus se desarrolla tardiamente y por
ende, es ineficiente para prevenir las pérdidas reproductivas. Por lo tanto, la presencia
del parasito en el tracto genital luego de los 70 dias post infecciéon esta correlacionada

positivamente con las pérdidas fetales (Anderson y col., 1996).

La respuesta inmune sistémica generada por T. foetus se caracteriza por bajos
niveles de 1IgG1 e IgG2 séricas, los cuales no tienen efecto preventivo ni curativo para
evitar las pérdidas reproductivas (Soto y Parma, 1989). La respuesta inmune que se
desarrolla en las hembras infectadas con T. foetus no persiste mas de 15 meses post

infeccidon y no permite prevenir reinfecciones (Clark y col., 1983).
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En el modelo murino utilizado por Agnew y col. (2008), los niveles de IgG e IgA T.
foetus-especificos se encontraron elevados en la vagina, como ocurre en los bovinos
infectados. Sin embargo, la respuesta mediada por anticuerpos no eliminé la infeccion.
Los animales que se negativizaron lo hicieron antes de que fuera inducida la respuesta
inmune adquirida. Esto indica que el sistema inmune innato tiene un importante rol en el

control de la infeccion durante los primeros estadios.

En el macho, T. foetus induce un incremento local de IgG1, 1gG2, IgM e IgA en las
mucosas peneana y prepucial. Esta respuesta carece de efecto protector o curativo y el
protozoo puede habitar el tracto genital del macho por afios o incluso toda la vida,
especialmente en animales viejos. La falta de efecto de los anticuerpos y la consecuente
infeccion persistente se deben a la accidon superficial del protozoo y a la ausencia de
invasion del epitelio que provocan una estimulacion antigénica insuficiente (BonDurant,

1997).

El antigeno superficial Tf1.17 ha sido extensamente utilizado como antigeno
modelo para el estudio de la respuesta inmune hacia T. foetus (Singh y col., 2001). Los
anticuerpos monoclonales contra Tf1.17 fueron capaces de inmovilizar y aglutinar al
protozoo, mediar la union del sistema del complemento y prevenir la adhesién a células

epiteliales vaginales in vitro (Hodgson y col., 1990).

Con respecto a la respuesta inmune mediada por células en la infecciéon con T.
foetus, la informacion existente es escasa. Los neutréfilos se acumulan en los sitios de
inflamacion en estadios tempranos de la infeccion y representan la primera linea de
defensa contra el parasito (Felleisen, 1999). Ademas, en un estudio de microscopia
electronica realizado por Monteavaro y col. (2005), se observo fagocitosis y destruccion
de T. foetus por parte de los eosindfilos. Por otro lado, en el citoplasma de macréfagos

vaginales de vaquillonas infectadas, se reconocieron, mediante inmunohistoquimica,
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antigenos de T. foetus (Cobo y col., 2004). Esto implica que T. foetus es fagocitada por
los macrofagos para luego realizar la presentacion antigénica a los linfocitos.
Mecanismos similares fueron descriptos en los pulmones fetales (Rhyan y col., 1995°) y
en el tejido subcutaneo de raton (Campero y col., 1989). Sin embargo, para dilucidar el rol
de estos y otros leucocitos como efectores inmunes en la TB in vivo, se requieren mas

estudios.
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DESARROLLO DEL MODELO MURINO

La importancia de las pérdidas econémicas generadas por la infeccion con T.
foetus ha llevado al estudio de diversos aspectos de la enfermedad, especialmente

aquellos referidos a la inmunidad y a la patogenia.

El estudio de las enfermedades que producen muerte embrionaria o fetal en
bovinos se encuentra obstaculizado por los elevados costos que implica el mantenimiento
de bovinos como animales de experimentacion, la dificultad de su manejo y la
imposibilidad de controlar las condiciones medio-ambientales. Esto es especialmente
importante si es necesario abarcar un periodo prolongado de la prefez para realizar el
seguimiento. Estas dificultades han determinado la busqueda de modelos experimentales

alternativos para reproducir enfermedades como la tritrichomonosis bovina.

El uso de animales de laboratorio permite desarrollar estudios extrapolables en
muchos casos, a los hospedadores naturales, reduciendo el numero de experimentos a
realizar en estos ultimos. La gestacion de 21 dias de duracion, el bajo costo de
mantenimiento, las caracteristicas genéticas definidas y el numero creciente de
herramientas moleculares, que incluye a los ratones knock-out, determinan que el raton
sea un modelo ideal para la realizacion de estos estudios. Esta especie se ha empleado
satisfactoriamente como modelo experimental en la tritrichomonosis, asi como en otras
enfermedades que afectan el desarrollo embrionario temprano. Sin embargo, antes de
establecerse el modelo murino se realizaron ensayos con distintas especies. Asi, en la
busqueda del modelo animal adecuado para la TB, MacDonald y col. (1948) infectaron
conejos con T. foetus pero los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, pues la
incidencia, la duraciéon y el curso de la infeccidén fueron irregulares e impredecibles.

Palladino y col. (1982) infectaron transitoriamente a hembras de hamster virgenes para
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estudiar fendmenos de quimioresistencia en diferentes cepas de T. foetus. Kulda (1990)
trabajo con hamsters a los cuales inoculd T. foetus via intravaginal, pero los animales
estaban contaminados con tritrichomonas de origen intestinal. Maestrone y Semar (1967)
inocularon T. foetus en cobayos, via intravaginal. Esta especie presentd un alto grado de
infectividad, sin embargo, debid ser estrogenizada semanalmente con estradiol para
mantener la infeccion y recibir ademas un tratamiento con acetato de triamcinolona, por
su efecto anti-inflamatorio. Tanto los estrogenos como los glucocorticoides influyen en la
respuesta inmune del hospedador; por lo tanto, el cobayo no seria un modelo apropiado
para el estudio de la inmunopatogenia de la enfermedad. Hook y col. (1997), analizaron la
infeccion con T. foetus en diferentes cepas de ratones como CD1, BALB/c y C57BL/6N.
Dichos autores hallaron diferencias en la persistencia de la infeccion y en la
susceptibilidad de las distintas cepas estudiadas. La cepa de ratén BALB/c resulté la mas
adecuada para el estudio de la infeccion producida por T. foetus. St. Claire y col. (1994)
observaron que ratonas tratadas con estrogenos tuvieron un porcentaje de infeccién con

T. foetus significativamente mas elevado que los controles no tratados.

A partir de estos antecedentes, Van Andel y col. (1996) infectaron con T. foetus
ratonas de la cepa BALB/c previamente estrogenizadas y describieron las lesiones
producidas por el protozoo. El estro, fase del ciclo estral que reune las condiciones
favorables para la colonizacion y la adhesion, es muy breve en el ratén, ya que tiene una
duracion aproximada de 24 h. Por lo tanto, es necesaria la induccién previa del estro, por
las ventajas que esta fase representa para el establecimiento de la infeccion en los
6rganos genitales de la hembra. El tratamiento con estrogenos induce y mantiene el estro
durante mas tiempo. Asi, estos autores consiguieron mantener animales infectados
durante mas de 26 semanas utilizando implantes subcutaneos que contenian 15 ug de
17B-estradiol para inducir el estro. Los resultados de estos ensayos demostraron que las

lesiones vaginales y uterinas en los ratones BALB/c se asemejan a las descriptas en
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bovinos. Sin embargo, el tratamiento prolongado con estrégenos produce descarga vulvar
y lesiones como hiperqueratosis vaginal, abscesos perivulvares e hidrometra (St. Claire y
col., 1994). Ademas, la respuesta inmune del aparato reproductor se encuentra regulada
por las hormonas sexuales, las cuales pueden alterar la interaccion entre el hospedador y
T. foetus (Rutkowski y Harmsen, 2007). La administracion subcutanea de estrégenos
resulta en la supresion de las respuestas inflamatorias y en la reduccion de la circulacion
de polimorfonucleares neutrofilos y eosinofilos. Ademas, producen la disminucion de
estas células en los 6rganos genitales (Rutkowski y col., 2007). Como consecuencia, las
modificaciones en los niveles de estrégenos alteran los resultados de los experimentos.
Sin embargo, la sincronizacion del estro y su prolongacion durante 3 a 4 dias en los
modelos experimentales de TB es importante para obtener una mayor persistencia de los
protozoos en la vagina. Esto se debe a que en el bovino, el ciclo estral tiene una duracién
de 21 dias y el periodo de mayor susceptibilidad a la infeccion con T. foetus es de
aproximadamente 5 dias (3 del proestro y 2 del estro). En cambio, en el ratén, el ciclo
estral dura entre 5 y 7 dias en total, de los cuales 2 dias corresponden al proestro y al
estro. Luego, se produce una importante infiltracion de neutrofilos en la vagina (Allen,

1922).

El modelo de Van Andel fue posteriormente modificado por Soto y col. (2005),
quienes lograron reproducir la enfermedad utilizando bajas dosis de estrogenos para
inducir el estro, reduciendo asi los efectos colaterales generados por dichas hormonas en
los 6rganos reproductores. En este modelo, se utiliza el estradiol para sincronizar el ciclo
sexual de las hembras y facilitar asi la infeccién. Estos autores lograron obtener una
infeccion persistente (34 semanas) con una Unica administracion de B-estradiol. También
demostraron que la cinética y la patogenia de la infeccion en el modelo de TB en raton
BALB/c son similares a las que ocurren en la enfermedad del ganado bovino

(Monteavaro, 2004). Ademas, analizaron las relaciones entre el parasito y las células
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inmunes del hospedador y reconocieron la fagocitosis de los protozoos por parte de los
polimorfonucleares eosindfilos mediante el empleo de la microscopia electrénica
(Monteavaro y col., 2005). Utilizando este modelo, también hemos logrado, por primera
vez, prefiar ratonas BALB/c previamente infectadas con T. foetus, tratadas con bajas
dosis de estrégenos. En este caso, se estudio la cinética de la tritrichomonosis en el raton
a lo largo de la prefiez y se observé que la muerte embrionaria ocurre entre los 5 y 11
dias post coito (dpc) en ratonas infectadas, es decir que la mayoria de las pérdidas del
conceptus se produjeron entre las etapas temprana y media de la prefiez (Barbeito y col.,
2008). Poco tiempo después, Agnew y col. (2008) también utilizaron un modelo de TB en
ratonas BALB/c prefiadas para el estudio de la patogenia de la enfermedad. Las lesiones
que pueden observarse en ratonas experimentalmente infectadas se asemejan a aquellas
descriptas en la infeccidn natural en bovinos por Parsonson y col. (1976). Estos hallazgos
sugieren que el ratén puede ser un modelo adecuado para el estudio de la patogenia de

la enfermedad.

Cuando se utiliza al raton BALB/c como modelo experimental de enfermedades
que provocan muerte embrionaria, se debe considerar que naturalmente existe un 20%
de infertilidad por causas genéticas y por factores ambientales (Bronson y col., 1964). El
mayor porcentaje de pérdidas embrionarias en esta cepa ocurre en etapas previas a la
implantacién (desde la fecundacion hasta el dia 5 de gestacién) y en los 3 dias
posteriores, periodo que corresponde al reconocimiento materno de la prefiez e

interaccion madre-conceptus (Rugh, 1968).
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IMPLANTACION Y PLACENTACION EN EL RATON

La implantacion consiste en la unién entre el embrion y el Utero y es el paso previo
a la placentacion. El momento en el cual la implantacién del embrién ha finalizado se

denomina nidacion.

En el ratén, el blastocisto se implanta en el utero aproximadamente a los 4,5 dpc
(Rugh, 1968). En esta especie, la implantacion es de tipo excéntrica, es decir que ocurre
en una pequefia invaginaciéon de la luz uterina denominada cripta, ubicada del lado
antimesometrial del endometrio. Durante los pasos iniciales de la implantacion murina, las
células del epitelio de las criptas mueren por apotosis en respuesta a la interaccion con el
trofoblasto (Parr y col., 1987). Al mismo tiempo, las células trofoblasticas proliferan, e
invaden al endometrio. El tejido conjuntivo del endometrio en estos animales responde
también a ese trofoblasto altamente invasivo, transformandose en un tejido especializado
denominado decidua. Los cambios endometriales que ocurren en respuesta a la
implantacién constituyen la reaccién decidual o decidualizacién. Esta reaccion es
particularmente evidente en la placenta de los roedores y de muchos primates,
incluyendo al ser humano. La decidua actia como soporte nutricional del embrion o feto y
lo protege de la reaccion inmunolégica materna. Ademas, produce hormonas, como la
prolactina. Contiene una amplia variedad de células que incluye: células deciduales ricas
en glucogeno (diferenciadas a partir de fibroblastos de la lamina propia del endometrio),

macraéfagos y células natural killer (Croy y col., 2006).

En el utero de una ratona prefiada, la reaccion decidual comienza en la pared
antimesometrial, en cada sitio de implantacion y a las 48 horas aproximadamente,

incorpora a las regiones laterales y a la region mesometrial. A los 6 dpc la luz del utero se
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cierra debido a la marcada reaccion decidual. Las células deciduales rodean entonces a

cada conceptus.

La decidua antimesometrial alcanza su desarrollo maximo hacia el 10° dpc. Luego
regresa y forma la decidua capsularis. La regién de la decidua que se encuentra en
relacion al mesometrio se denomina decidua mesometrial. Esta alcanza su maximo
desarrollo el dia 12 de la gestacién y comienza a regresar el dia 14. En ese momento
pasa a denominarse decidua basalis. Esta ultima es la zona de la decidua mas

desarrollada (Figura 2) y persiste hasta el final de la prefiez (Gu y col., 1994).

Se denomina trofoblasto a la capa celular mas externa del blastocisto. Las células

trofoblasticas tienen las siguientes funciones:

Transportan nutrientes y oxigeno al feto.

o Remueven productos de desecho.

o Producen y secretan hormonas y otras proteinas placentarias.

e Conforman una barrera fisica entre las circulaciones materna y fetal.

e Son el sitio de contacto entre el sistema inmune materno y el conceptus.

e Participan en la transferencia de inmunoglobulinas maternas hacia el feto.

e Fagocitan glébulos rojos para adquirir hierro.
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Figura 2: Primeros cambios en el utero murino asociados a la implantacion y a la
prefiez. Las ramas de la arteria uterina (UA) denominadas arteria radial (RA) y arterias espirales
(SA) ingresan al utero del lado mesometrial. A) El blastocisto se implanta en la pared
antimesometrial del utero al 4° dpc. B) Se ilustran 3 sitios de implantacién correspondientes a los 6
dpc. Se observa el cono ectoplacentario constituido por células trofoblasticas (EPC), que
corresponde al primordio de la placenta. C) Se muestra un sitio de implantacion de la etapa media
de la gestaciéon (10 dpc). Dpc: dias post coito. DB: decidua basalis. uNK: células natural killer
uterinas. MLAp: tridangulo mesometrial. (Modificado de Croy y col., 2006).
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La placenta es un érgano transitorio formado por tejidos embrionarios o fetales y
tejidos maternos, que permite intercambios fisioldégicos, produce numerosas hormonas y

minimiza las posibilidades de rechazo del embrién por el sistema inmune materno.

Durante los primeros estadios del desarrollo, en los roedores aparece un tipo de
placenta denominada vitelina invertida (Figura 3), en la que no participa el corion.
Posteriormente, se desarrolla una placenta de tipo corioalantoidea, que es la variedad
definitiva (Stewart y col., 2000). Segun la distribucién de las vellosidades coridnicas, la
placenta corioalantoidea del raton es de tipo discoidea (Figura 3). El corion esta
constituido por el trofoblasto y tejido mesenquimatico derivado de la hoja parietal del

mesodermo extraembrionario.

18-19 GPC | PARED ANTIMESOMETRIAL |

@ saco viTeLIND
INVERTIDO

PLACENTA
CORTOALANTOIDEA

MESENGUIMA DE
@ ToRoRLASTO | Pared mesomeTRIAL | © LAS VELLOSIDADES

Figura 3: Placenta de ratén en una gestacion de 18-19 dias. El anexo embrionario méas
externo es el saco vitelino, que en el ratdn rodea al saco fetal y constituye parte de la placenta
vitelina invertida. Las vellosidades coridnicas quedan restringidas a una pequefia zona

conformando la placenta corioalantoidea de tipo discoidea. Dpc: dias post coito.
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La clasificacion histolégica de las placentas se basa en la cantidad de capas que
conforman la barrera placentaria entre la sangre materna y la sangre fetal. De acuerdo
con esta clasificacion, la placenta murina es de tipo hemocorial porque se pierden todas
las capas maternas y existe contacto directo del epitelio coridnico (trofoblasto) con el
lecho sanguineo materno. Pese a que en las placentas hemocoriales la sangre materna
contacta siempre con el trofoblasto, el nUmero de capas de trofoblasto que separan la
sangre materna de la fetal es variable. En el ratén y la rata existen tres capas de
trofoblasto en contacto con la sangre materna (placenta trihemocorial), a diferencia de lo
que ocurre en la placenta humana y del cobayo en las que solamente una capa de
trofoblasto contacta con la sangre (monohemocorial) (Moffet y Loke, 2006). Esta
caracteristica coloca a la placenta murina en un sitio intermedio entre la placenta humana

y la placenta sinepiteliocorial de los rumiantes.

En resumen, las capas que presenta la barrera placentaria murina, desde el feto

hacia la madre, son las siguientes:

1) Endotelio de los vasos fetales. Estos vasos provienen del alantoides.

2) Mesénquima: constituye el mesodermo extraembrionario del alantoides.

3) Tres capas de trofoblasto.

La sangre materna bafia a las vellosidades corionicas, formadas por tejido
mesénquimatico rodeado de células trofoblasticas, en algunos casos pueden observarse

vasos maternos.

Luego de la implantacion, el trofoblasto prolifera y se diferencia en 3 zonas:

1) El ectodermo extraembrionario: delimita el exoceloma y se expande para
originar el corion, anexo extraembrionario que posteriormente va a formar

parte del laberinto placentario.
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2) El cono ectoplacentario: originado a partir de las células trofoblasticas que

recubren al embrioblasto en el estadio de blastocisto.

3) Las células gigantes: son células poliploides que se originan por
endorreduplicacioén, es decir, que replican su ADN pero no realizan mitosis.
Derivan de las células mas externas del cono ectoplacentario y rodean por

completo al conceptus.

A los 8,5 dpc, el alantoides se fusiona con el corion y constituyen la membrana
corioalantoidea. Luego, en el epitelio del corion comienzan a aparecer pliegues que
marcan los sitios donde se van a introducir los vasos sanguineos fetales provenientes del
alantoides (Rossant y Cross, 2001). Posteriormente, el corion junto a los vasos
mencionados comienzan a experimentar una extensa ramificaciéon para formar la zona de

la placenta denominada laberinto (Figura 4).

Mientras se desarrolla el laberinto, entre éste y la decidua, existe una zona de
soporte estructural que se denomina espongiotrofoblasto. Esta zona de la placenta deriva
del cono ectoplacentario y, junto a las células gigantes, producen hormonas, como el
lactégeno placentario, factores angiogénicos y metaloproteinasas. Los vasos sanguineos
maternos, que provienen de la decidua, atraviesan el espongiotrofoblasto para llegar al
laberinto. Durante su trayecto por el espongiotrofoblasto, el endotelio es reemplazado por

tres capas de células trofoblasticas (placenta trihemocorial) (Rossant y Cross, 2001).
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Figura 4: Placenta de raton a los 13 dpc. (Modificado de Moffet y Loke, 2006).
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PRINCIPALES ACONTECIMIENTOS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO DEL

RATON

Dias de gestacion

Acontecimiento

4,5

7,5

Embrién de 1 a 2 células en la ampolla de la trompa uterina.

Embrion de 2 a 16 células (moérula) en transito a través del oviducto

hacia el utero.

La mérula ingresa al utero. Comienza a formarse el blastocele.

Ruptura de la zona pelucida y eclosién del blastocisto. Los

blastocistos se encuentran libres en el Gtero.

Implantacion. Se diferencian el embrioblasto y el cono

ectoplacentario o trofoblastico.

El embrioblasto se curva hacia el blastocele. Se forman la cavidad
proamniotica y la linea primitiva. Gastrulacion. Aparecen las células

gigantes.

Finaliza la implantacién. Inicio del desarrollo de los anexos

extraembrionarios. Reaccion decidual.

Pliegues amnidticos. Desarrollo del corazon.

Néurula temprana. Aparece la placa neural. Lordosis embrionaria.
Desarrollo del alantoides, exoceloma y cavidad amnidtica.

Comienza la diferenciacion de las somitas.
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9,5

10

11

12

13

14

15

16

17

19 a20

Aparece la membrana de Reichert. Aparece el arco visceral I.

Somitas 1 a 4.

Arco visceral Il. Somitas 5 a 12. Inicio de la placentacion. El

embrion comienza a revertir la lordosis. Desarrollo del higado.

Somitas 21 a 25. Migracion de las células germinales primordiales.
Desaparece la linea primitiva. Inicio del desarrollo de miembros,

pulmones, rifiones y cola.

Arco visceral Ill. Somitas 26 a 28. Desarrollo del tracto

gastrointestinal.

Somitas 29 a 42. Hernia umbilical. Inicio del desarrollo del

pancreas. Aparecen el meso y metanefros.

Somitas 43 a 48. Continda la organogénesis.

Somitas 49 a 60. Diferenciacion del cerebro. Circulacion activa y

completa. Histogénesis de las gonadas.

Somitas 61 a 63. 9,6 mm de longitud. Retrocede la hernia umbilical.

El metanefros comienza a ser funcional. Diafragma completo.

Somitas 64 a 65. Desarrollo de foliculos pilosos.

Todas las somitas formadas. Osificacion. 16 mm de longitud.

Estadio fetal.

Los anexos extraembrionarios alcanzan su maximo desarrollo.

Nacimiento.

Traducido y adaptado de Rugh, 1968.



36

PROLIFERACION Y MUERTE CELULAR DURANTE LA IMPLANTACION Y LA

PLACENTACION MURINA

El embrién murino se implanta en el utero a los 4,5 dpc. Durante la adhesién
inicial entre el blastocisto y el epitelio uterino, las células epiteliales que se encuentran
cercanas al embrion experimentan muerte celular por apoptosis (Parr y col., 1987). La
muerte celular del epitelio es inducida por las células del trofoblasto (Schlafke y Enders,
1975). Luego, el trofoblasto prolifera y comienza a invadir el endometrio hasta alcanzar la
sangre materna. Las células del epitelio uterino y las células deciduales regulan la

invasion trofoblastica por medio de la induccion de la muerte celular.

Una vez que ha finalizado la implantacion, ocurren la regresion y la reorganizacion
de la decidua. La decidua antimesometrial, que es la primera en formarse, también es la
primera en degenerar y, finalmente, se convierte en una delgada capa de tejido (decidua
capsularis). La muerte celular ocurre mas tarde en la decidua mesometrial (decidua
basalis), la cual se vuelve mas delgada en la medida que progresa la prefiez (Bell, 1983).
La regresion de la decidua se debe a la muerte por apoptosis de las células deciduales, la
cual ocurre en momentos diferentes y con distinta intensidad en las dos zonas de decidua

(Guy col., 1994).

Correia-da-Silva y col. (2004) demostraron, mediante inmunohistoquimica, que
desde el inicio de la decidualizacion hasta el dia 12 post coito, las células deciduales de
rata son intensamente positivas para el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).
Luego del dia 12 de gestacion, la marcacion disminuye abruptamente. Por otro lado,
utilizaron las técnicas de TUNEL e IHQ anti-caspasa 3 activa para detectar las células
apoptdticas. Encontraron células positivas en la decidua mesometrial a partir del dia 12

post coito, las cuales aumentaron hacia los dias 14 a 16. En la decidua antimesometrial,
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observaron células apoptéticas a partir del dia 12, mientras que a partir del dia 13 post
coito, encontraron neutréfilos y detritos celulares, lo que indica también la presencia de

necrosis en esta region.

Durante la gestacion, el balance entre la proliferacion y la muerte celular es

esencial para la implantacién del blastocisto y el mantenimiento de la prefiez.
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INMUNOLOGIA DE LA GESTACION

La inmunologia de la gestacion es un area de la inmunologia cuyo objetivo
principal es descifrar los mecanismos por los cuales una prefiez llega a término con éxito
sin que el sistema inmune materno rechace al embrién o feto. EI embrién o feto y sus
anexos son considerados como un semi-aloinjerto porque presentan antigenos tanto de
origen materno como de origen paterno. Estos ultimos se comportan como aloantigenos,
por tal motivo deberian ser reconocidos como extrafios por la madre y, en consecuencia,
rechazados. Sin embargo, durante la gestacion normal esto no ocurre, a pesar del
contacto estrecho que existe entre los antigenos de origen paterno y las células del
sistema inmune de la madre. El feto representa un desafio a las reglas inmunologicas del
rechazo y es tolerado por el sistema inmune materno. Existen, por lo tanto, varios
mecanismos que permiten que el utero gestante sea considerado un sitio
inmunoprivilegiado y que el embrion o feto pueda desarrollarse normalmente y concluir
con éxito la gestacion. En el sistema inmune materno se induce un estado de tolerancia
en lugar de desarrollar una respuesta efectora como ocurriria frente a un tumor, una
infeccion parasitaria o un injerto. A diferencia de lo que ocurre en un transplante de
6rgano, el utero se encuentra pre-acondicionado para aceptar al blastocisto. Este estado,
en el que existe un perfil determinado y especifico de citoquinas en el microambiente
uterino, se denomina “ventana de implantacion” (Chaouat y col., 2002). La ventana de
implantacion representa el periodo de maxima receptividad uterina para la implantacién

del blastocisto (Duc-Goiran y col., 1999).

Los cambios hormonales preceden a la implantacion y persisten durante toda la
gestacion. Los niveles de progesterona regulan negativamente la capacidad citotoxica del

sistema reproductor femenino (Piccini y Romagnani, 1996). Las prostaglandinas del
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semen también favorecerian una gestacion exitosa al promover un estado de
inmunosupresion en las mucosas del tracto reproductor femenino (Yranzo, 2004). Existe
ademas, una baja respuesta o anergia hacia los antigenos de histocompatibilidad

paternos (Davies, 2007).

El éxito reproductivo de los mamiferos euterios depende de los mecanismos que
regulan al sistema inmune materno, potencialmente hostil para el embrién o feto. Durante
muchos afos, se considerd que en el Utero gestante se producia una inmunosupresién
local que permitia el desarrollo del conceptus. Pero la mayoria de los investigadores
prefieren hablar de un estado de tolerancia debido a que la respuesta inmune contra

agentes infecciosos no se encuentra afectada durante la gestacion.

La gran pregunta que intenta responder la inmunologia de la gestacion es: ¢ Por
qué no se induce una respuesta nociva por parte del sistema inmune materno hacia los
aloantigenos que el feto hereda del padre? Varios investigadores han intentado

responder a este interrogante.

Peter Medawar, premio Nobel de Medicina, es considerado un pionero de los
estudios sobre transplante y rechazo. Sus trabajos son la base del conocimiento actual
sobre la inmunologia de la gestacion. En 1953 planted por primera vez los mecanismos
de tolerancia inmune materna hacia el feto, considerando a este ultimo como un semi-

aloinjerto (Medawar, 1953).

Los tres mecanismos planteados por Medawar para explicar la ausencia de

rechazo de la madre hacia el feto se enumeran a continuacion:

e La placenta se comporta como una barrera. Supone que hay una separacion fisica
entre la madre y el feto a través de una barrera impermeable y, por lo tanto, no
hay contacto directo entre los antigenos fetales y las células del sistema inmune

materno.
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e El feto es antigénicamente inmaduro, es decir, desde el punto de vista

inmunogénico es neutro y no puede estimular a las células inmunes de la madre.

e Las células inmunes maternas son tolerantes. El sistema inmune de la madre es

inerte hacia los antigenos fetales.

Si bien en la actualidad se considera que ninguno de los tres mecanismos es
totalmente correcto, las hipdtesis de Medawar han sido la base para muchas

investigaciones.

Hoy se sabe que en realidad no existe una barrera totalmente impermeable al
pasaje de células entre la madre y el feto. Incluso, existen células fetales (trofoblasticas)
que circulan en el torrente sanguineo materno. Ademas, el contacto intimo entre las
células del sistema inmune materno y las células de origen fetal no solo se produce en la
interfase materno-fetal, sino que las células fetales migran hacia los linfonédulos
maternos drenantes en donde presentan los aloantigenos fetales a las células T
maternas. Este mecanismo seria importante en la induccién del estado de tolerancia en la

madre hacia los antigenos de origen paterno (Yranzo, 2004).

La relacion materno-fetal no es simplemente la tolerancia materna hacia un “tejido
extrafio”, sino que una serie de intrincadas interacciones entre la madre y el feto,
mediadas por citoquinas, regulan la inmunidad selectiva y ademas controlan eventos

como la implantacion y la vascularizacion.

Relacion Th1/Th2

Desde principios de la década de 1990 el paradigma para explicar la regulacion
inmune de la gestacion fue la relacién entre linfocitos CD4" T helper 1 (Th1) y T helper 2

(Th2) (Wegmann y col.,, 1993). Segun este modelo, las citoquinas producidas por los
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linfocitos Th1 y Th2 tienen funciones antagénicas. Las citoquinas Th1 como la
interleuquina-2 (IL-2), el interferon-gamma (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a) pueden llevar a la muerte embrionaria y/o fetal por activar la inmunidad
especifica mediada por células. Dichas citoquinas estimulan a los linfocitos T CD8"
citotdxicos y aparecen en concentraciones muy bajas en el utero gestante (Wegman y
col., 1993). La respuesta Th1 ademas, es efectiva en el control de infecciones
intracelulares y es indispensable para activar el rechazo de injertos. En contraste, las
citoquinas Th2, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, generan un microambiente
adecuado y protector para el desarrollo embrionario y fetal. Estas citoquinas, participan
en el control de parasitos extracelulares, estimulan la inmunidad mediada por anticuerpos
y favorecen la proliferacion y funcion de los polimorfonucleares eosinéfilos (Wegman y
col., 1993; Saito, 2000). Ademas, las respuestas en las que participan los linfocitos Th2
protegen del rechazo a los tejidos injertados. En resumen, segun la relacion Th1/Th2
existen citoquinas beneficiosas para el mantenimiento de la gestacion que favorecen el
crecimiento fetal y su supervivencia, y citoquinas deletéreas las cuales pueden
comprometer la gestacion causando la muerte embrionaria o fetal. Durante la prefiez, por
lo tanto, las citoquinas Th2 inhiben las respuestas Th1, permitiendo un normal desarrollo
fetal, pero aumentando la susceptibilidad a ciertas infecciones intracelulares (Wegmann y

col., 1993).

La desviacion de la respuesta inmune hacia el tipo Th2 estd regulada por las
hormonas que predominan durante la gestacién. La progesterona, por ejemplo, es una de
las principales inductoras de IL-10, citoquina beneficiosa para el mantenimiento de la
gestacion (Entrican, 2002). Por otro lado, dicha hormona inhibe la secrecion de TNF-a y
la actividad de las células natural killer uterinas (UNK). A su vez, las hormonas esteroides

tienen un efecto inmunosupresor local no especifico. La induccion de un perfil de
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respuesta Th2, por accién de la progesterona, evita la activacién de una respuesta

citotdxica (Margni y col., 2004).

En general, las respuestas Th1 inducen muerte embrionaria o aborto. Por ejemplo,
en la neosporosis, enfermedad producida por el protozoo intracelular Neospora caninum,
se genera un aumento significativo de citoquinas Th1, como el IFN-y, que seria muy
importante en la patogenia del aborto. Esta respuesta inmune es inducida por antigenos

del protozoo presentes en las células del hospedador (Quinn y col., 2002).

Por otro lado, muchos de los anticuerpos que se producen durante la gestaciéon
son asimeétricos y univalentes por presentar una glicosilacion asimétrica en una de sus
regiones Fab. Esta glicosilacién es consecuencia de una modificacion postraduccional
que consiste en la insercion de un oligosacarido de tipo manosa y esta regulada, en
forma dosis dependiente, por la IL-6 de origen placentario. Niveles bajos de IL-6 inducen
la produccion de anticuerpos asimétricos, los cuales protegen a los aloantigenos paternos
del feto. Sin embargo, un aumento de IL-6 es deletéreo para la gestacion humana y
murina por activar a los linfocitos T citotoxicos y promover la producciéon de anticuerpos
simétricos no glicosilados. Los anticuerpos asimétricos son bloqueantes y protectores del
antigeno por ser incapaces de desencadenar las respuestas tipicas, como la activacion

del complemento (Margni y Zenclussen, 2001; Zenclussen y col., 2001).

Si bien en la actualidad la relacion entre citoquinas Th1 y Th2 se sigue
considerando como un factor importante en el mantenimiento de la gestacion, limitar el
efecto del sistema inmune a esta relacion es una sobresimplificacion (Margni y
Zenclussen, 2001; Chaouat y col., 2002). Esto es porque la relacion Th1/Th2 no
contempla la importancia de células de la inmunidad innata como las uNK o los
macrdéfagos, ni a las citoquinas producidas por otras poblaciones celulares de origen no

inmune como el trofoblasto, las células deciduales y el epitelio uterino. Ademas, durante
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la gestacién, ocurren ciertos hechos que son incompatibles con los clasicos paradigmas
de la inmunologia; la relacion materno-fetal no debe compararse con la relacion
hospedador-parasito, hospedador-tumor, ni hospedador-injerto. Si bien existe cierta
tendencia a la inmunosupresion local uterina o a la tolerancia, en determinados
momentos de la gestacion, especialmente durante la prefiez temprana, son necesarias
moléculas pro-inflamatorias o incluso, citoquinas Th1. Por ejemplo, en la implantacion,
intervienen moléculas pro-inflamatorias como la IL-11, el factor inhibidor de la leucemia
(LIF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-3) y el IFN-y. El LIF es producido
por las células epiteliales endometriales, las células natural killer y las células T,
principalmente células Th2 (Piccini y col., 1998). Esta citoquina parece ser indispensable
para permitir la implantacién y participa también en la creacion del estado de tolerancia
(Stewart y col., 1992; Kimber, 2005; Zenclussen y col., 2006?). Los ratones knock out
deficientes en LIF son fértiles, sus embriones son normales, pero no pueden implantarse
en el endometrio (Stewart y col., 1992). EI TGF-B es producido no solo por células del
sistema inmune sino también por la decidua y el trofoblasto (Entrican, 2002). El IFN-y a
bajas concentraciones estimula la secrecién del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) en el trofoblasto y es necesario para una vascularizacion exitosa; sin
embargo, a altas dosis, es abortigeno (Chaouat y col., 2002). Ademas, se demostrd que
los ratones knock-out genéticamente deficientes en las interleuquinas de tipo Th2 no
presentaron alteraciones en la prefiez, sugiriendo que las citoquinas Th2 no son
esenciales para la prefiez normal (Svensson y col., 2001) y que las células Th1
aloreactivas estarian reguladas de otra manera, por ejemplo por las células T reguladoras

(Treg), un tipo especial de linfocitos T (Zenclussen, 2005).
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Células T reguladoras

Las células Treg fueron descriptas inicialmente como una subpoblacién
especializada de linfocitos T, responsable de la prevencidon de las reacciones
autoinmunes por suprimir, activamente, la accion de los linfocitos autoreactivos
(Sakaguchi y col., 1995). Estas células también tienen un rol importante en la tolerancia a
organos transplantados (Kingsley y col., 2002). Ademas, cumplen con funciones centrales
en la inmunoregulacién porque inhiben: la proliferacion y la produccién de citoquinas en
las células T CD4" y T CD8", la produccion de inmunoglobulinas en las células B, la
actividad citotdxica de las células natural killer y la maduracién de las células dendriticas,
lo que en conjunto resulta en la induccién de un estado de tolerancia (Sakaguchi, 2005).
El gen maestro para la diferenciacion de las células Treg es el gen del factor de
transcripcion forkhead box P3 (foxp3), fundamental para el desarrollo y las funciones de

estas células (Sakaguchi y col., 20086).

Las células Treg se diferencian y maduran en el timo, pero ademas pueden tener
un origen extra-timico a partir de células T ndive, luego de la exposicion a antigenos en la

periferia (Apostolou y col., 2002).

Las células Treg también estan presentes en el utero gestante, donde generan un
microambiente privilegiado que impide el rechazo inmunoldgico del embridn (Zenclussen,
2005; Zenclussen y col., 2006%). El nimero de células Treg aumenta inmediatamente
luego del establecimiento de la gestacion en el utero de mujeres y ratonas normales.
Luego de encontrarse en el tracto genital femenino con antigenos paternos presentes en
el semen, la poblacion de células Treg especificas se expande en los linfonddulos.
Posteriormente, estas células migran hacia la interfase materno-fetal donde producen
elevados niveles de moléculas protectoras (Zenclussen, 2006). Las células Treg se

mantienen elevadas durante toda la gestacidon y comienzan a descender hasta alcanzar
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niveles basales 7 dias después del parto (Aluvihare y col., 2004; Zenclussen y col., 2005%;
Schumacher y col., 2007). En ratonas prefadas, las células Treg especificas hacia los
antigenos paternos proliferan en los linfonédulos que drenan el Utero 3 dias luego del
coito. Estas células Treg especificas, rapidamente se dirigen hacia el Utero gestante y
proliferan en él, lo que resulta en la inducciéon de un estado de tolerancia hacia los
antigenos paternos durante la prefiez temprana (Saito y col., 2010). Las células Treg
protegen a las estructuras fetales del “ataque” de las células inmunes maternas vy
promueven un microambiente transitorio y tolerante en la interfase materno-fetal
(Zenclussen y col., 2006%). La deficiente actividad de estas células durante la gestacion,
conduce a la pérdida del conceptus. En un modelo murino de aborto bien establecido’,
las células Treg se encuentran disminuidas en numero y funcién (Zenclussen, 2005). Se
ha demostrado ademas, que la transferencia de células Treg, provenientes de ratonas
normales prefiadas, en ratonas predispuestas al aborto, pudo prevenir completamente el

rechazo (Zenclussen y col., 2005?).

Se han postulado varios mecanismos por los cuales las células Treg inducen
tolerancia. Como se mencion6 anteriormente, las células Treg que participan en el
mantenimiento de la gestacion, son especificas para los antigenos MHC paternos. Este
hallazgo indica que su funcién es proteger a las células fetales que contienen este tipo de
antigenos del rechazo por parte del sistema inmune materno (Schumacher y col., 2007).
En el modelo murino de aborto inmunoldgico, pudo determinarse que la transferencia de
células Treg en ratonas prefiadas predispuestas al aborto induce el aumento de ciertas
citoquinas como TGF-B y LIF. Ambas sustancias poseen un efecto modulador sobre la

expresion de algunos genes regulados por la progesterona. También aumenta la

! El modelo de aborto espontaneo en ratones, consiste en el apareamiento entre una hembra de la
cepa CBA y un macho de la cepa DBA/2. Esta cruza especifica genera, aproximadamente, un
35% de pérdida de los fetos de la camada (Clark y col., 2004). Este es un modelo genético de

pérdida fetal en ratones muy utilizado en estudios de inmunologia de la gestacion.
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expresion de hemooxigenasa-1 (HO-1), una enzima involucrada en la prevencién del
rechazo fetal (Zenclussen y col., 20062). Ademas, luego de la transferencia de Treg se
produce un aumento de la secrecion de IL-10 y su bloqueo resulta en un incremento de la

cantidad de abortos (Schumacher y col., 2007).

Células T helper 17

Como se mencioné anteriormente, existen distintas subpoblaciones de linfocitos T;
los mas conocidos y mejor caracterizados son los Th1, Th2 y Treg. Recientemente se ha
descripto una nueva subpoblacion denominada T helper 17 (Th17) y caracterizada por la
produccion de una citoquina pro-inflamatoria, la IL-17. Las células Th17 murinas
presentan una via de sefalizacion unica, caracterizada por el factor de transcripcion
RORUyt (related orphan receptor), que participa en la expansion de esta poblacién celular
y es fundamental para su reconocimiento. En las células Th17 humanas, el factor de
transcripcion que regula su diferenciacion se denomina RORC (retinoid orphan nuclear
receptor C) (Wang y col.,, 2010%). Las ceélulas Th17 son potentes inductores de
inflamacién tisular y estan relacionadas con la patogenia de ciertas enfermedades
autoinmunes, respuestas de hipersensibilidad y rechazo de aloinjertos (Korn y col., 2009).
Estas células son siempre efectoras y no se diferencian a células de memoria. La
diferenciacion de Th17 estaria mediada por IL-23 y TGF-B cuando actian bajo
determinadas condiciones (Yujing y col., 2007). Estas células ademas, estan involucradas
en la eliminacion de organismos patdgenos que no son controlados adecuadamente por
las células Th1 o Th2. El principal rol de las células Th17 es proteger de las infecciones
producidas por hongos y bacterias extracelulares (Aujla y col., 2007). Las funciones de

las células efectoras Th17, al igual que la de las células Th1 y Th2, se encuentran
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reguladas por las células T reguladoras CD4" CD25" descriptas anteriormente (Saito y

col., 2010).

En el contexto de la prefiez murina, las células productoras de IL-17 se localizan
en las glandulas endometriales y en la decidua basalis a partir del dia 6,5 de prefiez
hasta el dia 10,5. Alrededor del dia 12,5, la decidua es negativa para la marcacion de IL-
17, sugiriendo que el numero de células Th17 disminuye luego del dia 12,5 en la interfase

materno-fetal (Ostojic y col., 2003).

Wang y col. (2010?) demostraron que la proporcion de células Th17 en la sangre
periférica y en la decidua fue significativamente mayor en muestras provenientes de
pacientes con abortos recurrentes inexplicables que en aquellas extraidas de mujeres
con embarazos normales. Estas observaciones sugieren que las células Th17 podrian

tener un rol clave en el rechazo fetal inmunolégico.

Las células Th17 y Treg foxp3® comparten algunas vias en su diferenciacion.
Ambas subpoblaciones celulares se diferencian a partir de precursores T CD4", pero su
diferenciacion final depende del perfil de citoquinas del microambiente. Bajo la influencia
de TGF-B, las células T CD4" naive originan células Treg, mientras que cuando son
expuestas a TGF-B junto con la citoquina pro-inflamatoria IL-6 se diferencian a células
Th17 (Veldhoen y col., 2006). En la patogenia de ciertas enfermedades autoinmunes se
describe un desbalance entre células Th17 y Treg (Lohr y col., 2006), asi como en la pre-
eclampsia, uno de los desordenes mas prevalentes asociados al embarazo en humanos
(Saito y col.,, 2011). Como se menciond anteriormente, las células Treg son
fundamentales para el normal desarrollo del embrién o feto. La secrecién de IL-17 puede
ser inhibida por las células Treg. Esta accion supresora de las células Treg sobre las

células Th17 disminuyd en pacientes con abortos espontaneos recurrentes (Wang y col.,
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20102). Asi, el desbalance Treg/Th17 influye en el mantenimiento de la gestacion (Wang

y col., 2010°).

Hemooxigenasa-1

Las hemooxigenasas (HOs) son enzimas microsomales que degradan el grupo
hemo a bilirrubina y CO evitando la acumulacién de hemo libre, el cual es citotoxico.
Ademas, la bilirrubina y la biliverdina tienen funciones antioxidantes y protectoras, y el CO
es un metabolito intermedio que estimula la relajaciéon de los vasos sanguineos
(Zenclussen y col., 2007). Las HOs son enzimas citoprotectoras que tienen un rol
importante en la aceptacion de injertos (Soares y col.,, 1998). En mamiferos, se
identificaron 3 isoformas de HOs (HO-1, HO-2 y HO-3). HO-1 puede ser inducida por
diversos factores incluyendo algunas citoquinas pro-inflamatorias de tipo Th1, radiacion
ultravioleta, estrés oxidativo e hipoxia. En cambio, HO-2 es inducible en la placenta y la
decidua y HO-3 tendria un rol regulador en los procesos celulares dependientes del grupo

hemo (Zenclussen y col., 2003?).

La hemooxigenasa-1 (HO-1) es una importante enzima protectora de la gestacion
que se expresa en las células endoteliales y en el trofoblasto. Previene la acumulacion de
grupos hemo libres que podrian ser perjudiciales para el conceptus (Zenclussen y col.,
2011). La disminucion de la expresion de HOs, especialmente de HO-1, lleva a un
aumento de grupos hemo libres en la interfase materno-fetal, con lo cual aumentan los
dafios oxidativos, las moléculas de adhesion celular y la migracién de las células
inflamatorias (Vachharajani y col., 2000; Zenclussen y col., 2003%, Zenclussen y col.,
2005"). Su expresién disminuye en la placenta y en la decidua de ratones y humanos que
sufren aborto mediado por células y citoquinas Th1. Esto sugiere un importante rol

protector de las hemooxigenasas en el mantenimiento de la gestacion. En el modelo
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murino de aborto resultante del apareamiento entre una hembra de la cepa CBA y un
macho de la cepa DBA/2, los niveles de HO-1 en la interfase materno-fetal se encuentran

disminuidos (Zenclussen y col., 2005°).

Las células Treg inducen un aumento en la produccion de HO-1 protectora en la
decidua y la placenta (Zenclussen y col., 20062). Schumacher y col. (2012) observaron
que el bloqueo de HO-1 anula el efecto protector de las células Treg. Ademas, la
estimulacion de HO-1 por medio de la terapia génica previene el rechazo fetal

(Zenclussen y col., 2006°).

Indolamina 2,3 dioxigenasa

La indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) es una enzima que cataboliza al triptéfano.
Este aminoacido es un factor de crecimiento para los linfocitos T, fundamental para su
activacion y proliferacion (Mellor y Munn, 2001). Se ha comprobado que durante la
gestacion aumenta la expresion de IDO en el trofoblasto y en la decidua, especificamente
en las células trofoblasticas gigantes, macrofagos y células dendriticas presentadoras de
antigenos. La expresion de IDO en las células mencionadas es estimulada por las células
Treg (Fallarino y col., 2003). Por otra parte, por la accién de IDO, disminuyen los niveles
de triptéfano y se produce la anergia de los linfocitos T potencialmente perjudiciales para
el mantenimiento de la gestacion. (Munn y col., 1998). Por lo tanto, las células que
expresan IDO son capaces de suprimir las respuestas T locales para promover la
tolerancia inmune en diversas condiciones (King y Thomas, 2007). Sin embargo, en
apareamientos murinos en los que ambos progenitores eran genéticamente deficientes

en IDO, las prefieces resultaron completamente normales (Baban y col, 2004).

IDO no solo ha sido estudiada como una enzima protectora de la gestacion sino

que existen evidencias que también representa un importante mecanismo de control
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inmune. La deplecion local de L-triptéfano, que resulta de la actividad enzimatica, podria
permitirle al hospedador inhibir el desarrollo de varios agentes patégenos in vivo. La
actividad de IDO se encuentra incrementada en algunas condiciones patolégicas, como

por ejemplo, la infeccidon con Toxoplasma gondii (Fujigaki y col., 2002).

Algunos autores sugieren un mecanismo alternativo en el cual los responsables
de la accién inmunosupresora de IDO serian los metabolitos resultantes del catabolismo
del triptéfano y no las bajas concentraciones del aminoacido. Estas especulaciones se
basan en los resultados de estudios in vitro que muestran que ciertos metabolitos del

triptéfano inhiben la proliferacion de las células T (Frumento y col., 2002).

Otros mecanismos

Ademas de los mecanismos mencionados anteriormente, algunas células
trofoblasticas y los tejidos fetales en ciertas especies, como los bovinos y los ovinos, no
expresan antigenos de histocompatibilidad (MHC) clase | clasicos durante la gestacion.
En bovinos, la excepcion a esta afirmacion son los diplocariocitos que son células
trofoblasticas binucleadas. Sin embargo, en ratones, la mayoria de las células
trofoblasticas que entran en contacto directo con los linfocitos maternos expresan
antigenos de histocompatibilidad clase | clasicos (Entrican, 2002). Los antigenos de
histocompatibilidad clase | clasicos se encuentran presentes en todas las células
nucleadas del organismo en la vida posnatal e inician respuestas de tipo citotdxicas
activando a los linfocitos T CD8". A pesar de la presencia de células T citotoxicas en la
circulacion materna, con receptores especificos que reconocen a los aloantigenos de

origen paterno, el feto no es rechazado (Saito y col., 2007).

Los antigenos de histocompatibilidad clase Il actian en la iniciacion de respuestas

de tipo T CD4" ya sean efectoras o de colaboracion. Las células trofoblasticas murinas no
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expresan antigenos clase Il, evitando asi la iniciacion de este tipo de respuestas

(Entrican, 2002).

Otro mecanismo involucrado en la proteccion del conceptus es el sistema
Fas/FasL. Fas (CD95) y FasL (ligando Fas) son dos proteinas que se expresan en las
membranas de las células. Al producirse la unién entre ambas moléculas se activa una
via de sefalizacion que induce la apoptosis en la célula que posee Fas. El trofoblasto
expresa FasL y los linfocitos T maternos su receptor Fas. La union entre el ligando y el
receptor desencadena la apoptosis de los linfocitos T, eliminando de esta manera a las
células que reaccionarian contra el trofoblasto (Bamberger y col., 1997). Otras moléculas
pro-apotéticas, como la galectina-1, podrian contribuir a ese fendmeno de privilegio

inmunitario de la placenta (Yranzo, 2004).

Las células dendriticas también se incluyen en el grupo de células productoras de

citoquinas importantes para la relacion materno-fetal (Blois y col., 2005).

Células natural killer uterinas

Las células natural killer (NK) son un tipo especializado de linfocitos que se
encuentran en la interseccién entre la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.
Participan en la proteccion inmune temprana y sus principales funciones son la induccion
de la lisis celular y la produccion de citoquinas tales como el IFN-y. En las hembras
adultas de varias especies, incluyendo al ser humano, una subpoblacién de células NK,
denominadas uNK, aparece en el endometrio en determinadas fases del ciclo estral o
menstrual y en la gestacion temprana. Estas células son la principal poblacién de células
linfoideas que se encuentran en el utero gestante y a diferencia de las funciones
inmunoldgicas de las restantes células NK, las uNK tienen funciones especializadas en el

establecimiento y mantenimiento de una gestacion normal. Las uNK han sido estudiadas
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en detalle en la decidua del ser humano, el ratén, la rata y el cerdo (Hunt y col., 2000;

Wegman y col., 1993; Welsh y Enders, 1993; Croy y col., 2009).

Durante la prefiez normal del raton, se diferencian abundantes células uNK en los
sitios de implantacion (Peel, 1989). Estas células son muy importantes durante la primera
mitad de la gestacion en esta especie porque regulan la iniciacion de los cambios
estructurales en las arterias maternas de los sitios de implantacién y el subsecuente
desarrollo de la placenta. Las funciones de las células uNK durante la prefiez murina han
sido descubiertas gracias al uso de ratones knock out. Los ratones deficientes en células
uNK presentan sitios de implantacion anormales, los vasos arteriales poseen paredes
gruesas y diametros luminales reducidos, la decidua presenta una escasa celularidad y

hay una disminucién marcada en el tamafio de la placenta (Croy y col., 2006).

Las células uNK producen citoquinas inmunomoduladoras como el IFN-y (Ashkar
y Croy, 1999), IL-18 e IL-27 (Croy y col., 2003). Una de sus principales funciones es
regular la invasion trofoblastica del endometrio durante la implantacion, limitandolo para
evitar una invasion excesiva (Hunt y col., 2000). Ademas, remueven células trofoblasticas
aberrantes (Stewart, 1991), también sintetizan y secretan TGF-B que inhibe a los

linfocitos T que reconocen a los antigenos paternos.

Una de las primeras funciones que se describié para las células uNK fue la
colaboracién en la separacion de los tejidos maternos y fetales en el momento del parto
(Croy, 1994). Sin embargo, Hunt y col. (2000) postulan que no participarian en la
facilitacion del parto, debido a que en la decidua de una prefiez a término estas células se

encuentran debilitadas y ya no son funcionales.

Las células uNK producen el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
oxido nitrico (ON). Ambas sustancias poseen funciones angiogénicas y son importantes

para el desarrollo vascular durante la gestaciéon temprana. EI ON, ademas, es
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vasodilatador. Mediante la secrecién de estas sustancias y del IFN-y, las células uNK
contribuyen a la angiogénesis en el endometrio, especialmente en la decidua, e inducen
la modificacion de las arterias espirales. Esta modificacion de las arterias durante la
prefiez se caracteriza por la reduccion del espesor de la tunica media por migracion de
las células musculares lisas y la dilatacion de la luz vascular para aumentar el flujo

sanguineo hacia la placenta.

Las células uNK presentan caracteristicas diferentes a las de otras localizaciones.
Estas células se originan a partir de células pluripotenciales de la médula dsea (stem
cells) y estan ausentes en el utero no gestante. Chantakru y col. (2002) observaron que
los progenitores de las células uNK migran desde los linfonddulos y el bazo hacia el utero
en cada prefiez. La maduracion de las células uNK es inducida en el utero, durante la
reaccion decidual y consiste en la proliferacion celular y el desarrollo de los granulos
citoplasmaticos. La IL-15 se expresa en el tejido conectivo del endometrio entre los dias 6
y 11 de la gestacion y es la principal citoquina que regula la diferenciacion de las células
uNK (Croy y col., 2003). Al 5° dia de gestacion, las uNK diferenciadas comienzan a
observarse en la decidua mesometrial (decidua basalis) de cada sitio de implantacion
(Zheng y col., 1991%; Zheng y col., 1991°; Croy y col., 1997). En la medida que la
gestacion avanza estas células proliferan, y aumentan de tamafio, llegando a medir entre
40 y 100 ym de diametro. El nimero de granulos citoplasmaticos y el diametro de las
uNK son utilizados por varios autores como indicadores de maduracion (Peel, 1989;
Ashkar y col. 2000; Chantakru y col., 2001). Las grandes uNK granulares se acumulan en
una zona denominada triangulo mesometrial, “agregado linfoideo mesometrial de la
prefiez” (MLAp) o “glandula metrial” (metrial gland) (Croy, 1999). A los dias 8-10 de la
gestacion, las uNK se hacen muy numerosas. Hacia el dia 12 su nimero comienza a
declinar y el dia 13 solo estan presentes en el triangulo mesometrial (Moffet y Loke,

2006). A partir del dia 15, sus granulos se reducen en cantidad y tamafio y
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posteriormente las células mueren por apoptosis (Kusakabe y col., 1999). Las células
uNK son transitorias porque no se observan en el Utero luego del parto (Stewart y Peel,

1980).

Los descubridores de las células uNK del ratén, las llamaron células glandulares
granulares metriales o células GMG (Stewart y Peel, 1977), debido a la presencia de
abundantes granulos citoplasmaticos que permiten su facil reconocimiento con la técnica
histoquimica del Acido Peryddico-Schiff (PAS) (Peel, 1989; Chantakru y col., 2001).
Posteriormente, la lectina DBA (Dolichos biflorus) que no solo marca los granulos
citoplasmaticos, si no también la membrana plasmatica de estas células, ha sido
ampliamente adoptada para su deteccion (Paffaro y col., 2003). La lectina DBA se une
especificamente a residuos terminales de N-acetilgalactosamina (GalNAc). No existen
células positivas a DBA en los 6rganos linfohemopoyéticos de ratonas virgenes o con
0,5-7 dias de gestacion, excepto en la decidua. Esto demuestra la especificidad de la
marcacion con DBA en células uNK e implica que la decidua es un ambiente unico que
induce esta especificidad en la diferenciacion celular terminal de las uNK (Bianco y col.,

2008).

Las células uNK descriptas en el ratén y en el ser humano no se observan en el
Utero gestante de rumiantes. Sin embargo, otro tipo de células, los linfocitos T y& CD8",
podrian tener las mismas funciones (Entrican, 2002). Los linfocitos T yd CD8*
intraepiteliales son una subpoblacion de linfocitos T que se encuentran en el endometrio
de ovinos y bovinos, en el area ubicada entre los placentomas (Hansen y Lee, 1996;
Entrican, 2002). La localizacion y el potencial citotoxico de estas células sugieren que son
células maternas encargadas de controlar la invasion del trofoblasto en rumiantes (Fox y
col., 1998). Estos linfocitos secretan IL-10, IFN-y y TNF-a, y son incapaces de reconocer

antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (Hansen, 1995; Entrican, 2002).
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Mastocitos

Los mastocitos o células cebadas son células del sistema inmune con funciones
efectoras e inmunoreguladoras, que intervienen tanto en respuestas mediadas por IgE,
como en ciertas respuestas inmunes innatas y adaptativas. Los mastocitos derivan de
células progenitoras hematopoyéticas que circulan por la sangre como células
progenitoras inmaduras y se diferencian a mastocitos maduros localmente, en los tejidos
vascularizados o en las cavidades serosas (Kitamura, 1989). En su citoplasma, contienen
abundantes granulos metacromaticos, facilmente distinguibles con las técnicas
histolégicas de Giemsa y Azul de Toluidina. Sus granulos citoplasmaticos almacenan
mediadores preformados tales como aminas vasoactivas y proteasas neutras. Ademas,
secretan mediadores pro-inflamatorios derivados de lipidos cuya produccion, a diferencia
de los anteriores, es inducida y no constitutiva. Estos ultimos, resultan del metabolismo

del acido araquiddnico e incluyen a las prostaglandinas y a los leucotrienos.

Los mastocitos constituyen una importante fuente de citoquinas tanto para el
crecimiento y la diferenciacion de otras poblaciones celulares, como para la regulacion de
la inflamacion y la reparacion tisular (Crivellato y col., 2005). Algunas de sus funciones
son: regular la permeabilidad vascular, proteger a las superficies mucosas y regular la

contractibilidad del miometrio.

Los mastocitos de diferentes especies presentan caracteristicas Unicas, las cuales
a su vez varian en las distintas superficies mucosas del organismo. En humanos, por
ejemplo, se distinguen diferentes subpoblaciones de acuerdo al contenido enzimatico de

sus granulos.

En el utero de ratonas prefiadas, los mastocitos se localizan especialmente en el
triangulo mesometrial (Gibbons y Chang, 1972) y en el miometrio, algunos se ubican en

el perimetrio y, en raras ocasiones, en la zona externa de la decidua (Widayati y col.,
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2004). La ubicacion de estas células en el triangulo mesometrial podria estar relacionada
con el control de la permeabilidad vascular en el utero. Por otro lado, los mastocitos que
se encuentran cerca del mduasculo liso serian los responsables de regular la

contractibilidad del miometrio.

En algunos casos, el aumento en el niumero de mastocitos en el utero esta
asociado con la pérdida de la prefiez. Widayati y col. (2004) observaron que, en un
modelo de prefiez interespecifica en murinos, los mastocitos aumentaron cerca de los
embriones xenogenéticos que fueron abortados. En otro trabajo, Zenclussen y col.
(2003°) encontraron un aumento en el nimero de mastocitos en la placenta en el modelo
de aborto murino CBA x DBA/2, con respecto a la cruza no predispuesta al aborto CBA x
BALB/c. El mayor nimero de mastocitos fue observado en los sitios de reabsorcién
indicando que podrian intervenir en el rechazo fetal. Ademas, se ha demostrado que los
mastocitos uterinos del ratén inducen la contractibilidad del miometrio in vitro (Rudolph y
col., 1992). Corbeil y col. (2005) postulan que la degranulacion masiva de los mastocitos
durante la gestacion temprana podria contribuir al fracaso de la prefiez por inducir la

contracciéon del miometrio.

Los estudios acerca de los mastocitos bovinos son escasos. Se sabe que
secretan algunos de los mediadores usuales como histamina, leucotrienos,
prostaglandinas, heparina y proteinasas, asi como citoquinas pro-inflamatorias vy
citoquinas de tipo Th2 como la IL-4. Con respecto a la funcion de los mastocitos en la TB,
Corbeil y col. (2005) demostraron que la respuesta mediada por anticuerpos de tipo IgE
contra los antigenos de T. foetus y la liberacion de la infeccion en bovinos estan

asociadas con la degranulacion de estas células.
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HIPOTESIS MAS RELEVANTES

1- La presencia de T. foetus en el utero de ratonas genera cambios en la secuencia de

carbohidratos del epitelio uterino los cuales dependen del estado de la prefiez.

2- Las ratonas infectadas con T. foetus presentan alteraciones en la respuesta inmune
uterina ya sea en el nimero de células de las distintas poblaciones involucradas como en

la expresion de citoquinas.

3- La presencia del protozoo y las modificaciones en la respuesta inmune local alteran los
indices de proliferacion y muerte celular en el epitelio superficial del utero de las ratonas

infectadas.

4- Los procesos previamente descriptos se relacionan con la muerte embrionaria que

ocurre en las ratonas infectadas con T. foetus.



58

OBJETIVOS

Objetivos generales

1- Estudiar la patogénesis e inmunocaracterizacion de la muerte embrionaria/fetal

ocasionada por T. foetus en un modelo murino.

2- Generar conocimientos basicos que ayuden a comprender y explicar la muerte

embrionaria en los animales y el hombre.

Objetivos especificos

1- Describir las caracteristicas de las lesiones macroscépicas y microscopicas en el utero

y en la placenta provenientes de ratonas infectadas con T. foetus.

2- Determinar cambios en el numero y la distribucion de los mastocitos y células uNK, en
el patrén de unidn a las lectinas y en los indices de muerte y proliferacion celular en la

placenta y el endometrio de las ratonas infectadas con T. foetus.

3- Detectar y cuantificar la expresion de citoquinas y otras sustancias en la placenta de
las ratonas no infectadas y compararlas con los cambios ocurridos en las ratonas

infectadas con T. foetus.
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A partir de los antecedentes descriptos y de las hipotesis planteadas, se
analizaron los siguientes aspectos que podrian intervenir en la patogenia de la

tritrichomonosis bovina:

Patréon de carbohidratos en las células epiteliales. Si bien se ha determinado que
dicho patron se modifica en la trompa uterina, utero y vagina de los bovinos (Cobo y col.,
2004) y en la vagina y el utero de las ratonas infectadas con T. foetus (Monteavaro y col.,
2008), el presente estudio profundiza las modificaciones que podrian ocurrir en los dias

cercanos al momento de la muerte embrionaria.

Muerte y proliferacion celular en los tejidos maternos. Las modificaciones en el
recambio celular de la mucosa uterina podrian ser fundamentales en la patogenia de las
alteraciones de la implantacion que ocurren en esta enfermedad. Este es un aspecto
poco abordado en los estudios sobre ftritichomonosis ya que solamente se han
desarrollado trabajos in vitro para estudiar la muerte de células bovinas (Singh y col.,

1999; Singh y col., 2004).

Cambios en el nimero y en la distribucion de células uNK y mastocitos en los
tejidos maternos. Se sabe claramente que estas células intervienen en el mantenimiento
0 en la pérdida de la prefiez (Chaouat y col., 2002; Entrican, 2002; Croy y col., 2003),
pero hasta el momento no se ha determinado cémo se comportan en la tritrichomonosis

experimental en ratonas.

Expresion de citoquinas en los tejidos maternos y fetales. Como ya se mencioné,
numerosas citoquinas intervienen en el mantenimiento de la prefiez. En la presente tesis
se analiza, mediante real time RT-PCR, la presencia del ARNm de algunas citoquinas

relevantes en el Utero de las ratonas infectadas y controles.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Para el desarrollo de la presente tesis se utilizaron ratonas BALB/c de 6 a 8
semanas de edad con un peso promedio de 20 a 25 g, del Bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires.
Las ratonas fueron alojadas en un cuarto del mencionado bioterio, destinado a animales
en experimentacion, en cajas con 5 animales cada una. Los animales fueron tratados de
acuerdo con las normas internacionales citadas en la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (National Research Council, Academy Press, 1996, Washington,
USA). Las ratonas se identificaron mediante muescas en el pabellén auricular. La
temperatura del recinto se mantuvo en 22°C + 2 con circulacion de aire controlado y luz
artificial provista con tubos fluorescentes, sin entrada de luz natural. Siendo los ciclos
luz/oscuridad de 12hs/12hs. Se utilizé alimento balanceado formulado para rata y raton
con 23% de proteinas, extrusado, disponible ad-libitum. El agua clorinada fue controlada

diariamente y administrada ad-libitum.

Para los estudios de histopatologia, lectinahistoquimica e inmunohistoquimica se
utilizaron 76 ratonas BALB/c con las caracteristicas mencionadas previamente. Los
animales fueron divididos en dos grupos experimentales: Grupo control (Cb): N=36 y

Grupo infectado (Ib): N=40.

Para la cuantificacion de citoquinas y otras moléculas se utilizaron 19 animales

criados bajo las mismas condiciones que el grupo anteriormente mencionado.

Para este trabajo, se consideraron las fases temprana y media de la gestacion

(Barbeito y col, 2008), utilizando animales con prefieces de 5 a 8 y 9 a 11 dias,



61

respectivamente. A su vez, para cada etapa se trabajé con un grupo de animales

controles y un grupo infectado (Tabla 1).

Tabla 1: Ratonas utilizadas para la cuantificacion de citoquinas y enzimas mediante la

técnica de real time RT-PCR y grupos experimentales.

GRUPOS FASE TEMPRANA FASE MEDIA
CONTROL 5 6
INFECTADO 4 4

Sincronizacion y determinacion del estro

Para la sincronizacion del estro, todos los animales fueron inoculados via
intramuscular con 5 ug de 3-benzoato de B-estradiol (BE) suspendido en 0,1 ml de aceite

de sésamo estéril (Estradiol 10, Rio de Janeiro, LAIKA, Argentina) (Monteavaro, 2004).

Para determinar la fase del ciclo estral, se realizaron colpocitologias a las 24 y 48
h posteriores a la administracién del BE. La colpocitologia consistié en realizar la
observacién directa de un extendido del contenido vaginal obtenido por lavaje con 10 pl
de solucion de buffer fosfato estéril (PBS) pH 7,2. Los extendidos se observaron con un
microscopio oOptico con objetivo de 10X y se identificaron las etapas del ciclo estral
conforme a los distintos tipos de células presentes y el predominio de las mismas (Figura
5). Los criterios que se utilizaron para determinar las distintas fases del ciclo estral fueron

los siguientes (Allen, 1922):



62

e Proestro: Predominio de células epiteliales nucleadas, escasas células

queratinizadas, escasos leucocitos.

e Estro: Predominio de células epiteliales queratinizadas, ausencia de

leucocitos.

e Metaestro: Predominio de ceélulas epiteliales queratinizadas plegadas,

escasos leucocitos.

e Diestro: Predominio de leucocitos formando conglomerados, moderadas

células epiteliales nucleadas.
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Figura 5: Poblaciones celulares presentes en la citologia exfoliativa vaginal durante

las diferentes fases del ciclo estral del ratéon (Allen, 1922).
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Inéculo

Se utilizé una cepa de T. foetus obtenida a partir de un cultivo prepucial de un toro
naturalmente infectado, denominada cepa 106 del cepario del Laboratorio de
Microbiologia Clinica y Experimental, Departamento SAMP, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires
(Monteavaro, 2004). El cultivo se realizo en el medio de Diamond (TYM) enriquecido con
suero equino inactivado a 56°C durante 30 min (Diamond, 1987). La cepa fue mantenida
en nitrégeno liquido hasta la realizacién de los ensayos de caracterizacién patogénica y
la inoculacién de los animales. La caracterizacion se realizd mediante: produccion de
absceso subcutaneo en ratén BALB/c, produccion de hemdlisis sobre globulos rojos
bovinos, ensayos de citoadherencia en células vaginales de ratén y bovino, persistencia
de infeccion intravaginal y pérdida de gestacion en ratéon BALB/c (Monteavaro, 2004).
Esta cepa fue utilizada en diversos trabajos previos (Monteavaro y col., 2005; Monteavaro

y col., 2008; Barbeito y col., 2008).

Para la preparacion del inéculo, los protozoos fueron subcultivados en 50 ml de
caldo TYM a 37°C durante 48 horas, posteriormente lavados 3 veces con solucién de
PBS esteéril pH 7,2 y centrifugados 20 min a 1500g (Barbeito y col., 2008). El sedimento
fue resuspendido en PBS y su concentracion fue ajustada a 9x10° células viables de T.

foetus/10ul para ser utilizado como inéculo intravaginal (Monteavaro, 2004).

Diseio experimental

Como se menciond anteriormente, las ratonas fueron sincronizadas pues la
sensibilidad a la infeccion por T. foetus es maxima en el estro. La fase del ciclo estral fue

determinada mediante colpocitologia 24 y 48 h después de la administracién de estradiol.
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Dos dias después de la sincronizacion del ciclo, las ratonas del grupo infectado
(Ib) fueron inoculadas intravaginalmente (V) con la cepa patdégena de T. foetus mediante
dos dosis de 10 ul de la suspension de T. foetus con un intervalo de 24 horas. Las
ratonas del grupo control (Cb) fueron inoculadas IV con similar volumen de PBS estéril.
En todos los casos, las inoculaciones fueron realizadas mediante micropipetas y tips

descartables por el mismo operador.

Luego de la infeccién, se efectuaron semanalmente muestreos para realizar
colpocitologias y siembra en el medio TYM. Las muestras se obtuvieron a partir de
lavados vaginales con 10 ul de PBS estéril. Se realiz6 el extendido del contenido vaginal
de cada ratona infectada sobre un portaobjetos limpio, el cual se observé directamente en
microscopio optico con objetivo de 10X. Se pudo confirmar la infeccidon vaginal a partir de
la observacion directa de protozoos viables o del cultivo de T. foetus. Las ratonas fueron
consideradas infectadas cuando se observaron protozoos moviles con morfologia tipica
de T. foetus en las muestras vaginales (Soto y col., 2005). Las muestras negativas por
observacion directa fueron sembradas en medio TYM, incubadas durante 7 dias a 37°C y
observadas cada 24 horas. Luego de 3 observaciones negativas, los animales fueron

considerados negativos a la infeccion vaginal.

A partir de los diez dias post-inoculacion se realizaron nuevamente colpocitologias
a las ratonas de ambos grupos para determinar la etapa del ciclo estral. También se
confirmo la presencia del protozoo y la persistencia de la infeccion en el grupo Ib.
Basados en los resultados previos de nuestro laboratorio sobre la cinética de la infeccion
en este modelo (Monteavaro y col., 2008; Barbeito y col., 2008), los animales fueron
utilizados para los experimentos a los 153 dias post-infeccidon. Las hembras cuyo estro
fue confirmado, fueron apareadas con machos BALB/c no infectados. El momento en que
se determind la presencia del tapén mucoso vaginal fue considerado como dia 0 de la

gestacion. A partir del dia 5 posterior al apareamiento y hasta el dia 11, se sacrificaron
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cada dia entre 6 y 8 hembras infectadas con sus testigos (Figura 6). En ese momento, los

grupos fueron subdivididos segun las hembras estuvieran vacias o prefiadas.
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Figura 6: Representacion esquematica del disefio experimental.

Obtencion de muestras

Los animales fueron sacrificados por dislocaciéon cervical y en la necropsia se
extrajeron el utero, oviductos, ovarios, bazo y linfonddulos iliacos. Estos ultimos seran

utilizados para estudios futuros.

Con el material fresco y previo a la fijacion, se recolectaron muestras de la luz de
los cuernos uterinos de las hembras infectadas para corroborar la persistencia de la
infeccion y la viabilidad del protozoo. Este procedimiento consistié en realizar una
observacién directa de un extendido del contenido uterino obtenido por lavaje con 10 pl
de PBS estéril pH 7,2. Los extendidos se observaron en microscopio optico con objetivo

de 10X.
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Uno de los cuernos uterinos fue fijado en formol tamponado al 10% durante 24
horas para realizar técnicas histoldgicas e histoquimicas. El otro cuerno uterino fue
congelado rapidamente en nitrégeno liquido y mantenido a -80°C para estudios de

biologia molecular (RT-PCR en tiempo real).

Técnicas histologicas

Las muestras fijjadas en formol tamponado al 10% durante 24 horas fueron

procesadas para su inclusion en parafina de acuerdo con el siguiente protocolo:

o Deshidratacion: 1 pasaje en alcohol de 20° por 30 min, 1 pasaje en alcohol
30° por 30 min, 1 pasaje en alcohol 50° por 30 min y posteriormente 1
pasaje en alcohol 70° por 30 min. Luego se realizaron 3 pasajes en alcohol
de 96° por 20 min cada uno y finalmente, 3 pasajes en alcohol 100° por 20

min cada uno.

e Aclarado: 2 pasajes en xilol por 20 min cada uno.

¢ Inclusion: 3 pasajes en parafina por 30 min cada uno.

¢ Inclusion definitiva: armado de tacos de parafina.

De los tacos de parafina obtenidos, se realizaron cortes de 3 um de espesor con
micrétomo de deslizamiento que se montaron en vidrios positivados o silanizados. En
algunos de estos cortes se realizaron técnicas de coloracion e histoquimicas tradicionales
(Hematoxilina y eosina, PAS y Azul de Toluidina) segun los procedimientos de rutina
(Bancroft y Stevens, 1990). Se utilizaron otros cortes para realizar las técnicas de lectinas
e inmunohistoquimica. Los protocolos de las técnicas realizadas se encuentran

detallados en el apartado “Anexo”.
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Lectinahistoquimica

Las técnicas de lectinahistoquimica se realizaron siguiendo el protocolo habitual
de nuestro laboratorio para muestras de placenta y tracto reproductor femenino
(Fernandez y col., 1998; Fernandez y col., 2000; Cobo y col., 2004; Sant’Ana y col., 2005)

y que se detalla:

Los cortes fueron desparafinados en xilol, lavados en etanol, incubados con
peroxido de hidrogeno al 0,3% en metanol absoluto para bloquear la peroxidasa
endogena e hidratados y lavados en PBS pH 7,4. Luego, las muestras se incubaron con
albumina sérica bovina (BSA) (Sigma, St. Louis, MO, USA) 0,1% en PBS vy
posteriormente con las distintas lectinas (Lectin Kit BK 1000, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) en camara humeda a 4°C durante toda la noche. Los cortes fueron
lavados nuevamente en PBS e incubados con el complejo LSAB. Luego de tres lavajes
en PBS de 5 min, se procedi6 al revelado con una solucion comercial de 3-
3'diaminobenzidina (DAB) (Dako Laboratories, Carpinteria, CA, USA) durante 2 a 5 min a
temperatura ambiente. Como coloraciéon de contraste se utiliz6 hematoxilina de Meyer.
Por ultimo, los cortes fueron deshidratados en una bateria de etanol de graduacion

creciente, aclarados en xilol y montados con balsamo sintético.

Las lectinas biotiniladas que se emplearon fueron: DBA (Dolichos biflorous), Con-
A (Concanavalia ensiformis), RCA-1 (Ricinus communis), UEA-1 (Ulex europaeus), PNA
(Arachis hypogaea), WGA (Triticum vulgaris), SBA (Glycine max). La afinidad de las
lectinas utilizadas se presenta en la Tabla 2. La concentracién para todas las lectinas fue
30 pg/ml en BSA 0,01%, excepto para PNA cuya concentracion fue 10 ug/ml en BSA
0,01%. En todos los casos se utilizaron cortes de tejidos controles que fueron sometidos
a todo el procesamiento excepto la incubacion con la lectina. Este control permitio

determinar la existencia de falsos positivos. Los tejidos controles positivos fueron cortes
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provenientes de muestras cuyo patron de unién a lectinas habia sido comprobado en

experimentos anteriores.

La observacién de los cortes se realizd con microscopio Optico y objetivo de 45X.
La intensidad de marcacion con las diferentes lectinas fue establecida subjetivamente

utilizando la siguiente escala (Monteavaro y col., 2008):

0 = negativo

1 = débilmente positivo

e 2 = moderadamente positivo

3 = fuertemente positivo

Los protocolos completos de las técnicas realizadas se encuentran detallados en

el apartado “Anexo”.



69

Tabla 2: Lectinas utilizadas en este trabajo.

GRUPO NOMBRE DE LA LECTINA ABREVIATURA ESPECIFICIDAD
Manosa Concanavalin A ConA -D-Man; a-D-Glc
GIcNAc Wheat germ agglutinin WGA a-D-GIcNAc; NeuNAc
Fucosa Ulex europaeus agglutinin-1 UEA-1 a-L-Fuc
Galactosal
GalNAc Dolichos biflorous agglutinin DBA a-D-GalNAc
Ricinus communis agglutinin- 1 RCA-1 B-D-Gal; a-D-Gal
Peanut agglutinin PNA B-D-Gal; (1-3) GalNAc
Soy bean agglutinin SBA a-D-GalNAc; a y B-Gal

Man: manosa; Glc: glucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina; NeuNAc: acido N-acetil neuraminico;

Fuc: fucosa; GalNAc: N-acetilgalactosamina; Gal: galactosa.

Inmunohistoquimica

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una proteina nuclear de 29
Kda que participa en varias vias moleculares responsables de la vida y la muerte celular.
El PCNA es considerado un marcador util para la evaluaciéon de la proliferaciéon celular
(Hall y col., 1990) porque es esencial para la replicacion al permitir una firme asociacion
entre las ADNpolimerasas y el ADN (Moldovan y col., 2007) y prevenir la disociacion

enzima-ADN (Maga y col., 2003).

La técnica de inmunohistoquimica se realizé sobre cortes de tejidos parafinados

para determinar PCNA y cuantificar la proliferacion celular en el epitelio uterino (Correia-
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da-Silva y col., 2004). El indice de proliferacion (IP) se obtuvo aplicando la siguiente

formula:

Células positivas para PCNA
IP=

Total de células epiteliales

Para reconocer las células en apoptosis en el epitelio uterino, decidua y tejidos
embrionarios se utilizé la inmunodeteccion de caspasa-3 activa (Correia-da-Silva y col.,
2004). La caspasa-3 ha sido caracterizada como la principal enzima efectora vinculada a

la apoptosis (Yuan y Horvitz, 2004).

El indice de muerte celular por apoptosis (IMC) se obtuvo aplicando la siguiente

formula:

Células positivas para Caspasa-3

IMC=

Total de células epiteliales

En todos los casos, se utilizaron tejidos controles negativos a los que se les
realizaron todos los procedimientos excepto la incubacion con el anticuerpo primario,

para determinar la existencia de falsos positivos.

Para cada grupo estudiado, se calculd la media + desvio estandar de los indices
de proliferacion y muerte celular. La significacion de las diferencias entre los grupos se

establecio mediante el test de ANOVA y el test post hoc de Tukey (Sokal y Rohlf, 1980).

Los protocolos de las técnicas realizadas se encuentran detallados en el apartado

“Anexo”.
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Recuentos celulares
Células uNK

Las células uNK fueron marcadas mediante la técnica de PAS y con la lectina
DBA. Tras la observacion de 40 campos microscopicos por corte transversal del cuerno
uterino con objetivo de inmersién 100X, se determiné el promedio de uNK por campo y
luego la media * desvio estandar por grupo. La significacion de las diferencias entre los
grupos control e infectado para cada dia se establecié mediante el test de “t” y ANOVA.
En los casos en que el test de homogeneidad fue significativo (p<0,05), los datos fueron
transformados con el método de la raiz cuadrada [V(x+1)]. Sin embargo, como las
varianzas tampoco fueron homogéneas, se realizaron test no paramétricos (Mann
Whitney y Kruskal Wallis) y el test de comparaciones multiples de Dunn (Sokal y Rohlf,

1980).

Mastocitos

Se utilizé la coloracion con azul de Toluidina para identificar a los mastocitos en
los cortes de cuernos urterinos. Se contaron 10 campos microscopicos de miometrio y 5
campos microscopicos de mesometrio por animal, con objetivo de 40X. Se determin¢ el
promedio de mastocitos por campo y se calculd la media + desvio estandar por grupo. La
significacion de las diferencias entre los grupos se establecié mediante el test de “t" y
ANOVA. En los casos en que el test de homogeneidad fue significativo (p<0,05), los
datos fueron transformados con el método de la raiz cuadrada [V(x+1)]. Sin embargo,
como las varianzas tampoco fueron homogéneas, se realizaron test no paramétricos para
el analisis (Mann Whitney y Kruskal Wallis) y el test de comparaciones multiples de Dunn

(Sokal y Rohlf, 1980).
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RT-PCR en tiempo real

Los 6rganos congelados a -80°C fueron tratados con Trizol (Invitrogen, Darmstadt,
Alemania) (1 ml cada 100 mg de tejido) y macerados utilizando un homogeneizador
(Ultra-Turrax T25; IKA, Staufen, Alemania). El aislamiento del ARN mensajero (ARNm), la
sintesis del ADN complementario (ADNCc), y la RT-PCR fueron realizados en el laboratorio
de Ginecologia y Obstetricia Experimental, Universidad Otto-von Guericke, Magdeburg,
Alemania, segun métodos estandarizados (Zenclussen y col., 20052). Las reacciones de
amplificaciéon para foxp3, HO-1, IL-4, IL-10 y TNFa se realizaron con 1 pl de ADNc, 3 ul
del primer mix, 2,25 pl de agua destilada estéril libre de ARNasa, 0,5 ul de la sonda
fluorescente y 6,25 pl de TagMan® Universal PCR Master mix el cual contiene buffer para
PCR, desoxirribonucledtidos (dNTPs), MgCl, y Ampli-Tag ADN polimerasa. En el caso de
IDO y RORVyt, se utilizaron 1 yl de ADNc, 3 pl del primer mix, 2 pl de agua destilada
estéril libre de ARNasa, 0,5 ul de fluoresceina 'y 6,5 pl de SYBR® Green PCR Master mix
(Applied Biosystems, Weiterstadt; Alemania) para la deteccion de los productos de la

PCR.

La PCR comenzé con un paso de desnaturalizacion de 3 min a 95°C seguido de
40 ciclos de 30 segundos a 94°C y 1 min a la temperatura apropiada para cada caso.
Todas las reacciones fueron realizadas en el iCycler (Bio-Rad, Munich, Alemania). Todas
las muestras fueron normalizadas con respecto a su concentracion de ARNm de (-actina
(house keeping gene). Las secuencias de primers y sondas se encuentran detalladas en

el apartado “Anexo”.
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Tratamiento estadistico de los datos obtenidos mediante la técnica de real time

RT-PCR

Los datos de RT-PCR en tiempo real no presentaron una distribucién normal. Por
lo tanto, las diferencias estadisticas entre el grupo control y el grupo infectado fueron
determinadas mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney. Para el analisis de los
datos se utilizé el programa de estadistica Graph Pad Prism5 (Graph Pad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA). Los valores de P<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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CAPITULO 1: HALLAZGOS DE NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

OBJETIVO ESPECIFICO

e Describir las lesiones macroscopicas y microscopicas en el utero y en la placenta

provenientes de ratonas infectadas con T. foetus.

HIPOTESIS

e En el modelo experimental de tritrichomonosis en ratonas BALB/c, los cambios
macro y microscopicos se relacionan con la muerte embrionaria que ocurre en

esta enfermedad.

RESULTADOS

La infeccion con T. foetus en ratonas produce muerte embrionaria

Las hembras BALB/c prefiadas, infectadas con T. foetus y sacrificadas tanto en la
fase temprana (5 a 8 dpc) como en la fase media (9 a 11 dpc) de su gestacion sufrieron
severas pérdidas embrionarias. Los sitios de muerte embrionaria fueron identificados
macroscopicamente por su pequefo tamafo y aspecto hemorragico o necrético, en

comparacion con las implantaciones normales de las hembras del grupo control (Tabla 3).

El 72% de las hembras del grupo control (26 animales) estaban prefiadas en el
momento del sacrificio y las vesiculas embrionarias eran normales. En el 28% restante
(10 animales) no se observaron vesiculas embrionarias a pesar de haber presentado

tapdn mucoso luego del apareamiento.
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En el grupo infectado, solo el 27,5% de las hembras estuvieron prefadas al
momento del sacrificio (n=11). Sin embargo, algunas de ellas presentaron cambios
patologicos en la placenta y decidua. El 72,5% de las hembras infectadas sufrié la
pérdida del conceptus (n=29). Las diferencias en el porcentaje de hembras prefiadas
entre ambos grupos, control e infectado, fueron significativas (p<0,001) (Figura 7)
sugiriendo que la pérdida embrionaria en el grupo infectado estuvo relacionada con la

presencia de T. foetus.

Vimnins
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Prefiadas infeccion y pérdida embrionaria

40 e |
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25-
201
15-
10-

Controles Infectadas

Figura 7: Relacion de hembras preiadas en los grupos control e infectado. Los datos

se analizaron estadisticamente mediante el test de Chi cuadrado. P<0,001.

La mayoria de los animales del grupo infectado en los que persistié la infeccion
hasta el sacrificio presentaron muerte embrionaria. Las restantes hembras con infeccién

persistente estaban prefiadas en el momento del sacrificio, pero presentaban algunas
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vesiculas embrionarias macroscépicamente normales y otras pequefas y de aspecto
hemorragico o edematoso (Figura 8b). Trece hembras del grupo infectado fueron
negativas cuando se obtuvieron muestras de la luz de los cuernos uterinos para
corroborar la persistencia de la infeccion con T. foetus. Dentro de este grupo de ratonas
que se negativizaron a la infeccion, seis tuvieron gestacion normal al momento de la
necropsia (Figura 8a) y siete estaban vacias (Tabla 3). En tres de las hembras vacias y
negativas, los cuernos uterinos eran rosados, de aspecto normal, pero en las cuatro

restantes presentaban signos de congestién o edema.

Figura 8: La infecciéon con T. foetus produce muerte embrionaria. a) Utero de una
ratona normal del grupo control, sacrificada a los 10 dpc. b) Utero de una ratona del grupo
infectado, sacrificada a los 10 dpc. La flecha sefiala el area hemorragica de reabsorcion.

La mayoria de las ratonas positivas a T. foetus perdieron la gestacion y
presentaron las lesiones tipicas de la infeccion que se detallan mas adelante. Algunas
ratonas positivas a T. foetus sacrificadas 5, 6 y 8 dpc presentaron vesiculas embrionarias
normales junto con reabsorciones y cambios patoldgicos en la placenta. A partir del 9°

dpc no se observaron ratonas prefiadas con infeccion persistente (positivas a T. foetus).
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Aquellas que presentaron prefieces normales en el momento de la necropsia, fueron

negativas para T. foetus (Tabla 3).

Estos datos demuestran que la persistencia de la infeccion, con parasitos viables,

se correlaciona con la muerte embrionaria.

Tabla 3: Persistencia de la infeccién y pérdida embrionaria en el grupo de ratonas

infectadas.
VACIAS PRENADAS
DPC
T. foetus + T. foetus - T. foetus + T. foetus -

Dia 5 4 1
Dia 6 4 3 1
Dia7 3 1
Dia 8 1 3 1 3
Dia 9 5 3

Dia 10 2 1 1

Dia 11 3

TOTAL 22 (55%) 7 (17,5%) 5(12,5%) 6 (15%)

DPC: dias post coito.
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Hallazgos histopatolégicos

En todas las edades gestacionales estudiadas, el principal cambio observado en
el utero de las ratonas infectadas fue la presencia de abundante infilirado de células
inflamatorias a base de neutrofilos, eosindfilos, linfocitos, macrofagos y células
plasmaticas (Figuras 9a, b y f). En el miometrio y en el perimetrio se localizaron
mastocitos (se analizara en el Capitulo 4). También fue un hallazgo notable la gran
cantidad de células en apoptosis en los epitelios luminal y glandular del endometrio y en
la lamina propia (Figuras 9c y d, Figuras 10a y b). La apoptosis se confirmé mediante IHQ
para caspasa-3 activa. A partir del 8° dpc las glandulas endometriales estaban dilatadas y
con abundante exudado purulento, detritos celulares (Figuras 9a-c) y protozoos en el
lumen (Figura 9e). Algunas glandulas presentaban solucién de continuidad en el epitelio
con salida del contenido hacia la lamina propia (Figuras 9a y b). En la lamina propia se
observaron acumulos celulares de forma nodular. Con mayor magnificacion se comprobé
que estaban constituidos por neutrofilos, linfocitos y macréfagos. Las células uNK eran
escasas y pequefas. Los hallazgos histopatoldgicos en el grupo de ratonas infectadas se

resumen en la Tabla 4.

En las secciones de los cuernos uterinos que incluyeron reabsorciones no se
detectaron estructuras embrionarias ni anexos extraembrionarios, pero se encontraron

células uNK, algunas de ellas estaban en apoptosis.

Las ratonas infectadas sacrificadas 8, 9 y 10 dpc negativas a T. foetus,
presentaron cuernos uterinos macroscopicamente normales en el momento de la
necropsia. Sin embargo, en los cortes histologicos de sus cuernos uterinos, se observo
abundante infiltrado de células polimorfonucleares en la lamina propia, células

apoptéticas y metaplasia epitelial.
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Ningun animal del grupo control presentd respuesta inflamatoria ni otros cambios

patologicos cuando se analizaron los cortes provenientes de sus cuernos uterinos.

En las hembras que se negativizaron y no sufrieron pérdidas del conceptus se
detectaron estructuras embrionarias y anexos extraembrionarios como el amnios y el
saco vitelino. Ademas, en el laberinto placentario y en la decidua se observaron
abundantes células uNK de gran tamafo, en su mayoria no apoptéticas, con abundantes

granulos citoplasmaticos refringentes y algunas de ellas binucleadas.

Tabla 4: Hallazgos histopatoldgicos en el grupo de ratonas infectadas.

DPC

Lesiones

Metaplasia

Apoptosis

Epitelio
luminal

Vacuolizacion

T. foetus en
la luz

Dilatacién

Exudado
purulento

Glandulas
endometriales

Solucion de
continuidad

Edema

Apoptosis

Infiltrado
inflamatorio

Lamina propia

Vasos
hiperémicos
Infiltrado
inflamatorio

Miometrio

DPC: dias post coito.



Referencias de los colores utilizados:

ausente
leve

moderado

- abundante
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Figura 9: Microfotografias de cortes transversales de los cuernos uterinos de

ratonas infectadas con T. foetus, vacias, sacrificadas a los 8 dpc. a) Células inflamatorias y
edema (asterisco) en la lamina propia. Exudado inflamatorio en la luz glandular y solucion de
continuidad en el epitelio (flecha). HE 100X. b) Mayor detalle de a). HE 400X. c) Células
inflamatorias en la lamina propia, exudado en la luz glandular y apoptosis de las células epiteliales
glandulares (punta de flecha). HE 400X. d) Apoptosis (punta de flecha) y metaplasia (flecha) en el
epitelio uterino. HE. 400X. e) T. foetus en la luz glandular (punta de flecha). Noétense también los
protozoos adheridos al epitelio glandular. HE. 400X. f) Infiltrado inflamatorio en la lamina propia.

Se observan neutrdéfilos (punta de flecha), eosindfilos (flecha) y macréfagos. HE. 400X.
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Figura 10: Microfotografias de cortes transversales de cuernos uterinos de ratonas

infectadas con T. foetus, vacias, sacrificadas a los 9 dpc. a) T. foetus en la luz glandular
(asterisco). Células apoptéticas en el epitelio galndular (puntas de flecha). HE. 400X. b) Células
apoptéticas en el epitelio glandular (punta de flecha). Notese la acidofilia caracteristica de las

células en apoptosis. HE 400X.
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DISCUSION

Considerando que la principal manifestacion clinica de la TB es la infertilidad por
pérdida del conceptus, resulta de interés profundizar los estudios sobre la patogenia de la
muerte embrionaria temprana en el modelo murino de la enfermedad. En trabajos previos
hemos logrado la prefiez de ratonas BALB/c infectadas con T. foetus (Barbeito y col.,
2008), en las cuales se producen cambios y lesiones que mimetizan aquellas ocurridas
en el bovino infectado. En el presente trabajo se corrobora nuevamente que T. foetus se
adhiere a las células epiteliales y causa endometritis y muerte embrionaria en el modelo

experimental de ratonas BALB/c.

En este trabajo, se observé que el 72% de las hembras del grupo control y solo el
27,5% de las hembras del grupo infectado estuvieron prefiadas al momento del sacrificio.
Las pérdidas del conceptus en los animales infectados ocurrieron entre la etapa temprana
y media de la prefiez. En un trabajo previo, encontramos que el 81,7% de los animales
del grupo control desarrollé prefiez normal mientras que en el grupo infectado, solo el
32,6% de las hembras estaban prefiadas (Barbeito y col., 2008). Las diferencias con los
resultados obtenidos en esta tesis pueden deberse al mayor numero de animales
utilizado en el citado trabajo. Ademas, si se considera solo la fase temprana y media, los
valores encontrados previamente se aproximan a los obtenidos en la presente tesis ya
que el 79% de las hembras controles estaban prefiadas al momento del sacrificio y el
21% restante no presentaba signos de prefiez. Los resultados que obtuvimos en el
modelo murino de TB coinciden con los de Parsonson y col. (1976) y BonDurant (1985)
en bovinos. Estos autores observaron que la interrupcién de la prefiez en los bovinos
infectados con T. foetus ocurre también, principalmente, en la etapa temprana de la

gestacion.
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En las ratonas infectadas sacrificadas durante la etapa temprana de la gestacion,
hubo evidencia de muerte embrionaria aunque sin cambios inflamatorios como los
observados en etapas posteriores. Este resultado sugiere algun mecanismo patogénico
que no involucra dafo tisular directo, por ejemplo, cambios en las moléculas
responsables de la adhesion celular entre el trofoblasto y el epitelio uterino. En los
animales sacrificados a partir del 6° dpc en adelante, la pérdida del conceptus estuvo
asociada con la infiltraciéon de células inflamatorias como neutrdéfilos, eosindfilos,
linfocitos, macrofagos y células plasmaticas. La mayoria de las hembras que abortaron
presentaron lesiones exudativas en las glandulas endometriales, con dilatacion,
degeneracion epitelial y edema periglandular. Las lesiones encontradas en el grupo
infectado fueron similares a las descriptas en ratonas estresadas infectadas con T. foetus
(Rutkowski y Harmsen, 2007), en ratonas infectadas no prefiadas y no estresadas
(Monteavaro y col., 2008) y en bovinos infectados con el protozoo (Parsonson y col.,

1976).

A pesar de las diferencias anatdmicas e histologicas que existen entre las
placentas bovina y murina, estos resultados demuestran que la infeccion experimental
con T. foetus en ratonas prefiadas, provoca la pérdida de la prefiez de manera similar a lo

que ocurre en el bovino.

Algunas ratonas con prefieces mayores a los 6 dpc se negativizaron para T.
foetus. Estos resultados permiten especular que existe una importante respuesta inmune
local uterina hacia el protozoo y que esos cambios pueden llevar a pérdidas del
conceptus en algunas ocasiones, aunque pueda obtenerse la liberacion de la infeccion y
finalizar la prefiez en otras. Debido a que tanto la infeccion con T. foetus como la prefiez
ocurren en el mismo sitio, la continuidad o interrupcion de la misma probablemente

dependa del balance o equilibrio entre el protozoo y el microambiente uterino. En este
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balance intervienen factores como la patogenicidad de la cepa y la respuesta inmune del

hospedador.
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CAPITULO 2: LECTINAHISTOQUIMICA.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar cambios en el patron de union a lectinas en los epitelios glandular y

luminal del endometrio de las ratonas infectadas con T. foetus.

HIPOTESIS

e La presencia de T. foetus en el Utero de ratonas genera cambios en la secuencia
de carbohidratos de los glicoconjugados del epitelio uterino los cuales dependen

del estado de la prefiez.

RESULTADOS

El patrén de unién a las 7 lectinas utilizadas en los cuernos uterinos de las ratonas
BALB/c infectadas y controles se encuentra resumido en la Tabla 5. La composicion de
carbohidratos en el endometrio de los animales infectados con T. foetus evidencio

diferencias al compararlos con las muestras de las ratonas del grupo control.

El patron de union a lectinas fue analizado en dos sitios de las secciones
histoldgicas: el epitelio luminal del endometrio y el epitelio de las glandulas endometriales
tubulares. En cada uno de los epitelios estudiados, se analizd el patron de union de las
lectinas en el glicocalix apical y el citoplasma. Esta ultima region corresponde a los

granulos de secrecion provenientes del complejo de Golgi.
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Las lectinas PNA y SBA con afinidad por la N-acetilgalactosamina y la B-D-
galactosa, evidenciaron cambios importantes en los epitelios luminal y glandular del
endometrio de las ratonas infectadas en todas las edades gestacionales estudiadas

cuando se compararon con los tejidos de las ratonas controles (Figuras 11a-d).

Las demas lectinas utilizadas en este trabajo tuvieron resultados variables de
acuerdo a la edad gestacional y la estructura analizada. La afinidad por la lectina ConA
fue mayor a los 6 dpc en el epitelio luminal del utero en el grupo infectado (Figuras 12a y
b). En el caso de WGA, RCA-1, UEA-1 y DBA, los resultados fueron mas heterogéneos.
Por ejemplo, a los 8 dpc WGA generd una débil marcacion en el citoplasma de los
epitelios luminal y glandular en el grupo infectado, mientras que la marcacién fue mas
intensa al dia 10 (Figuras 12c y d). A los 6 dpc, el patron de unién a WGA no presento
diferencias entre los grupos infectado y control. En el citoplasma de las células epiteliales,
la marcacién con RCA-1 fue mas intensa en el grupo infectado a los 6 dpc (Figuras 13a y
b). Sin embargo, cuando se analizaron los epitelios de los animales sacrificados a las
edades gestacionales de 8 dpc y de 10 dpc, la marcacion con RCA-1 no presento
diferencias entre ambos grupos. El epitelio endometrial del grupo control no presento
marcacion con la lectina UEA-1, excepto en los animales no prefiados (aquellos que
presentaron tapén mucoso post coito pero no poseian vesiculas embrionarias en el
momento del sacrificio), sacrificados 10 dpc, los cuales se marcaron con una intensa
positividad. Los animales infectados con T. foetus sacrificados a los 8 y 10 dpc y que
perdieron el conceptus mostraron una moderada marcacién positiva en los epitelios
luminal y glandular (Figuras 13c y d). A los 6 dpc, el epitelio uterino de los animales
infectados se marcoé débilmente con la lectina DBA, mientras que en el grupo control esta
lectina no reacciond. Los epitelios luminal y glandular de las ratonas controles
sacrificadas 8 y 10 dpc fueron débilmente positivos a DBA, mientras que en las ratonas

infectadas no existi¢ afinidad (Figuras 14a y b). La lectina DBA es un util marcador para
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las células uNK (Paffaro y col., 2003). Esta lectina nos permitié detectar e identificar a las
células uNK en la decidua basalis y el triangulo mesometrial en las ratonas prefiadas

(Figura 14c). Estas células también fueron marcadas con la lectina SBA (Figura 14d).
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Tabla 5: Patron de unién a lectinas en los cuernos uterinos de ratonas BALB/c prefadas

normales e infectadas con T. foetus.

LECTINA

6 DPC

4DPC

10 DPC

Area marcada

Grupa Control

Grupo
Infectado

Grupo Control

Grupa
Infectado

Grupo Conirol

Grupo

Infectado

Vacia

Vacla

I'rafiada| Vacla

Prafada|  Vacla

ConeA

Glicouilia cled epitetiol
Iumiral

Clroplasmy
SUpET

Prefiada| Vacka

Prefiada| Vecka

Glicouslia del epiledi

plandular

Ciloplarsmis
sLgwanudear

RCAA

llcoalbe ded it
Inuniird

Citoplarsmas
sLgwArAsd e

Glicocillx del opitedi

wnduler

Gliooilin ded egitedi:
derdulor

Ciboplasmia
s o

PNA

Glicouilia ded epitedi

luarsireal
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SLgWTL cor

ilbocarslio dled opitelio
vl

Ciloglarsms
sugarad e

SBA
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|urminal

t]tq:hsmn
s o
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Clroplasma
sopramudens
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|uamiinall

Citoplasma
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G linoilia del epitedi
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Ciboplensma
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DPC: dias post coito.

*: No hay datos del dia 6 post coito porque no se encontraron indicios de prefiez en los

cortes de Utero que fueron sometidos a LHQ.
Referencias de los colores utilizados:
0 = negativo
1 = débilmente positivo

2 = moderadamente positivo

- 3 = fuertemente positivo
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Figura 11: Microfotografias de secciones transversales de los cuernos uterinos de
ratonas BALB/c. Lectinahistoquimica. a-d) La marcacién con las lectinas PNA y SBA fue mas
intensa en los epitelios luminal y glandular del endometrio de las ratonas infectadas. a) Dia 6 post
coito. Grupo control: Epitelios negativos para la lectina PNA. b) Dia 6 post coito. Grupo infectado:
Fuerte marcacion con la lectina PNA en el glicocalix del epitelio luminal y moderada marcacion en
el epitelio glandular. c) Dia 10 post coito. Grupo control: Negativo frente a la lectina SBA. d) Dia 10
post coito. Grupo infectado: Moderada marcacién con la lectina SBA en los epitelios glandular y

luminal del endometrio. 400X. Barra: 20 pm.
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Figura 12: Microfotografias de secciones transversales de los cuernos uterinos de
ratonas BALB/c. Lectinahistoquimica. a,b) La afinidad por la lectina ConA se encuentra
aumentada en el epitelio luminal de los animales del grupo infectado sacrificados 6 dias post coito.
a) Grupo control. b) Grupo infectado. c,d) Fuerte marcacién con WGA en el epitelio luminal del
endometrio en los animales del grupo infectado sacrificados 10 dias post coito. ¢) Grupo control. d)
Grupo infectado. 400X. Barra: 20 um.
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Figura 13: Microfotografias de secciones transversales de los cuernos uterinos de
ratonas BALB/c. Lectinahistoquimica. a,b) La marcacién con la lectina RCA-1 fue mas intensa
en los animales infectados que en los controles a los 6 dpc. a) Grupo control. b) Grupo infectado.
c,d) La afinidad por UEA-1 se encontré aumentada en el epitelio uterino glandular en los animales
del grupo infectado sacrificados a los 10 dpc. ¢) Grupo control. d) Grupo infectado. Se observa

ademas, metaplasia epitelial y células apoptéticas en el epitelio glandular. 400X. Barra: 20 ym.
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Figura 14: Microfotografias de secciones transversales de los cuernos uterinos de
ratonas BALB/c. Lectinahistoquimica. a,b) A los 8 dias post coito, los epitelios glandular y
luminal de los animales del grupo control fueron débilmente positivos a DBA mientras que en los
animales del grupo infectado la marcacién fue negativa. a) Grupo control. b) Grupo infectado. c¢,d)
Células natural killer uterinas (flechas) marcadas con las lectinas DBA (c) y SBA (d). 400X. Barra:
20 pym.
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DISCUSION

Dentro de los mecanismos patogénicos de T. foetus, es conocida la importancia
de las enzimas como la cistein-proteasa. Estas enzimas podrian alterar las moléculas de
adhesion del trofoblasto en los casos de pérdidas embrionarias tempranas, previas a la
implantacion (Thomford y col., 1996). Otras enzimas producidas por el protozoo como la
B-glucosidasa, la B-N-acetilglucosaminidasa y la a-manosidasa, actian sobre el mucus
de la vagina y crean un ambiente hostil que podria favorecer la patogénesis de la
tritrichomonosis (Felleisen, 1999; Kania y col.,, 2001). Ademas, T. foetus produce
neuraminidasa, una enzima que hidroliza los enlaces a-2,3 glicosidicos del acido sialico y
expone asi otros azucares de los glicoconjugados (Babal y Russel, 1999). El aumento o
la disminucion en la expresion de estos carbohidratos ricos en acido sialico en el tracto
genital femenino podria ser un factor importante de susceptibilidad a la infeccion debido a
que el protozoo podria utilizar estos cambios para promover su adhesién. Al modificar
carbohidratos, estas enzimas podrian ser las responsables de los cambios observados en
el patron de unidn a lectinas en el tracto genital de vaquillonas infectadas (Cobo y col.,
2004), en ratonas no prefiadas infectadas (Monteavaro y col., 2008) y en ratonas

prefiadas infectadas con T. foetus como se describio en este capitulo.

La adhesién celular es un proceso clave en la patogenia de la tritrichomonosis
bovina. Este proceso se encuentra mediado por los glicoconjugados de la membrana
plasmatica del protozoo y de la superficie de las células epiteliales del tracto genital del
hospedador (Felleisen, 1999). Un estudio de lectinahistoquimica realizado con
vaquillonas infectadas con T. foetus demostro que las células epiteliales uterinas
presentaron una mayor afinidad por las lectinas UEA-1 y PNA en el grupo infectado con
respecto al grupo control (Cobo y col., 2004). En otro trabajo, realizado con ratonas no
prefadas, infectadas con dicho protozoo, se observaron cambios en el patrén de

carbohidratos en la vagina, con mayor afinidad por la lectina UEA-1 y en el Gtero con
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mayor intensidad de marcacién con las lectinas SBA y PNA (Monteavaro y col., 2008). En
esta tesis, se observé que la infeccion con T. foetus determina cambios en el patron de
unién a lectinas y, por lo tanto, en el tipo de carbohidratos de los epitelios glandular y
luminal de los cuernos uterinos de ratonas BALB/c prefiadas. Los cambios mas evidentes
estan relacionados con aquellas lectinas que presentan afinidad por la $-D-galactosa y N-
acetilgalactosamina. En las ratonas prefiadas infectadas con T. foetus, existe una mayor
exposicion de los residuos galactosilados en los epitelios glandular y luminal del
endometrio y en consecuencia, una mayor afinidad por las lectinas SBA y PNA. Estos
cambios podrian facilitar la adhesion del protozoo al epitelio de los 6rganos genitales de
la hembra infectada y, secundariamente, generar alteraciones en la implantacion y en la

placentacion llevando a la pérdida embrionaria temprana.

Segun la bibliografia, la modificacion de los carbohidratos superficiales en los
organos de los animales infectados podria estar causada por la reacciéon del hospedador
ante la presencia del protozoo o bien podria ser ocasionada por la accidon de las diversas
enzimas producidas y secretadas por T. foetus, para facilitar la adhesion en los érganos

genitales (Cobo y col., 2004; Monteavaro y col., 2008).

Es importante resaltar que tanto en las ratonas BALB/c prefiadas (hallazgos de
esta tesis) como en las no prefiadas (Monteavaro y col., 2008), los cambios en el patron
de unién a las lectinas son similares a aquellos encontrados en bovinos (Cobo y col.,
2004). Este hallazgo enfatiza la utilidad del empleo de la ratona BALB/c como modelo

animal experimental para estudiar la patogénesis de la tritrichomonosis bovina.

Por otra parte, la lectinahistoquimica fue importante para reconocer las células
uNK que se diferencian en los sitios de implantacion durante la prefiez normal del raton
(Peel, 1989). Estas células contribuyen a la remodelacion vascular y decidual en los sitios

de implantacion. Un marcador de células uNK muy utilizado es la lectina DBA, la cual se
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une especificamente a los residuos terminales de N-acetilgalactosamina (a-D-GalNAc).
Esta lectina marca intensamente la membrana plasmatica y los granulos de las uNK
(Paffaro y col., 2003). Zhang y col. (2009) demostraron que la marcacién con la lectina
DBA subestima el numero total de células uNK porque existe una poblacion menor de
uNK que es positiva a la técnica de PAS pero negativa a DBA (PAS+ DBA-). Segun estos
autores, las células uNK que son positivas a la marcacion con la lectina DBA, serian
células que migraron desde la médula 6sea hacia el utero gestante y, por lo tanto,
incluyen solo a una subpoblacion de uNK conformada por células de origen extra-uterino.
La poblacion celular que resulta PAS+ pero DBA-, corresponderia a células diferenciadas
in situ. En este trabajo, pudimos reconocer células DBA+ en la decidua basalis y en el
mesometrio. También se realizé la técnica histoquimica de PAS para la identificacion de
las células uNK. Los resultados obtenidos se describen y se discuten en el Capitulo 4:
“Inmunologia parte I: células natural killer uterinas y mastocitos”. Ademas, en las ratonas
prefiadas, las células uNK también se marcaron con la lectina SBA. Si bien la marcacion
con la lectina DBA esta ampliamente difundida para la marcacién de las células uNK de
raton, en la bibliografia no existen datos referidos a la marcacion de estas células con la
lectina SBA. Tanto la lectina DBA como SBA se unen especificamente a los residuos
terminales de a-D-N-acetilgalactosamina. Por lo tanto, la lectina SBA podria ser otra

herramienta de utilidad para el reconocimiento de las células uNK del raton.
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CAPITULO 3: INMUNOHISTOQUIMICA: PROLIFERACION Y MUERTE
CELULAR.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Determinar cambios en los indices de muerte y proliferacion celular, en el

endometrio de ratonas BALB/c infectadas con T. foetus.

HIPOTESIS

e La presencia de T. foetus altera los indices de proliferacién y muerte celular en el

epitelio superficial del Utero de las ratonas infectadas.

RESULTADOS

Para evaluar la muerte celular por apoptosis y la proliferacion celular en el utero
de ratonas prefiadas infectadas con T. foetus, se investigd la expresion de caspasa-3
activa y del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) en las células del epitelio
uterino. Se realizé el recuento de células marcadas en el epitelio luminal del utero y en

las glandulas endometriales.
Muerte celular

El indice de muerte celular (IMC) en el epitelio uterino de cada animal se obtuvo a
partir del recuento de las células epiteliales totales y de las células marcadas. Las células
positivas a la marcacién con el anticuerpo anti-caspasa-3 activa son células en las que se

ha desencadenado el proceso de muerte celular por apoptosis. La marcacion de las
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células apoptoéticas fue de color marron, de distintas intensidades y de localizacion

citoplasmatica (Figura 15).

En las hembras infectadas, sacrificadas entre los 5 y los 7 dpc y que perdieron su
gestacion, se observaron abundantes células positivas a la inmunomarcacion para
caspasa-3 en el epitelio, en el exudado presente en la luz de las glandulas endometriales
y en la lamina propia del utero. En las ratonas infectadas y sacrificadas a los 9 dpc, las
células positivas estaban distribuidas en grupos a lo largo del epitelio luminal. En las
zonas del epitelio donde no se observaron células positivas para caspasa-3, se
encontraron células en divisidén. Las regiones de las glandulas mas cercanas a la luz
presentaron células positivas, mientras que las porciones profundas de las mismas
permanecieron sin marcar. En las ratonas prefiadas e infectadas no se observaron
diferencias en el IMC con respecto a las hembras del grupo control. En las ratonas del
grupo control prefadas a la necropsia, se encontraron células marcadas en el epitelio
luminal y en las glandulas en aquellas sacrificadas entre los 5 y los 7 dpc. Sin embargo,
en las hembras controles prefiadas que se sacrificaron entre los 8 y los 11 dpc, no se
observaron células positivas en los epitelios analizados. En los cortes provenientes de
ratonas prefiadas sacrificadas entre los 8 y los 11 dpc se detectaron algunas células

deciduales, trofoblasticas, gigantes y uNK positivas.

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos a partir del recuento celular, se
trabajo con dos subgrupos. El primero incluyd a las hembras sacrificadas entre los dias 5
y 7 post coito, fechas en las que ocurre la reaccion decidual una vez producida la
implantacién del blastocisto. El segundo subgrupo estuvo constituido por las hembras
sacrificadas entre los dias 8 y 11 post coito, periodo que coincide con el proceso de

placentacion.
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Luego del analisis de los datos, se observé una mayor incidencia de muerte
celular en los epitelios luminal y glandular en las hembras infectadas que habian perdido

el conceptus, con respecto a las hembras de los otros grupos (Figuras 17 y 18).

Proliferacién celular

El indice de proliferacion celular (IP) en el epitelio uterino de cada animal se
obtuvo a partir del recuento de las células epiteliales totales y de las células marcadas.
Las células positivas a la marcacion con el anticuerpo anti-PCNA son células que se
encuentran en la interfase del ciclo celular. La marcacion de las células positivas en
interfase fue de color marrén, de distintas intensidades y de localizacion nuclear (Figura

16).

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos a partir del recuento celular, se
trabajo con los dos subgrupos utilizados para evaluar el indice de muerte celular: uno
incluyd a las hembras sacrificadas entre los dias 5 y 7 post coito, y el otro estuvo

constituido por las hembras sacrificadas entre los dias 8 y 11 post coito (Figuras 19 y 20).

Se observé mayor marcacion con el anticuerpo anti-PCNA en el epitelio luminal de
las hembras infectadas sacrificadas entre los 5 y los 7 dpc con respecto a los animales
controles. Sin embargo, en el epitelio de las glandulas endometriales el IP no mostro
diferencias significativas entre los diferentes grupos. En las hembras prefiadas, tanto del
grupo control como del grupo infectado, las células deciduales presentaron una intensa

inmunomarcacion para PCNA.

Con respecto al subgrupo de hembras sacrificadas entre los 8 y los 11 dpc, se
observo mayor proliferacion celular en aquellas infectadas que mantuvieron su gestacion.
En las hembras del grupo control que estaban prefiadas, las glandulas endometriales no

presentaron marcacion con el anticuerpo anti-PCNA. Sin embargo, muchas células de la
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decidua mesometrial, células uNK y células gigantes trofoblasticas presentaron una

intensa marcacion en estos animales.

Figura 15: Microfotografias de secciones transversales de los cuernos uterinos de
ratonas BALB/c. Inmunomarcacion para caspasa-3 activa. a) Grupo control, dia 9 post coito. b)

Grupo infectado, dia 11 post coito. 400X. Barra: 20 ym.
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Figura 16: Microfotografias de secciones transversales de los cuernos uterinos de
ratonas BALB/c. Inmunomarcacion para PCNA. a-d) Dia 8 post coito. a) Decidua. b) Células
trofoblasticas gigantes. c) Epitelios luminal y glandular. Grupo control. d) Epitelio glandular. Grupo
infectado. 400X. Barra: 20 um.



103

A) indice de muerte celular en el epitelio luminal, dias 5a 7.
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B) indice de muerte celular en el epitelio luminal, dias 8 a 11.
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Figura 17: indice de muerte celular del epitelio luminal. Los datos se analizaron

estadisticamente mediante ANOVA. A) Dias 5 a 7: p<0,001. Se encontraron diferencias entre los
siguientes grupos: control prefiadas vs infectadas vacias (test post hoc de Tukey: **p<0,01),
control vacias vs infectadas vacias (test post hoc de Tukey: **p<0,01) e infectadas prefiadas vs
infectadas vacias (test post hoc de Tukey: **p<0,01). B) Dias 8 a 11: p<0,001. Se encontraron
diferencias entre los siguientes grupos: control prefiadas vs infectadas vacias (test post hoc de
Tukey: ***p<0,001) e infectadas prefiadas vs infectadas vacias (test post hoc de Tukey: **p>0,01).
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A) indice de muerte celular en el epitelio glandular, dias 5 a 7.
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B) indice de muerte celular en el epitelio glandular, dias 8 a 11.
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Figura 18: indice de muerte celular del epitelio glandular. Los datos se analizaron
estadisticamente mediante ANOVA. A) Dias 5 a 7: p<0,05. Se encontraron diferencias entre los
siguientes grupos: control prefiadas vs infectadas vacias (test post hoc de Tukey: *p<0,05). B)
Dias 8 a 11: p<0,001. Se encontraron diferencias entre los siguientes grupos: control prefiadas vs
infectadas vacias (test post hoc de Tukey: ***p<0,001), control vacias vs infectadas vacias (test
post hoc de Tukey: *p<0,05) e infectadas prefiadas vs infectadas vacias (test post hoc de Tukey:
**p<0,01).
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A) indice de proliferacién celular en el epitelio luminal, dias 5a 7.
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B) indice de proliferacion celular en el epitelio luminal, dias 8 a 11.
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Figura 19: indice de proliferacion celular del epitelio luminal. Los datos se analizaron
estadisticamente mediante ANOVA. A) Dias 5 a 7: p<0,001. Se encontraron diferencias entre los
siguientes grupos: control vacias vs infectadas prefiadas (test post hoc de Tukey: ***p<0,001) y
control vacias vs infectadas vacias (test post hoc de Tukey: **p<0,01). B) Dias 8 a 11: p<0,05. Se
encontraron diferencias entre los siguientes grupos: control prefiadas vs infectadas prefiadas (test
post hoc de Tukey: *p<0,05).



106

A) indice de proliferacion celular en el epitelio glandular, dias 5 a 7.
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B) indice de proliferacion celular en el epitelio glandular, dias 8 a 11.
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Figura 20: indice de proliferacion celular del epitelio glandular. Los datos se
analizaron estadisticamente mediante ANOVA. A) Dias 5 a 7: p>0,05. B) Dias 8 a 11: p<0,05. Se
encontraron diferencias entre los siguientes grupos: control prefiadas vs infectadas prefiadas (test
post hoc de Tukey: *p<0,05), control vacias vs infectadas prefiadas (test post hoc de Tukey:

*p<0.05) y control vacias vs infectadas vacias (test post hoc de Tukey: *p<0,05).
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DISCUSION

En los roedores, la respuesta uterina a la implantacién involucra procesos
secuenciales de proliferacion, diferenciacion y regresion en distintas regiones del
endometrio y en diferentes momentos (Bell, 1983). La apoptosis y la proliferaciéon celular
tienen un importante rol en la adhesion e implantacion del blastocisto en el utero (Demir y
col., 2002). El balance entre ambos procesos es esencial para la implantacion exitosa y el

mantenimiento de la gestacion.

La apoptosis del epitelio uterino durante el proceso de implantacién comienza con
la adhesién inicial del blastocisto. La regién del epitelio uterino que se encuentra cercana
al embridn experimenta muerte celular, que es inducida por las células del trofoblasto
(Schlafke y Enders, 1975). La pérdida de las células epiteliales que toman contacto con el
blastocisto en los sitios de implantacién permite que el trofoblasto establezca contacto
con el estroma del endometrio e induzca, posteriormente, la reaccion decidual (Parr y

col., 1987; Gu y col., 1994).

Por otro lado, el efecto citotoxico de T. foetus ha sido estudiado por varios autores
en modelos in vitro mediante los cuales se demostré que T. foetus induce la apoptosis de
las células del epitelio vaginal de bovino (Singh y col., 2004) y de las células del epitelio
uterino de bovino (Singh y col., 2005) por accién de una cistein-proteasa denominada
CP30. Ademas, se evidencioé que T. foetus induce la muerte por apoptosis de las células
epiteliales de oviducto bovino en un modelo de cultivo de érgano (Benchimol y col., 2006)
y en ovocitos bovinos cultivados in vitro (Benchimol y col., 2007). Midlej y col. (2009)
obtuvieron resultados similares en cultivos primarios de células de oviducto bovino. Estos
resultados sugieren que la apoptosis podria estar involucrada en la patogenia de la TB in

vivo.
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En esta tesis, no se encontraron diferencias en el indice de muerte celular de las
células epiteliales uterinas entre los grupos infectado y control de ratonas prefiadas
sacrificadas durante los dias 5 a 7 post coito. Este resultado podria deberse a los
procesos normales de muerte celular que ocurren durante la implantacion en ratonas. En
las ratonas prefiadas con gestaciones de 8 a 11 dias, tanto infectadas como no
infectadas, no se observaron células epiteliales positivas para caspasa-3 debido a que el
embridn ya se encuentra implantado y el proceso que predomina es la placentacion. En
estas hembras, se detectaron algunas células deciduales apoptéticas. Esto coincide con
el inicio de la regresion de la decidua (Gu y col., 1994). En ambos subgrupos (hembras
sacrificadas entre los 5-7 dpc y 8-11 dpc), las células de los epitelios luminal y glandular
del endometrio, en las ratonas infectadas que sufrieron muerte embrionaria, presentaron
una mayor expresion de caspasa-3 y, por lo tanto, mayor indice de muerte celular con
respecto a los otros grupos estudiados. T. foetus se adhiere a las células epiteliales
uterinas y, como se describid en el Capitulo 1 de esta tesis, a partir del 6° dpc se
observaron protozoos en la luz de las glandulas endometriales en las ratonas infectadas.
La apoptosis en este grupo de animales podria estar causada por el efecto citotéxico de
T. foetus y seria uno de los mecanismos responsables de las fallas de la implantacién y
pérdidas embrionarias tempranas que ocurren durante la infeccion. La apoptosis
incrementada del epitelio luminal durante los dias 5 a 7 post coito, podria alterar la

implantacién normal y la muerte de las células glandulares, la produccion de histiotropo.

Correia-da-Silva y col. (2004) utilizaron la técnica de inmunohistoquimica para
estudiar la proliferacion celular en el utero de ratas prefiadas. Estos autores demostraron
que desde el inicio de la decidualizacién hasta el dia 12 post coito, las células deciduales
son intensamente positivas para PCNA y en dias posteriores la marcacion disminuye

abruptamente. La inmunomarcaciéon para PCNA de las células deciduales de raton
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observada en esta tesis, coincide con el patrén de marcacién descripto por Correia-da-

Silva y col. (2004) para el utero normal.

Ademas, se observaron abundantes células uNK inmunomarcadas para PCNA en
los cortes de tejidos de las ratonas prefiadas sacrificadas a los 9 dpc. Este hallazgo es
coincidente con otros autores quienes describen la mayor actividad proliferativa de las

células uNK entre los dias 8 y 10 post coito (Moffet y Loke, 2006).

Oner y col. (2010) analizaron mediante IHQ la distribucion de las células positivas
para PCNA en el Utero de rata durante la prefiez temprana. Segun estos autores, las
células epiteliales del endometrio presentaron una intensa inmunomarcacion los primeros
dos dias de gestacion que disminuy6 el dia 3 y desaparecié el dia 4. Los dias 4 y 5 post
coito, las células del estroma fueron intensamente positivas a la marcacion, hecho que
indica el inicio de la reaccion decidual. En esta tesis, las hembras prefiadas sacrificadas
en etapas tempranas de la prefiez presentaron mayor IP con respecto a aquellas
sacrificadas entre los dias 8 y 11 post coito coincidiendo con la actividad proliferativa
normal del epitelio uterino en esta fase. En el subgrupo de hembras sacrificadas entre los
5y 7 dpc, las hembras infectadas, tanto prefiadas como vacias, presentaron el IP mas
elevado en el epitelio luminal. Sin embargo, cuando se analizaron los IP del epitelio
glandular en las ratonas de este subgrupo, no se encontraron diferencias entre infectadas
y controles. Con respecto a los animales sacrificados entre los dias 8 y 11 post coito, el
mayor |IP tanto del epitelio luminal como glandular, se encontré6 solo en las hembras
infectadas que mantuvieron su prefiez. La mayor proliferacion celular observada en el
epitelio luminal de las hembras infectadas sacrificadas entre los 5 y los 7 dpc, podria ser
una respuesta inicial del hospedador a los efectos citotdxicos y a la irritacion generada
por el protozoo mas que un mecanismo involucrado en la patogenia de la muerte
embrionaria. En las hembras infectadas sacrificadas entre los 8 y los 11 dpc esta

respuesta se mantendria solo en aquellas que logran mantener su prefiez, pero no en las
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vacias. El aumento de la proliferacion celular en el epitelio glandular como posible
respuesta a la accion del protozoo, se corresponde con la cinética de la infecciéon ya que
no se observaron diferencias en el IP dentro del subgrupo de hembras sacrificadas entre
los 5 y los 7 dpc, momento en el que la invasion glandular esta comenzando, pero

aumentoé en aquellas infectadas que fueron sacrificadas posteriormente.

De acuerdo a estos resultados, la muerte celular por apoptosis de las células
epiteliales uterinas de las ratonas podria estar causada por el efecto citotdoxico de T.
foetus y seria un mecanismo involucrado en la patogenia de la muerte embrionaria
temprana que ocurre durante la infeccion en este modelo experimental. El aumento de la
proliferacion celular en las ratonas infectadas podria ser una respuesta del hospedador

que actuaria como mecanismo compensatorio ante el incremento de la apoptosis.



111

CAPITULO 4: INMUNOLOGIA Parte I: células natural killer uterinas y

mastocitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar los posibles cambios en el numero y la distribucion de uNK y mastocitos
en los cuernos uterinos de ratonas infectadas con T. foetus, para establecer una
posible relacion entre estas células y la muerte embrionaria temprana que ocurre

durante la tritrichomonosis.

HIPOTESIS

e Las ratonas infectadas con T. foetus presentan alteraciones en la respuesta
inmune uterina ya sea en el numero de células de las distintas poblaciones

involucradas como en la expresion de citoquinas.

e _El numero de células uNK y de mastocitos aumenta en los animales infectados y
estas células podrian intervenir en la patogenia de la muerte embrionaria

producida por T. foetus en el modelo experimental en ratonas BALB/c.

RESULTADOS

Las células uNK disminuyeron en las hembras infectadas que perdieron el

conceptus.

Para identificar a las células uNK, describir su morfologia y distribucion, se

utilizaron la técnica histoquimica de PAS y la lectina biotinilada DBA. El recuento celular
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se realizé en las células marcadas con la técnica de PAS en base a datos bibliograficos
que describen en el raton la presencia de células uNK DBA negativas y PAS positivas

(Zhang y col., 2009).

En las ratonas prefadas, tanto del grupo control como del grupo infectado,
sacrificadas a los 5 dpc, las células uNK eran pequefias y escasas y se distribuyeron en
la incipiente decidua. Hacia el dia 7 post coito, fueron mas abundantes y aumentaron su
tamano. En los animales sacrificados a partir de los 9 dpc, la distribucién de las células
uNK no se limitd a la decidua y al triangulo mesometrial, sino que también alcanzé las
porciones embrionarias de la placenta en formacion. En los animales prefiados
sacrificados a los 10 y 11 dpc, estas células eran grandes con abundantes granulos DBA,
SBA y PAS positivos en su citoplasma (Figura 21a). En estos casos, se observaron
algunas células uNK en la region del espongiotrofoblasto que limita con la decidua
mesometrial (decidua basalis). Dentro de la decidua, su mayor concentracion estuvo
siempre en la porcion mas alejada del miometrio. Las células uNK presentaron uno o dos

nucleos (Figura 21b), y, en algunos casos, se observaron células trinucleadas.

Para el analisis estadistico de los datos del recuento celular, se trabajé con dos
subgrupos de la misma manera que se describio en el Capitulo 3 para el analisis de los
indices de proliferaciéon y muerte celular. El primer grupo incluyé a las hembras
sacrificadas entre los dias 5 y 7 post coito, fechas en las que ocurre la reaccion decidual
una vez producida la implantacién del blastocisto. El segundo subgrupo fueron las
hembras sacrificadas entre los dias 8 y 11 post coito, en coincidencia con la placentacion.
El promedio de uNK en las hembras prefiadas, controles e infectadas, fue semejante en
ambos subgrupos (p>0,05) (Figura 23). En la mayoria de las hembras del grupo control
no prefiadas al momento del sacrificio, no se observaron células uNK (Tabla 6), con la
excepcion de un animal de este grupo que fue sacrificado al 7° dia post coito, en el que

existian escasas células PAS positivas de pequefio tamafo. Este hallazgo podria ser un
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indicador de la existencia previa de prefiez en esa ratona. En las hembras infectadas que
perdieron el conceptus, las uNK fueron muy pequefias y disminuyeron drasticamente su
nuamero (p<0,05) (Figura 22a) (Tabla 6). Presentaron escasos granulos PAS positivos y
en algunos casos eran evidentes los cambios degenerativos y las caracteristicas de la

muerte celular por apoptosis (Figura 22b).
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Figura 21: Microfotografia de cortes transversales de cuernos uterinos de ratonas
controles, prefadas, sacrificadas a los 8 dpc. a) Células uNK grandes, con abundantes
granulos citoplasmaticos (puntas de flecha) en la decidua basalis. PAS. 400X. b) Célula uNK
binucledada (punta de flecha). PAS 400X.

Figura 22: Microfotografia de cortes transversales de cuernos uterinos de ratonas
infectadas con T. foetus, vacias, sacrificadas a los 10 dpc. a) Células uNK en menor cantidad
y mas pequefias con respecto a las de las hembras prefadas (flecha). PAS. 400X. b) Células uNK
PAS+ con cambios degenerativos, escasos granulos y morfologia compatible con apoptosis
(flechas). PAS. 400X.
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Tabla 6: Promedio de células uNK PAS+ por campo microscopico en el Utero de cada

grupo de ratonas.

DPC Controles Infectadas
Prenadas Vacias Prenadas Vacias

5 3,45 0 2,4

6 0 2,03 2,65
7 14,85 0,6 0,3

8 24,83 0 22,77 1,68
9 25,6 0 0,25
10 22,95 0 15,45 0,3
11 22,23 0

DPC: dias post coito.
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Figura 23: Promedio de uNK por campo microscopico y desvio estandar. Los datos
se analizaron estadisticamente mediante el test no paramétrico de Kruskal Wallis. Dias 5 a 7:
p<0,01. Se encontraron diferencias entre los siguientes grupos: control prefiadas vs control vacias
(test post hoc de Dunn: **p<0,01). Dias 8 a 11: p<0,001. Se encontraron diferencias entre los
siguientes grupos: control prefiadas vs control vacias (test post hoc de Dunn: ***p<0,001) y control
vacias vs infectadas prefiadas (test post hoc de Dunn: *p<0,05).
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Los mastocitos se distribuyen en el miometrio y en el triangulo mesometrial.

Los mastocitos se observaron en el tejido conectivo del miometrio y en el triangulo
mesometrial (Figuras 24a-d). En ninguno de los cortes tisulares provenientes de hembras

prefiadas, los mastocitos se localizaron en la decidua o en los tejidos placentarios.

Se realiz6 el recuento de mastocitos uterinos por campo microscépico y para el
analisis estadistico de los datos, los animales se dividieron en dos subgrupos como se
describié en el Capitulo 3: animales sacrificados entre los dias 5y 7 post coito y animales
sacrificados entre los dias 8 y 11 post coito. Las diferencias en el promedio de estas
células por campo entre los grupos controles e infectados, en los animales sacrificados
entre los dias 5 y 7 post coito, no resultaron estadisticamente significativas cuando se
realizo el test no paramétrico de Kruskal Wallis (p>0,05) (Figura 25). Sin embargo, en los
dias 8, 9, 10 y 11 post coito, el nimero de mastocitos disminuyé significativamente en las
hembras infectadas con respecto a las hembras vacias controles (p<0,05) (Figura 25).
Esta disminucién se observo tanto en las ratonas infectadas que perdieron su gestacion a
causa de la infeccion como en las infectadas que presentaron vesiculas embrionarias en
el momento del sacrificio. Al comparar el promedio de mastocitos en las hembras

prefiadas, los promedios fueron semejantes entre los grupos control e infectado (Tabla 7).
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Figura 24: Microfotografia de mastocitos en cortes transversales de cuernos

uterinos de ratonas BALB/c. a) Mesometrio de una hembra infectada prefiada, sacrificada a los
6 dpc. Azul de toluidina. 100X. b) Miometrio de una hembra BALB/c infectada prefiada, sacrificada
a los 6 dpc. Azul de toluidina. 100X c) Mesometrio de una hembra BALB/c infectada vacia,
sacrificada a los 9 dpc. Azul de toluidina. 400X. d) Miometrio de una hembra BALB/c infectada
vacia, sacrificada a los 7 dpc. Azul de toluidina. 400X. En las cuatro imagenes, los mastocitos se

distinguen por la metacromasia de sus granulos citoplasmaticos (flechas).
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Tabla 7: Promedio de mastocitos por campo microscoépico en el utero de cada grupo de ratonas.

DPC Controles Infectadas
Prefiadas Vacias Prefiadas Vacias
B 1,2175 1.91 1,035 0.,8855
6 3,4675 2527
7 0,94 1,525 1,125 21525
8 1,2735 325 1,089 1,035
8 222 222 1,0545
10 1,005 4 2675 0,75 0,865
11 0,7975 1,74 1,0875

DPC: dias post coito.
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Figura 25: Promedio de mastocitos por campo microscopico y desvio estandar. Los
datos se analizaron estadisticamente mediante el test no paramétrico de Kruskal Wallis. Dias 5 a
7: p>0,05. Dias 8 a 11: p<0,01. Se encontraron diferencias entre los siguientes grupos: control
prefadas vs control vacias (test post hoc de Dunn: *p<0,05), control vacias vs infectadas prefiadas
(test post hoc de Dunn: **p<0,01) y control vacias vs infectadas vacias (test post hoc de Dunn:
**p<0,01).
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DISCUSION

En el presente capitulo se analizé el nimero y la distribucion uterina de dos
poblaciones celulares relacionadas con la inmunidad innata: las células uNK vy los
mastocitos, con el objetivo de determinar su potencial intervencion en la patogenia de la
muerte embrionaria producida por T. foetus en el modelo experimental en ratonas

BALB/c.

Zhang y col. (2009) desarrollaron un sistema de doble marcacion utilizando PAS y
DBA en secciones de utero de ratonas C57BL/6J prefiadas (6-12 dpc). La doble
marcacion permitié demostrar que PAS y DBA no proveen un reconocimiento equivalente
de las células uNK en los sitios de implantacion. Dichos autores observaron dos fenotipos
celulares: uNK PAS+ DBA- y uNK PAS+ DBA+, distribuidas en la decidua y en el
triangulo mesometrial. Estas dos variantes poblacionales podrian representar células
originadas de distintas fuentes: células diferenciadas localmente y células que migraron
desde la médula Osea, respectivamente. Estos autores realizaron, ademas, un
experimento con ratonas alinfoideas prefiadas transplantadas con médula ésea de una
ratona prefada normal, en el que observaron que las células que poblaban el utero eran
PAS+ DBA+, pero las células PAS+ DBA- eran muy raras. Ello sugiere que la lectina DBA
distingue a las células uNK que migraron desde la médula ésea hacia el utero. Por lo
tanto, estudios basados unicamente en la marcacion con la lectina DBA, incluyen solo a
una subpoblacion de uNK que representan células de origen extra-uterino. Ademas, con
la técnica histoquimica de PAS solo se marcan los granulos citoplasmaticos, por lo tanto,
no es posible reconocer a las células uNK inmaduras que son agranulares (Bianco y col.,
2008). Por este motivo, los resultados aqui presentados solo se refieren a células uNK
maduras granulares tanto de origen medular como diferenciadas localmente en el

endometrio de las ratonas.
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Las células uNK son la subpoblacién de linfocitos predominantes en el utero de
ratonas prefadas, las cuales cumplen roles esenciales para mantener la prefiez. Los
ratones knock out que carecen de estas células presentan anormalidades histolégicas en
los sitios de implantacion (Croy y col.,, 2006). En algunos casos, las variaciones en
cantidad y funcion de las células uNK se encuentran asociadas a pérdidas embrionarias.
Los linfocitos T de la decidua y las células uNK tienen actividad citotoxica hacia el
trofoblasto cuando son estimulados con ciertas citoquinas como la IL-2 (Olivares y col.,
2002; King y col., 1996). La destruccion excesiva de las células trofoblasticas inducida
por las uNK podria ocasionar la pérdida de la prefiez. Asimismo, un aumento excesivo en
el nimero y funcién de las uNK puede inducir la muerte embrionaria (Gendron y Baines,
1988). En un modelo de prefiez interespecifica, en el cual los embriones de ratones
alogenéticos y xenogenéticos fueron transferidos bilateralmente en los cuernos uterinos
de ratones CD-1, se produjo el rechazo de los embriones xenogenéticos y las células
uNK aumentaron cerca de los embriones que fueron abortados (Widayati y col., 2004).
Kaloglu y Bulut (2007) describieron hiperplasia e hipertrofia de las células uNK en ratas
que abortaron espontaneamente, sus granulos eran mas densos y muchas células se
habian degranulado. Sin embargo, en el presente modelo de estudio de la muerte
embrionaria causada por la infeccién con T. foetus en ratonas, no se observé un aumento
en el numero de células uNK como se habia planteado en la hipotesis inicial. Por el
contrario, en las hembras infectadas, las células uNK disminuyeron en numero y eran
mas pequefias, con escasos granulos y en ocasiones presentaban cambios
degenerativos. Estos resultados coinciden con los de Buendia y col. (1998), quienes
trabajaron en un modelo murino de aborto inducido por Chlamydia psittaci. Este
microorganismo infectd diferentes poblaciones celulares de la placenta y decidua, entre
ellas a las células uNK. Segun los autores, la lisis y degranulacion tempranas de las uNK
podria ser uno de los mecanismos intervinientes en el aborto producido por C. psittaci. En

el presente trabajo, la degranulacion temprana y los cambios degenerativos observados
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en las uNK podrian estar inducidos por moléculas citotoxicas producidas por T. foetus. La
muerte y degranulacion prematura de las uNK podria contribuir al malfuncionamiento

placentario y en consecuencia a la pérdida de la prefiez.

El aumento del numero de mastocitos en los sitios de implantacion se encuentra
asociado, en algunos casos, a pérdidas embrionarias. Zenclussen y col. (2003°)
observaron una elevada cantidad de mastocitos en los sitios de reabsorcion embrionaria
en un modelo murino de aborto espontaneo con respecto a los sitios de implantacion de
las hembras controles. Sin embargo, los hallazgos de esta tesis, no apoyan la hipotesis
de que un aumento de estas células podria intervenir en la patogenia de la muerte
embrionaria por T. foetus en el modelo experimental en ratonas BALB/c. En las hembras
sacrificadas entre los dias 5 y 7 post coito, no existieron diferencias estadisticamente
significativas en el numero de mastocitos presentes en los cuernos uterinos. En cambio,
en las hembras sacrificadas entre los 8 a 11 dpc, dichas células disminuyeron en las
hembras infectadas. El hecho de haber constatado un menor nimero de mastocitos en
las ratonas infectadas podria deberse a la falta de coloracion de los granulos
metacromaticos como consecuencia de su degranulacion. Corbeil y col. (2005)
demostraron en hembras bovinas infectadas con T. foetus que la respuesta inmune
mediada por IgE estuvo asociada a la degranulacién de los mastocitos y a la liberacion
de la infeccion. Por lo tanto, la disminucion en el numero de mastocitos observada en
esta tesis, pudo deberse a la intervencidn de estas células en la respuesta inmune hacia

T. foetus.
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CAPITULO 5: INMUNOLOGIA Parte IlI: células T reguladoras, células T

helper 17 y expresion de citoquinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar los mecanismos de la respuesta inmune local uterina en ratonas que
podrian ser los responsables de la pérdida temprana de la prefiez que ocurre en

la tritrichomonosis.

HIPOTESIS

¢ Las ratonas infectadas experimentalmente con T. foetus presentan alteraciones en
la respuesta inmune uterina las cuales pueden manifestarse mediante cambios
en el numero de células de las distintas poblaciones involucradas o en la

expresion de citoquinas.

e En la patogenia de la muerte embrionaria producida por la infeccion con T. foetus
en ratonas podria intervenir una respuesta inmune materna exacerbada hacia el

protozoo.

RESULTADOS

La infecciéon con T. foetus en ratonas aumenta los niveles de las citoquinas

Th1y Th2 en el utero.

Uno de los primeros mecanismos inmunes de la muerte embrionaria descriptos

fue el desbalance en la respuesta Th1/Th2 (Wegmann y col., 1993). En esta tesis, se
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analizé la expresiéon del ARNm de algunas citoquinas Th1 y Th2 en el utero de los
animales infectados y controles. La citoquina Th1 analizada fue TNF-a, mientras que las

citoquinas Th2 fueron IL-4 e IL-10.

La expresion de ARNm de TNF-a en el utero no varié entre los animales del grupo
infectado y animales del grupo control sacrificados en la fase temprana de la prefiez. Sin
embargo, en ratonas infectadas y sacrificadas en la fase media de la prefiez, su
expresion se incremento significativamente (Figuras 26a y b). La expresion del ARNm de
las citoquinas IL-4 e IL-10 también aumentd en el Utero de los animales infectados. La
expresion del ARNm de IL-4 se encontré especialmente aumentada en el utero de los
animales infectados sacrificados durante la etapa temprana (Figuras 26¢ y d), mientras
que el ARNm de IL-10 aumenté en el Utero de los animales infectados sacrificados en la

fase media de la gestacion (Figuras 26e y f).
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Figura 26: La infecciéon con T. foetus aumenta los niveles de citoquinas Th1y Th2 en
el utero. a—f muestran la expresion del ARNm de TNF-a (a, b), IL-4 (c, d) e IL-10 (e, f) analizada
mediante real-time RT-PCR en el utero de ratonas infectadas con T. foetus y ratonas controles.
Las barras expresan las medianas de cada grupo. *: P < 0,05; **: P < 0,01 y ns: P > 0,05 diferencia
no significativa. Los datos fueron analizados mediante el test de Mann—Whitney. a, ¢ y € muestran
los resultados de la fase temprana de la prefiez. Grupo control, n = 5; grupo infectado, n=4.b,d y
f muestran los resultados de la fase media de la prefiez. Grupo control, n = 6; grupo infectado, n =
4.
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La infeccion con T. foetus aumenta la expresion de foxp3 en el utero.

Se sabe que las células Treg tienen un rol fundamental en el mantenimiento de la
prefiez (Aluvihare y col., 2004; Zenclussen y col., 2005?). Estas células son activadas por
antigenos paternos presentes en el plasma seminal y luego proliferan en los linfonddulos
que drenan el utero (Zenclussen, 2006). Foxp3 es el gen maestro para la diferenciacion
de las células Treg. En la presente tesis se analizaron los niveles de ARNm de foxp3 en
el utero de las ratonas infectadas y controles. Se observo una expresion de foxp3 mas
elevada en el utero de los animales infectados sacrificados durante la etapa temprana y

media de la prefez (Figuras 27a y b).

El atero de ratonas infectadas con T. foetus presenta elevados niveles de

RORyt.

Las células T helper 17 (Th17) han sido descriptas como importantes mediadores
en la inflamacion pues inducen la migracion de los neutréfilos y macrofagos hacia los
tejidos infectados (Peck y Mellins, 2010). Durante la gestacion, su presencia esta

asociada con abortos (Wang y col., 20102).

En este trabajo se analizé la expresiéon del ARNm de RORyt, un marcador de
células Th17. Se determind que el ARNm de RORyt estaba significativamente sobre-
expresado en el utero de las ratonas infectadas con T. foetus, sacrificadas durante la
etapa temprana de la prefiez (Figuras 27c y d). En ratonas sacrificadas en estadios mas
avanzados de la prefiez, las diferencias en la expresion de RORyt no fueron

significativas.
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Figura 27: Los uteros de ratonas infectadas con T. foetus presentaron niveles de
expresion aumentados del ARNm de foxp3 y RORyt con respecto a los animales del grupo
control. a—d muestran la expresién del ARNm de foxp3 (a, b) y RORyt (c, d) analizada mediante
real-time RT-PCR en el utero de ratonas infectadas con T. foetus y ratonas controles. Las barras
expresan las medianas de cada grupo. *: P < 0,05. ns: P > 0,05 diferencia no significativa. Los
datos fueron analizados mediante el test de Mann-Whitney. a y ¢ muestran los resultados de la
fase temprana de la prefiez. Grupo control, n = 5; grupo infectado, n = 4. b y d muestran los

resultados de la fase media de la prefiez. Grupo control, n = 6; grupo infectado, n = 4.
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El ARNm de IDO se encuentra sobre-expresado, mientras que la expresion
del ARNm de HO-1 se encuentra disminuida en el utero de ratonas

infectadas con T. foetus.

Como se describié anteriormente, la infeccion con T. foetus durante la prefiez
estimula el sistema inmune, probablemente en un intento de combatir al parasito. La
respuesta esta caracterizada por una elevada produccion de citoquinas Th1 y Th2, asi
como por un aumento de células Th17 efectoras. A partir de este hallazgo surge
preguntarse si la expresién de ciertas enzimas de crucial importancia para la prefiez

como IDO y HO-1, se ve también afectada por la infeccion con T. foetus.

En este trabajo se detectdé que la expresion del ARNm de IDO se encontrd
elevada en el utero de las ratonas infectadas sacrificadas durante la etapa temprana de la
prefiez que habian perdido la gestaciéon. En ratonas sacrificadas en la etapa media de la
prefiez, no existieron diferencias significativas entre los grupos (P>0,05). (Figuras 28a y

b).

Para la expresion de HO-1, se observo una disminucion del ARNm en las ratonas
infectadas donde se confirmé la muerte embrionaria, tanto en la fase temprana como en

la fase media de la gestacion (Figuras 28c y d).
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Figura 28: La expresion de indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) se encuentra
aumentada mientras que la de hemooxigenasa-1 (HO-1) estd disminuida en el utero de
ratonas infectadas con T. foetus respecto de las ratonas controles. a—d muestran la expresion
del ARNm de IDO (a, b) y HO-1 (c, d) analizada mediante real-time RT-PCR en el Utero de ratonas
infectadas con T. foetus y ratonas controles. Las barras expresan las medianas de cada grupo. *:
P < 0,05; **: P < 0,01 y ns: P > 0,05 diferencia no significativa. Los datos fueron analizados
mediante el test de Mann—Whitney. a y ¢ muestran los resultados de la fase temprana de la
prefiez. Grupo control, n = 5; grupo infectado, n = 4. b y d muestran los resultados de la fase
media de la prefiez. Grupo control, n = 6; grupo infectado, n = 4.
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DISCUSION

La reproduccion exitosa en los mamiferos euterios depende de mecanismos que
protegen al feto alogénico y controlan al sistema inmune materno, potencialmente hostil,

sin dificultar la respuesta inmune dirigida hacia agentes infecciosos.

La muerte embrionaria que se produce por la infeccion con T. foetus podria deberse a
una respuesta inmune materna exacerbada hacia el protozoo afectando el normal

desarrollo embrionario.

La respuesta inmune mas conocida durante la infeccion con T. foetus en el bovino es
la humoral (Corbeil y col.,, 1998). Tanto en vacas naturalmente infectadas como en
ratonas experimentalmente infectadas se observa una importante respuesta mediada por
IgG en el suero y en el mucus cervico-vaginal con predominio de la IgA en las
secreciones vaginales (BonDurant y col., 1993; Agnew y col., 2007; Agnew y col., 2008).
Sin embargo, no existen referencias actualizadas con respecto a los cambios
relacionados con la respuesta mediada por células en el utero y la placenta durante la

tritrichomonosis en el hospedador gestante.

En el presente trabajo se enfatizé la descripcion de la respuesta inmune local uterina
durante la infeccion con T. foetus en un modelo de ratonas prefiadas sincronizadas con
bajas dosis de estrogenos. Ademas, se investigaron los cambios patologicos e
inmunoldgicos asociados con la muerte embrionaria producida en la infeccion con el

protozoo.

Durante la infeccidon temprana con T. foetus, ocurre la activaciéon del sistema inmune.
En consecuencia, se observé un variado infiltrado de células inflamatorias en el Utero de
los animales infectados, asi como elevados niveles de expresion de citoquinas pro-

inflamatorias. Luego de la activacion, los macréfagos producen y secretan varias
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citoquinas pro-inflamatorias, entre ellas TNF-a (Svanborg y col., 1999). En el modelo
experimental utilizado, se observaron abundantes macrofagos en el utero de las ratonas
infectadas que podrian ser los responsables de la produccién de los elevados niveles de
TNF-a que se encontraron en estos animales. La presencia de eosindfilos en el utero de
las ratonas infectadas podria estar relacionada con los elevados niveles de IL-4
encontrados en este grupo, dado que los eosindfilos son una fuente importante de dicha

citoquina (Dombrowicz y Capron, 2001).

T. foetus es un parasito extracelular que se adhiere a las células epiteliales del tracto
genital. Las células Th2 son esenciales en la eliminacion de organismos patdégenos
extracelulares y producen citoquinas relacionadas con la inmunidad humoral (IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 y TGF-B). Por ello, a medida que la infeccion con T. foetus progresa en el
tracto genital, es esperable observar una respuesta inmune de tipo Th2. Ademas, las
células epiteliales de oviducto bovino en cultivo infectadas con T. foetus, secretan
importantes cantidades de IL-10 en respuesta a la interaccion con el protozoo (Chaves
Vilela y Benchimol, 2013). En concordancia con esos hallazgos, en este trabajo se
encontré un elevado perfil de citoquinas Th2 representado por la mayor expresion de |L-4
e IL-10 en las ratonas infectadas con T. foetus al compararlo con las ratonas del grupo
control. También se observé una exacerbada respuesta Th1 caracterizada por elevados
niveles de ARNm de TNF-a en las ratonas infectadas. Se sabe que la respuesta Th1
estimula a los macréfagos y la produccion de anticuerpos opsonizantes (Janeway y col.,
2003). Monteavaro y col. (2000) observaron antigenos de T. foetus marcados por IHQ en
el citoplasma de células fagociticas de la lamina propia de los cuernos uterinos de
ratonas infectadas. Asimismo, Cobo y col. (2004) describieron inmunomarcadores de T.
foetus en el citoplasma de los macréfagos subepiteliales de la vagina de vaquillonas
infectadas. Esto sugiere que los macrofagos procesan antigenos de T. foetus para la

presentacion de los respectivos epitopes. Por lo tanto, la respuesta Th1 aumentada
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permitiria estimular la opsonizacion y fagocitosis del protozoo. EI aumento de la
respuesta Th1, a pesar de ser protectora por colaborar con la eliminacion del parasito,
podria ser adversa para el feto, especialmente en la etapa media de la prefiez. Barbeito y
col. (2008) describieron que la endometritis en ratonas infectadas fue mas severa en la

etapa media de la prefiez cuando ocurre la muerte embrionaria.

Diferentes enfermedades causadas por protozoos provocan la muerte embrionaria y
diversos modelos han sido desarrollados en los cuales la muerte embrionaria/fetal podria
estar causada por la respuesta inmune materna desencadenada por la presencia del
parasito (Ge y col., 2008; Quinn y col., 2002; Innes y col., 2005). Neospora caninum es
una importante causa de aborto en el ganado bovino. Este parasito intracelular induce
una respuesta inmune mediada por células caracterizada por la produccion de citoquinas
IL-2, TNF-a e IFN-y, las cuales podrian ser nocivas para la gestacion (Dubey y col.,
2006). En infecciones causadas por Leishmania major, las citoquinas pro-inflamatorias
Th1 permiten el control del parasito intracelular, pero son nocivas para la supervivencia
del feto (Krishnan y col., 19962). La respuesta Th2 dominante es beneficiosa para el
desarrollo fetal pero no controla adecuadamente la infeccion, provocando un aumento de

la carga parasitaria en la madre (Krishnan y col., 1996°).

Las células Treg son una subpoblacion de células T especializadas responsables del
mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica mediante la supresion activa de los linfocitos
autoreactivos (Sakaguchi y col., 1995). Una de sus principales funciones es la prevencion
de la autoinmunidad (Sakaguchi y col., 2006), ademas de participar en la tolerancia de los
injertos alogénicos (Kingsley y col., 2002). Foxp3 (forkhead box transcription factor) es un
factor de transcripcion exclusivamente expresado en células Treg (Hori y col., 2003) y es
un marcador utilizado para identificar a estas células. Las células Treg son esenciales
para el mantenimiento de una activa tolerancia inmune para el feto alogénico durante la

gestacion (Aluvihare y col., 2004). El nimero de células Treg se incrementa en el utero
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de ratonas prefiadas y de mujeres embarazadas (Aluvihare y col., 2004; Sasaki y col.,
2004). Un bajo numero de dichas células o su débil actividad durante la gestacion puede
conducir a la pérdida del conceptus (Zenclussen y col., 2005%). En el cruzamiento de
ratones CBA x DBA/2, se demostré que las células Treg estaban presentes en bajo
nuamero en el Utero de las ratonas que abortaron y su funcionalidad se encontraba
disminuida (Zenclussen, 2005). Ademas se demostro que la transferencia de células Treg
desde una ratona normal prefiada a una ratona predispuesta al aborto evité el rechazo

fetal (Zenclussen y col., 20052).

En ratonas prefiadas y no prefiadas, Ge y col. (2008) demostraron que la infeccion
con el protozoo intracelular T. gondii indujo disminucion en la expresién del ARNm de
foxp3 y reduccion en el numero relativo y absoluto de células Treg foxp3* tanto en el bazo
como en la placenta. La disminucion de las células Treg podria ser uno de los

mecanismos involucrados en la patogenia del aborto causado por T. gondii en ratonas.

En este trabajo, se analizé la expresion del ARNm de foxp3 para evaluar la
presencia de las células Treg en el Utero de las ratonas infectadas con T. foetus y en las
ratonas controles. Se esperaba encontrar una menor expresion de foxp3 en los cuernos
uterinos de las ratonas infectadas, como en el modelo de aborto por toxoplasmosis.
Sorpresivamente, la expresion de foxp3 fue significativamente mayor en el Utero de las
ratonas infectadas sacrificadas tanto en la etapa temprana como en la etapa media de la
prefiez sugiriendo una infeccion persistente. En diversas enfermedades infecciosas, las
células Treg han sido reconocidas por controlar la magnitud de la respuesta inmune,
manteniendo la homeostasis y limitando el dafo tisular causado por una exuberante

respuesta inmune antimicrobiana (Belkaid y Rouse, 2005).

Las células Treg tienen dos origenes diferentes: por un lado, las células CD4"

derivadas del timo, que expresan también CD25, conocidas como Tregs de “origen
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natural” (Shevach y col., 2006). Por otro lado, células CD4" CD25" que son inducidas
periféricamente a partir de precursores CD25 (Seddon y Mason, 1999). En esta tesis, el
ARNm de foxp3 estuvo significativamente mas expresado en el Utero de las ratonas
infectadas. Como ambos tipos de células Treg expresan foxp3, no fue posible distinguir el
origen de estas células en el presente trabajo. Es posible especular que en el inicio de la
infeccion con T. foetus, las células Treg de origen natural infiltran el utero pero no son
capaces de controlar la respuesta inmune materna exacerbada. Posteriormente, las
células Treg inducidas llevan a la persistencia del protozoo manteniendo la infeccion.
Esta hipétesis coincide con los resultados de Belkaid y col. (2002) quienes observaron
que durante la infeccion producida por Leishmania major en ratones, la poblacion de
células Treg se expande para controlar la respuesta inmune efectora conduciendo a una
infeccion crénica. Los microorganismos podrian inducir a las células Treg para suprimir la
respuesta inmune efectora y mantener su propia supervivencia. En el presente trabajo se
podria hipotetizar que las células foxp3® podrian aumentar su nimero para intentar
controlar la respuesta T efectora especifica dirigida a T. foetus para mantener viables a

los embriones afectados.

Las células Th17 fueron descriptas como la tercera subpoblacion de las células T
helper (Harrington y col., 2005). Las mismas se caracterizan por la produccién de una
citoquina pro-inflamatoria, la IL-17 y pueden identificarse por la expresion del receptor
nuclear “huérfano” RORyt (lvanov y col., 2006). Las células Th17 estan involucradas en la
patogenia de ciertas enfermedades autoinmunes y en la defensa contra diversos
microorganismos (Korn y col., 2009). Es relativamente limitada la informacion existente
sobre el rol de las células Th17 contra infecciones producidas por protozoos. En el caso
de infeccion por Trypanosoma cruzi se demostré que la IL-17 fue importante en la

resolucion de la infeccion aguda (Miyazaki y col., 2010). Por otro lado, la infeccion con T.
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gondii en ratones IL-17R™ produce una alta mortalidad, sugiriendo que la IL-17 tiene un

rol crucial en el control de la infeccion (Kelly y col., 2005).

El nimero de células Th17 en el utero durante la prefiez murina se encuentra
disminuido (Ostojic y col., 2003). En la sangre y la decidua de mujeres embarazadas
sanas, el numero de Th17 también se reduce, mientras que su presencia esta asociada
con complicaciones del embarazo como abortos y pre-eclampsia (Santner-Nanan y col.,

2009; Wang y col., 2010?).

En este trabajo, se encontraron niveles elevados de ARNm de RORyt en el Utero de
ratonas que habian perdido su gestacion debido a la infeccion con T. foetus, comparados
con los del grupo control. Esto sugiere que el incremento de células que expresan RORyt
podria estar implicado en la respuesta inmune contra el protozoo y una respuesta Th17
exacerbada podria ser parcialmente responsable de la muerte embrionaria que ocurre en
esta enfermedad. Ademas, a partir de la observaciéon de células plasmaticas en el
endometrio de las ratonas infectadas, es posible especular que la IL-4 y la IL-17 podrian
contribuir a la induccién de una respuesta inmune de tipo B, caracterizada por la

produccion de anticuerpos contra el parasito.

La enzima HO-1 es citoprotectora con un rol critico durante los procesos
inflamatorios, siendo ademas un mecanismo protector de la gestacion bien estudiado
(Zenclussen y col., 2006°). En la combinacién predispuesta al aborto CBA x DBA/2, la
disminuciéon de HO-1 estuvo asociada con un aumento en la produccion de citoquinas
Th1/Th2 (Zenclussen y col., 2005°). Como se menciond anteriormente, la respuesta Th1
se encuentra relacionada con el rechazo fetal. Ademas, HO-1 esta involucrada en la
tolerancia fetal inducida por Treg. Los niveles de ARNm de HO-1 aumentaron en la
decidua y la placenta de animales que recibieron Treg para prevenir el aborto

inmunoldgico (Zenclussen y col., 20062). En el modelo de aborto inmunolégico, Brachwitz



137

y Zenclussen (comunicacion personal, datos no publicados) encontraron que la
disminucién de la expresién de HO-1 esta asociada a la disminucién de la poblacién de
células uNK. La utilizacion de terapia génica o cobalto-protoporfirina (Co-PP) para
estimular la expresion de HO-1 disminuye la cantidad de abortos en ese modelo y
aumenta la cantidad de células uNK (Brachwitz y Zenclussen, datos no publicados).
Estos datos sugieren que la HO-1 regula el numero de células uNK en la interfase

materno-fetal, promoviendo su migracion o favoreciendo su supervivencia y proliferacion.

Tachibana y col. (2008) demostraron que la expresion de HO-1 disminuyo en la
placenta de ratonas infectadas con Brucella abortus. Ademas, el tratamiento con Co-PP,
un estimulante de la expresion de HO-1, previno el aborto inducido por la infeccion
bacteriana. Estos autores, también describieron un aumento transitorio de IFN-y, una
citoquina Th1. Las citoquinas Th1 podrian tener un papel importante en la disminucién de
la expresion de HO-1 en las células del trofoblasto infectadas con B. abortus y han sido
propuestas como importantes actores en la patogenia del aborto que se produce durante
la brucelosis. En esta tesis, mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real, se observé
disminucién de ARNm de HO-1 en el utero de los animales infectados con muerte
embrionaria. La disminucién en la expresion de HO-1 en la interfase materno-fetal es
potencialmente peligrosa debido a que la acumulacién del grupo hemo libre favorece la
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y permite la migracion de
células de la inflamacion (Vachharajani y col., 2000). Adicionalmente, se observo
aumento en los niveles de expresion de ARNm para citoquinas Th1 en el grupo de
ratonas infectadas con T. foetus. Estos resultados concuerdan con aquellos comunicados
por Tachibana y col. (2008) en ratones infectados con B. abortus. Asi como en el modelo
murino de brucelosis, la disminucion de HO-1 mediada por la respuesta Th1 podria ser un
importante mecanismo en la patogenia de la muerte embrionaria debida a la infeccion con

T. foetus. Sin embargo, es necesario profundizar los estudios para confirmar el rol de HO-
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1 como enzima mediadora en los abortos infecciosos, debido a que su regulacién podria

ser un interesante objetivo terapéutico.

Finalmente, se analizaron los niveles de ARNm de IDO. IDO es una enzima que
cataboliza el triptéfano y cumple un rol importante en la respuesta inmune (Mellor y Munn,
1999) y su expresion es estimulada por citoquinas pro-inflamatorias como IL-1 y TNF-a
(Babcock y Carlin, 2000). IDO también ha sido propuesta como una enzima critica para el
mantenimiento de una gestacion saludable (Mellor y Munn, 2001). Sin embargo, los
animales deficientes en IDO (knock out) produjeron descendencia normal (Baban y col.,
2004). Estos resultados sugieren que la importancia del sistema IDO en la gestacion ha
sido sobreestimado. Zenclussen y col. (20062) han observado que IDO no estaria

involucrada en la tolerancia fetal mediada por células Treg en la interfase materno-fetal.

La induccién de IDO ejerce efectos antimicrobianos, posiblemente por la deplecion del
triptofano que produce (Taylor y Feng, 1991). Ha sido demostrado que IDO controla la
infeccion causada por T. cruzi. El andlisis de los mecanismos por los cuales IDO controla
la replicacion del parasito reveld que los amastigotes de T. cruzi eran sensibles a los
metabolitos producidos durante el catabolismo del triptéfano (Knubel y col., 2010).
También se demostré que IDO presenta actividad anti-T. gondii que depende de la

sintesis de IFN-y (Fujigaki y col., 2002).

En este trabajo, se encontr6 que el ARNm de IDO aumenta en el Utero de ratonas
infectadas que perdieron su prefiez y que fueron sacrificadas en la fase temprana de la
misma. Debido a su efecto antimicrobiano, es posible que los niveles elevados de IDO

durante la infeccion con T. foetus en ratonas prefadas, tengan algun rol antiprotozoo.

En conclusién, en las ratonas infectadas con T. foetus se producen respuestas T
efectoras Th1, Th2 y Th17. La respuesta Th2 es esperable debido a que T. foetus es un

patégeno extracelular. Por otro lado, la respuesta T efectora de tipo Th1 y Th17 estaria
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involucrada en la patogenia de la muerte embrionaria debida a la infeccién con T. foetus.
Ademas, esta respuesta alteraria mecanismos protectores de la prefiez como HO-1. El
aumento de células Treg promoveria la persistencia de la infeccién debido a sus efectos

inmunosupresores.
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CONCLUSIONES FINALES

- En el desarrollo de esta tesis, se utilizd6 un modelo experimental en ratonas
BALB/c que permitié estudiar algunos aspectos vinculantes a la patogenia de la muerte

embrionaria ocasionada por T. foetus.

- Dentro del grupo de ratonas infectadas, algunas hembras se negativizaron
para T. foetus. Es factible que se haya producido una importante respuesta inmune local
uterina hacia el protozoo permitiendo la liberacion de la infeccidon y continuidad de la
prefiez. Dado que tanto la infeccion con T. foetus como la prefiez ocurren
simultaneamente, la continuidad o interrupcion de la misma probablemente dependa del
equilibrio entre el protozoo y el microambiente uterino, en el que intervienen factores

diversos como la respuesta inmune del hospedador.

- La infeccion con T. foetus en ratonas BALB/c prefiadas genera cambios en
los carbohidratos del epitelio uterino. Similares cambios se han observado en ratonas no
prefiadas y en vaquillonas infectadas con T. foetus. Los mismos podrian ser
determinantes de la patogenia de la enfermedad y muerte embrionaria concomitante que

ocurre durante la infeccion.

- Las modificaciones en el recambio celular de la mucosa uterina,
probablemente inducidas por T. foetus, podrian intervenir en la patogenia de la muerte

embrionaria temprana.

- La muerte y degranulacion prematura de las uNK podria contribuir al

malfuncionamiento placentario y en consecuencia, a la pérdida del conceptus.

- Se destaca el importante rol de los mastocitos, neutroéfilos, eosindfilos y

macrdéfagos colaborando en la respuesta inmune local uterina hacia T. foetus.
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- Los mecanismos inmunes que determinan el éxito de la gestacion en
mamiferos son complejos y diversos factores pueden participar en la patogenia del aborto
infeccioso. En el presente modelo murino, la respuesta efectora Th1 y Th17 tendiente a
controlar la infeccidén causada por T. foetus, podria participar en la patogenia de la muerte
embrionaria durante la infeccion. Esta respuesta parece alterar los mecanismos que
protegen a la prefiez, como la expresion de HO-1, poniendo en riesgo, en consecuencia,
la supervivencia de los embriones. El aumento de las células Treg en este contexto,
podria facilitar la muerte embrionaria, al promover la persistencia de la infeccién debido a

sus efectos inmunosupresores.

- Los hallazgos de esta tesis referentes a la respuesta inmune local uterina
en ratonas infectadas experimentalmente con T. foetus evidencian similitud, en algunos

aspectos, a otras infecciones ocasionadas por parasitos intracelulares.

- Los conocimientos aportados por este estudio acerca de los mecanismos
involucrados en la mortalidad embrionaria serviran de base para otros trabajos a fines de
dilucidar los mecanismos que acontecen con la mortalidad embrionaria ocasionados por

la infeccion con T. foetus en la hembra bovina.
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ANEXO

PROTOCOLOS:

HEMATOXILINA Y EOSINA

1. Desparafinado: 2 pasajes por xilol de 5 a 10 minutos cada uno. Escurrir bien.

2. Hidratacion:

a. 1 pasaje por alcohol 100° de 5 a 10 segundos.

b. 1 pasaje por alcohol 96° de 5 a 10 segundos.

c. 1 pasaje por alcohol 70° de 5 a 10 segundos.

d. 1 pasaje por agua destilada.

3. Coloracion con hematoxilina de Mayer: 3 a 5 minutos.

4. Viraje en agua corriente: realizar 2 o 3 cambios de agua corriente.

5. Enjuague en agua destilada.

6. Coloracién con eosina: 1 minuto.

7. Deshidratacion:

a. 2 pasajes por alcohol 96° de 5 a 10 segundos.

b. 2 pasajes por alcohol 100° de 5 a 10 segundos.

c. 2 pasajes por xilol de 5 a 10 segundos.

8. Montaje: con balsamo sintético o de Canada.
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ACIDO PERYODICO-SCHIFF (PAS)

1. Desparafinar: 2 pasajes por xilol de 5 a 10 minutos cada uno. Escurrir bien.
2. Hidratar:

a. 1 pasaje por alcohol 100° de 5 a 10 segundos.

b. 1 pasaje por alcohol 96° de 5 a 10 segundos.

c. 1 pasaje por alcohol 70° de 5 a 10 segundos.

d. 1 pasaje por agua destilada.

3. Oxidar: con acido periédico de Schiff al 0,5% sobre el corte de tejido, en gradilla,

durante 15 minutos.
4. Enjuagar con agua destilada.

5. Colocar reactivo de Schiff filtrado sobre el corte de tejido, en gradilla, durante 15 a

20 minutos.

6. Con un papel blanco debajo del portaobjetos, controlar que los tejidos de la

muestra adquieran color fucsia.
7. Virar en agua corriente durante 5 minutos aproximadamente.
8. Lavar con agua destilada.
9. Contrastar la coloracion con hematoxilina.
10. Virar en agua corriente.
11. Lavar con agua destilada.

12. Deshidratar:
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a. 2 pasajes por alcohol 96° de 5 a 10 segundos.
b. 2 pasajes por alcohol 100° de 5 a 10 segundos.
c. 2 pasajes por xilol de 5 a 10 segundos.

13. Montar.

Soluciones utilizadas

Acido periédico de Schiff al 0,5%

Acido peryédico 05¢g
Agua destilada 100 ml
Reactivo de Schiff

Hervir 200 ml de agua destilada.

Agregar 0,5 g de fucsina basica.

A medida que La solucién se va enfriando, agregar 2 g de metabisulfito de sodio.

Una vez que la solucion esta fria, agregar 22 ml de HCI 1N.

Guardar en la heladera durante 24 horas.

Filtrar antes de usar.
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AZUL DE TOLUIDINA

1. Desparafinar: 2 pasajes por xilol de 5 a 10 minutos cada uno. Escurrir bien.

2. Hidratar:

a. 1 pasaje por alcohol 100° de 5 a 10 segundos.

b. 1 pasaje por alcohol 96° de 5 a 10 segundos.

c. 1 pasaje por alcohol 70° de 5 a 10segundos.

d. 1 pasaje por agua destilada.

3. Sumergir en solucién de Azul de Toluidina acuosa al 0,1%.

4. Lavar con aguia destilada.

5. Deshidratar:

a. 3 pasajes por alcohol 96° de 5 a 10 segundos.

b. 2 pasajes por alcohol 100° de 5 a 10 segundos.

6. Aclarar: 3 pasajes por xilol de 5 a 10 segundos.

7. Montar con balsamo sintético o balsamo de Canada.
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LECTINAHISTOQUIMICA

Bateria de 7 lectinas biotiniladas: ConA, DBA, PNA, RCA-1, SBA, UEA-1 y WGA. (Ver

especificidad en el apartado “Materiales y métodos”).

Método: complejo Estreptavidina-Biotina conjugada con peroxidasa.

1) Desparafinar: 2 pasajes por xilol de 5 minutos cada uno. Escurrir bien.

2) Hidratar: 2 pasajes por alcohol 100° de 10 minutos cada uno.

3) Inactivar las peroxidasas enddgenas: 1 pasaje por peréxido de hidrogeno al 0,3%

en metanol absoluto durante 30 minutos.

4) Continuar la hidratacion:

a. 2 pasajes por alcohol 96° de 5 minutos cada uno.

b. 1 pasaje por alcohol 80° de 5 minutos.

c. 1 pasaje por alcohol 70° de 5 minutos.

5) Lavar 3 veces con PBS (ver “soluciones utilizadas”) durante 5 minutos cada

lavado.

6) Secar los portaobjetos con papel tissue, con cuidado de no barrer los cortes de

tejido.

7) Inactivar las uniones inespecificas: BSA al 1% en PBS durante 30 minutos.

8) Escurrir BSA.

9) Cubrir con las lectinas biotiniladas: Lectinas diluidas en BSA 0,1% en PBS (10-30

pg/ml). La dilucion para PNA es 2,5 pyl en 500 yl BSA al 0,1% en PBS
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(concentracion: 10 yg/ml). La dilucién para las 6 lectinas restantes es 7,5 ul en 500

pl BSA al 0,1% en PBS (concentracion: 30 pg/ml).

10) Incubar en camara hiumeda a 4°C durante toda la noche o a temperatura ambiente

durante 2 horas.

11) Lavar 3 veces con PBS cada lectina por separado, durante 5 minutos cada lavado.

12) Secar los portaobjetos con papel tissue, con cuidado de no barrer los cortes de

tejido.

13) Incubar con la solucion de estreptavidina conjugada con peroxidasa durante 20

minutos.

14) Lavar 3 veces con PBS veces cada lectina por separado, durante 5 minutos cada

lavado.

15)Revelar: incubar con solucién comercial de 3-3'diaminobenzidina (DAB-Dako)
durante 5-10 minutos a temperatura ambiente, o hasta observar coloracion parda

en el corte.

16) Interrumpir el revelado sumergiendo los cortes en agua corriente. Sumergir luego

en agua destilada.

17)Lavar con PBS.

18) Realizar la coloracion de contraste con Hematoxilina durante 20-30 segundos.

Luego enjuagar 1-2 minutos en agua corriente. Sumergir luego en agua destilada.

19) Deshidratar:

a. Realizar 1 pasaje rapido por alcohol 80°.

b. Realizar 2 pasajes rapidos por alcohol 96°.
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c. Realizar 2 pasajes rapidos por alcohol 100°. Escurrir.

20) Realizar dos pasajes en xilol de 2 minutos cada uno.

21) Montar con balsamo sintético.
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INMUNOHISTOQUIMICA

Existen distintos sistemas de deteccion inmunohistoquimica (complejo avidina—biotina:

ABC; polimero de dextrano marcado: EnVision; streptavidina marcada: LSAB).

Método LSAB

1. Obtener cortes de 5 ym de espesor y acondicionarlos sobre portaobjetos con

cargas positivas.

2. Mantener en estufa durante las 24 horas previas al procedimiento.

3. Desparafinar: 2 pasajes por xilol, de 10 minutos cada uno (observar que el xilol no

esté hidratado, con burbujas o turbio).

4. Hidratar: 2 pasajes por alcohol 100° de 3 a 5 minutos cada uno.

5. Sumergir los cortes en soluciéon de peroxido de hidrégeno al 0,3% en metanol
absoluto durante 30 minutos a temperatura ambiente (para el bloqueo de

peroxidasas endoégenas).

6. Continuar la hidratacion:

a. 2 pasajes por alcohol 96° de 5 minutos cada uno

b. 1 pasaje por alcohol 80° de 5 minutos

c. 1 pasaje por alcohol 70° de 5 minutos.

7. Realizar 2 lavados con PBS pH 7,4 (ver “soluciones utilizadas”) de 5 minutos cada

uno (los tiempos de lavado pueden extenderse).
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Quitar el exceso de PBS.

Realizar la recuperacion antigénica si se considera pertinente (ver procedimiento

en este mismo apartado).

Retirar los portaobjetos del buffer, dejar escurrir la soluciébn y secar

cuidadosamente el exceso de liquido del corte. Evitar la desecacién de los cortes.

Incubar con BSA 1% durante 30 minutos para bloquear uniones inespecificas.

Escurrir.

Cubrir con el anticuerpo primario (excepto los controles). Para cada anticuerpo
debe utilizarse un tip diferente en la micropipeta. Asegurar la posicién horizontal de
los portaobjetos. Incubar durante toda la noche en camara humeda a 4° C o

durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente.

Realizar 3 lavados con PBS durante 5 minutos cada uno, cada anticuerpo por
separado.

Secar.

Incubar con el anticuerpo puente (inmunoglobulinas biotiniladas en PBS) durante

10 minutos.

Realizar 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Secar cuidadosamente.

Incubar con la solucion de estreptavidina-peroxidasa durante 30 minutos.

Realizar 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
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21. Revelado: incubar con solucién comercial de 3-3'diaminobenzidina (DAB) durante
5-10 minutos a temperatura ambiente, o hasta observar coloracién parda en el

corte.

22. Interrumpir el revelado sumergiendo los cortes en agua corriente. Sumergir luego

en agua destilada.

23. Realizar la coloracién de contraste sumergiendo en hematoxilina de Meyer durante

15-30 segundos (ajustar el tiempo en funcion de los resultados).

24. Lavar con agua corriente durante 10 minutos para que vire el colorante.

25. Lavar con agua destilada.

26. Deshidratar:

a. Realizar un pasaje rapido por alcohol 80°.

b. Realizar 2 pasajes rapidos por alcohol 96°.

c. Realizar 2 pasajes rapidos por alcohol 100°. Escurrir.

27. Realizar dos pasajes en xilol de 1-2 minutos cada uno.

28. Montar con balsamo sintético.

Recuperacion antigénica mediante el uso del horno de microondas.

Antes de realizar inmunohistoquimica se emplearon, sobre los cortes, métodos fisicos

de recuperacion antigénica (Portiansky y col, 1997).

1. Colocar los cortes en Koplin de plastico sin tapar, sumergidos en buffer de citrato

10 mM, pH 6,0 (ver “soluciones utilizadas”). Colocar siempre el mismo numero de
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jarras cerca del centro del plato giratorio, con un nimero fijo de preparados (4 6 5);

agregar portaobjetos vacios si es necesario.
2. Irradiar a 750 W durante 5 minutos.

3. Reponer el buffer de citrato evaporado y repetir la operaciéon con los mismos

parametros.

4. Dejar enfriar 20 minutos en el buffer.

5. Realizar 2 lavados con PBS durante 5 minutos cada uno.

6. Continuar con la técnica de IHQ de eleccion.

Soluciones utilizadas

Solucion madre de buffer fosfato (PB Stock)

Fosfato de sodio dibasico anhidro----------------- 11,49
Fosfato de sodio monobasico dihidrato----------- 3,39
Agua destilada 1000 ml

Solucion de trabajo de buffer fosfato (PBS)

Solucion PB Stock 100 ml
Cloruro de sodio 8,59
Agua destilada 900 ml

Solucion 3: buffer de citrato pH 6,0 mM
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Acido citrico monohidrato (H3C6H507.H20)-----2,1 g

Agua destilada 1000 ml

Ajustar el pH a 6,0 con hidroxido de sodio 2 N.
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AISLAMIENTO DE ARN A PARTIR DE MUESTRAS DE TEJIDOS

Luego de la necropsia y la toma de muestras, los érganos que se van a utilizar para el

aislamiento de ARN se conservan a -80°C hasta su utilizacion.

1)

9)

Agregar 1 ml de TRIzol (Invitrogen) cada 100 mg de tejido y macerar en
homogeneizador (Ultra-Turrax T25; IKA) en eppendorf de 2ml.

a. Limpiar el homogeneizador luego de cada paso sumergiendo la
cuchilla 2 veces en una solucién de peréxido de hidrogeno al 3%, una
vez en etanol al 80% y una vez en agua destilada.

Agregar 200 ul de cloroformo e invertir el eppendorf unas 15 veces con la mano.
Centrifugar a 4°C durante 15 min a 12000g (12200 rpm).

Recolectar la fase acuosa superior (transparente) en un eppendorf libre de ARNasa.
Agregar isopropanol frio en una proporcioén 1:1.

Dejar precipitar el ARN durante 15 min a temperatura ambiente o a -20°C durante 1h
0 a -80°C durante toda la noche.

Centrifugar las muestras durante 15 min a 12000g (4°C). Descartar el sobrenadante
cuidadosamente, sin tocar el pellet.

Lavar el pellet con 500 pl de etanol al 80%, sin agitar y centrifugar durante 5 min a
75009 (9652 rpm) a 4°C.

Repetir dos veces el paso 8.

10) Descartar el sobrenadante. Dejar secar el pellet durante 5 min y resuspenderlo en

agua destilada libre de ARNasa. (La cantidad de agua destilada es variable segun el

tejido procesado, por ejemplo: para decidua se utilizan 30 ul, para placenta 50 pl).

11) Cuantificar el ARN mediante espectrofotometria (absorbancia de 260 nm) y

conservar a -80°C en una concentracion de 1 pg/pl.



186

SINTESIS DE ADNc (ADN complementario)

- Todos los reactivos se conservan a -20°C.
- Incubar en el termociclador.

- Todos los pasos se llevan a cabo sobre hielo.

Componentes Por muestra: Notas
RNA 2 ug En eppendorf de 0,2 ul libres de ARNasa
Agua destilada libre de
16 ul

ARNasa

Vortexear y centrifugar rapido.
odT 2 ul

Incubar a 75°C, 10 min en termociclador.
Mix A
5x M-MLV RT-Bf (RB) 8 ul Preparar el master mix para todas las muestras.
Agua libre de ARNasa 4 ul Mezclar suavemente con la micropipeta, no vortexear.
dNTPs (2,5 mM) 4 pl
ADNasa | (2 U/ml) 2l Incubar las muestras 2 min en hielo.
RI (40 U/ml) 0,5 ul
Mix A 18,5 ul Agregar Mix A

Incubar a 37°C, 30 min en termociclador para activar la
ADNasa.
Inactivar ADNasa a 75°C, 5 min.

Incubar las muestras 2 min en hielo.
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Mix B

M-MLV RT (200 u/ml) 1 ul
Preparar master mix para todas las muestras.

RI 1 ul
Mezclar suavemente con la micropipeta, no vortexear.
Agregar Mix B

Mix B 2 ul

Sintesis de ADNc en termociclador a 42°C, 60 min e
inactivacion de RT a 94°C, 5 min.

Mantener las muestras a -20°C

odT: timinas que se complementan con la cola PoliA del ARNm. En ese sitio comienza la
transcripcién inversa.

RB: Buffer.

dNTPs: desoxinucledtidos.

RI: Inhibidor de ARNasa.

M-MLV RT: Transcriptasa inversa.



REAL TIME RT-PCR

SECUENCIAS DE PRIMERS Y SONDAS

Foxp3:
Forward primer
Reverse primer

Sonda

HO-1:
Forward primer
Reverse primer

Sonda

IL-4:
Forward primer
Reverse primer

Sonda

IL-10:
Forward primer
Reverse primer

Sonda

TNFa:
Forward primer

Reverse primer

CCC AGG AAAGAC AGC AACCTT
TCC TCA CAACCAGGC CACTTG

ATC CTACCC ACT GCT GGC AAATGG AGTC

CAG AAGAGG CTAAGACCGCCTT
TCT GGT CTT TGT GTT CCT CTG TCA

TGC TCAACATTG AGC TGT TTG AGG AGC TG

CTC ATG GAG CTG CAGAGACTCTTT
GTG ATG TGG ACT TGG ACT CAT TCA

ATG CCT GGATTC ATC GAT AAGCTG CACCT

GAA GAC CCT CAG GATGCG G
CCTGCTCCACTGCCTTGCT

CGC TGT CAT CGATTT CTC CCC TGT GA

TGC AGT GAC AAG CCC GTAGC

CTC AGC CAC TCCAGC TGC TC

188
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Sonda CGT CGT AGC AAA CCA CCA AGC GGA

Bactina:
Forward primer GCTTCTTTGCAGCTCCTTCGTT
Reverse primer GTT GTC GAC GAC CAG CGC

Sonda CAGCCTTCCTTCTTGGGTATGGAATCCT

Forward primer: (del inglés) Cebador o iniciador hacia adelante

Reverse primer: (del inglés) Cebador o iniciador reverso



