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Resumen

El titero de los placentados esta expuesto a diversos antigenos que podrian desencadenar respuestas
inmunoldgicas de la madre hacia el feto y atentar conlra la implantacion y el mantenimicnto de lu
gestacion. Al parecer, cada una de las especies posee mecanismos pard asegurar el éxito de la gestacion
como: el tipo de placentacién y de células inmunologicas presentes en la interface materno-fetal, y el
patron de citoquinas alli producido. La placentacion de los rumiantes se caracteriza por el poco con-
tacto enire la circulacion materna y fetal, y por la presencia de algunos tipos celulares del linaje de los
linfocitos T gama-delta (y5T), los cuales parecen cumplir funciones especificas de proteccion similares
a las que ejercen las células asesinas naturales o NK (Natural Killer) presentes en la gestacion de los
primates y los roedores. En los rumiantes, las células NK uterinas (uNK) presentan una morfologia
similar a sus homélogas humana y murina, pero tienen diferencias en cuanto a la expresion de marcado-
res de superficie. El propdsito del presente articulo es hacer una revision de las diferentes poblaciones
leucocitarias presentes en el iitero de los rumiantes, durante el ciclo estral, en los procesos de la
implantacién, en el mantenimiento de la gestacion y en el parto. Asimismo, se hace énfasis en sus
marcadores de superficie, sus homologias con las poblaciones leucocitarias halladas en humanos y en
murinos, y se mencionardn los puntos criticos de interés para el desarrollo de lineas de investigacion en
inmunologia de la reproduccion, con aplicacion potencial para mejorar la eficiencia reproductiva en
los rumiantes.
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epiteliocorial.

Introduccion

Desde la publicacion de los primeros informes so-
bre estudios en el campo de la inmunologia de la re-
produccién (2) se ha especulado m ucho sobre los fe-
némenos mediante los cuales, en los mamiferos
placentados. el feto semialogénico (posee hasta 50%
de antigenos de histocompatibilidad heredados del pa-
dre) es protegido de los mecanismos de reconocimiento
y rechazo inmunoldgico de la madre (8). Gran canti-

dad de investigadores han buscado explicar los dife-
rentes enigmas que se han planteado. en la medida en
que se ha conocido mas sobre las interacciones entre
los sistemas inmune y reproductivo durante la gesta-
cion (14-18,29).

En este articulo se hace una revision sobre la im-
plantacién y el tipo de placentacion caracteristico de
los rumiantes, con énfasis en el grado de compromiso
entre las estructuras maternas y fetales, buscando la
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relacion entre los diferentes tejidos y su formacion
citologica: y tambien se hace una revision sobre las
diferentes poblaciones leucocitarias presentes en la
interface materno-fetal con énfasis en los distintos ti-
pos de células T, especialmente las que presentan
fenotipos gd TCR", las cuales tienen semejanzas con
otros tipos celulares presentes en primates -Large
Granular Lymphocytes, o LGL", y roedores -
Gramulated Metrial Gland Cells, o células GMG (20,
27.29). Asi mismo, se plantean areas de investigacion
para aumentar el conocimiento de los procesos del sis-
tema inmune y la reproduccion en los rumiantes.

Implantacion y placentacion

Después de la fecundacion y de la formacion de
los blastocistos en roedores y primates, el conceptus
penetra la mucosa uterina (60), se introduce en el
endometrio y lo modifica conforme migrando en el
estroma. Este proceso invasivo se acompana de la trans-
formacion y proliferacion de las células del estroma
en la vecindad del blastocisto en desarrollo, proceso
que se conoce como decidualizacion (1). En los ani-
males domésticos, por el contrario, la implantacion es
superficial y no invasiva (44) y en ella se presentan
estadios de aposicion y adhesion de células epiteliales
trofoblasticas y uterinas (1). En la “fijacién™ placentaria
de los rumiantes intervienen tanto las zonas
carunculares como las intercarunculares del endomeétrio
uterino: primero ocurre una fijacion transitoria cuando
el trofoblasto, en la vaca y en la oveja, desarrolla
vellosidades digitiformes - papilas, las cuales se pro-
yectan hacia el lumen de las glandulas uterinas. Estas
papilas constituyen un sistema de “anclaje™ y una es-
tructura temporal con funciones de absorcion para el
embrion, mientras se da una adhesion mas completa
(1). La pérdida de las microvellosidades en la superfi-
cie del trofoblato permite un contacto estrecho, pero
de aposicion, con las vellosidades del epitelio uterino;
este Ultimo se comprime contra la superficie del
trofoblasto, de modo que se entrelaza con las proyec-
ciones citoplasmaticas alli presentes hasta que vuel-
ven a desarrollarse microvellosidades trofoblasticas que
permiten una fijacion mas completa (1).

La fijacion, propiamente dicha, se caracteriza por
el desarrollo de células binucleadas a partir de las cé-
lulas uninucleadas del trofoblasto - similar a la forma-
cion del sincitio en la placentacion de tipo decidual en
primates y roedores. Estas células aparecen por pri-
mera vez el dia 17 después de la fecundacion y estan
presentes durante toda la gestacion; luego migran y se
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fusionan con células epiteliales del endometrio subya-
cente para formar un conjunto de células
multinucleadas, o sincitio, el cual puede participaren la
inmunoproteccion del embrion o en la transferencia del
lactogeno placentario sintetizado por las células
binucleadas (1).

La placentacion se refiere a la interaccion progre-
siva entre la membrana exterior de la vesicula
embrionaria y el endométrio. Las funciones de la
placenta son nutrir y proteger el embrion y el feto has-
ta el parto (20, 33, 36). Los roedores y muchos primates
presentan una placentacion de tipo hemocorial. lamas
invasiva, en donde ocurre un contacto directo entre la
circulacion sanguinea materna y la trofoblastica (20,
33,45). Como se menciono antes, la implantacion esta
asociada con la transformacién del endometrio. la in-
vasion del estroma y la ‘respuesta decidual’, la cual se
refiere a las modificaciones en la forma, la organiza-
cion y el metabolismo de las células del estroma uteri-
no(7,8,20).

Por otro lado estan las especies en las cuales no
hay contacto entre la circulacion fetal y materna. pero
lo hay entre el epitelio materno y el corion fetal, la
denominada placentacion “epiteliocorial™ (20,33, 45).
En esta clasificacion se ubican muchos ordenes de ma-
miferos, entre los que se incluyen los Artiodactyla -
vacunos, ovejas, cerdos, venados y camellos- los
Perissodactyla - caballares- y los Cetacea - ballenas,
delfines y marmosas(20).

En bovinos y ovinos, el blastocisto se libera de la
zona pelucida en la segunda semana de la gestacion y
empieza su crecimiento al rededor del dia 10. la vesi-
cula corionica prolifera hasta invadir el ttero durante
los dias 14 y 15 en las ovejas, 0 21 y 22 en las vacas:
luego los embriones se desarrollan en el extremo apical
del cuerno uterino ipsilateral al ovario en donde ocu-
rrio la ovulacion (20, 27).

El Gtero de los rumiantes posee regiones
carunculares compuestas de estroma denso y estroma
glandular cubierto por un epitelio columnar simple: las
cartiinculas se separan una de la otra mediante regio-
nes glandulares intercarunculares, éstas interactuan
con las areas cotiledonarias de la placenta fetal para
formar los placentomas (20, 27). La unién entre el
corion y el epitelio uterino se mantiene por la
interdigitacion de las microvellosidades, las cuales se
consolidan en los placentomas mediante la penetra-
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¢cjon de las velocidades coridnicas en las criptas de las
cartinculas uterinas (20, 45).

Algunas células binucleadas migran através de la
interface placentaria y se fusionan con células
endometriales para formar células trinucleadas quimé-
ricas (73), las cuales se despliegan o aplanan para for-
mar un extenso sincitio al lado materno; a diferencia
de lo que ocurre en primates y roedores, las células
binucleadas en los rumiantes no penetran la membra-
na basal del endometrio. En la oveja, la formacion del
sincitio se asocia con la degradacion del epitelio uteri-
no (74), mientras que en la vaca el epitelio uterino per-
siste dando como resultado unos pequefios segmentos
de tejido sincitial y espacios de células multinucleadas
mezclados con espacios de células epiteliales mater-
nas: ademas, existen uniones corionicas en toda la su-
perficie de contacto con el utero, pero éstas son mas
fuertes en los placentomas (45).

La implantacion del blastocisto depende de la sin-
cronia del programa de desarrollo del embrion y la se-
rie de eventos moleculares y celulares inducidos en el
Gtero gestante por los estrogenos y la progesterona. El
conocimiento de los eventos que regulan la implanta-
cion del blastocisto estan incompletos pero, al parecer,
muchos factores de crecimiento y citoquinas estan
involucrados (31). Algunos factores de crecimiento y
sus receptores desempefian funciones importantes
durante la peri-implantacion en los mamiferos: los genes
para los Factores de Crecimiento Insulinoide (Insuline-
like Growth Factor, o IGFs), los Factores Transfor-
madores de Crecimiento (Transforming Growth
Factors, o TGFs), el Factor de Crecimiento de
Fibroblastos (Fibroblast Growth Factor, o FGF), el
Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (Platelet
Derived Growth Factor, o PDGF) y sus receptores
especificos (rIGF, rPDGF, rTGFa) y el Factor de Cre-
cimiento Epidérmico (Epidermal Growth Facor, o
EGF) se expresan en los embriones tempranos de es-
pecies como el raton, la rata, la vaca y la oveja (31).

En el raton, el factor inhibidor de leucemia
(Leukemia Inhibiting Factor, o LIF) y el EGF, esti-
mulan la secrecion del activador de plasminogeno tipo
uroquinasa (uPA) y de la B/Metaloproteinasa-9 de
matrix extracelular (MMP-9), durante el dia 7 del de-
sarrollo del blastocisto. Al mismo tiempo, los inhibidores
de MMPs especificas de tejido (TIMPs) se expresan
en los tejidos embrionarios, deciduales y uterinos, du-
rante la implantacion. Al parecer, el LIF puede actuar

de manera directa o indirecta en la induccion de la
expresion de otras citoquinas, para regular temporal y
espacialmente la produccion y la actividad de proteasas
e inhibidores de proteasas y crear un ambiente favora-
ble para la implantacion (31).

La morfologia placentaria en la especie bovina se
ha descrito por completo, pero no se ha podido carac-
terizar de manera detallada las poblaciones de
leucocitos uterincs, debido a la limitada disponibilidad
de marcadores para identificar las distintas
subpoblaciones (20, 45).

Reconocimiento materno de la gestacion
Segun Hansen, 1996, el termino “reconocimiento ma-
terno de la gestacion” se refiere a los cambios en la
funcién materna mediada por una sefal del conceptus,
que incluyen el mantener la funcion del cuerpo lateoy
la deteccién de antigenos del conceptus por células del
sistema inmune materno. Una implicacion de este pro-
ceso, ademas de propiciar el desarrollo de la gesta-
cion, es que regula la respuesta inmune de la madre
hacia el feto para evitar el rechazo del conceptus (29).
El utero de los mamiferos es capaz de rechazar injer-
tos de tejidos (29) y existen evidencias de perdida de
la gestacion mediada por rechazo inmune en ratones
(39) y humanos (8. 75). En ganado, la inmunizacion
contra los tejidos del conceptus los dia 32 a 38 de la
gestacion, disminuye la fertilidad de las novillas (56), lo
cual sugiere que existen mecanismos para permitir que
el conceptus escape al rechazo inmunoldgico (29).

Es posible que ciertas poblaciones de linfocitos ma-
ternos puedan contribuir a promover el crecimiento
placentario y la secrecion de hormonas mediante la
regulacion de otras poblaciones de leucocitos o la pro-
duccion de citoquinas que estimulen el desarrollo em-
brionario. En ganado. poco se sabe acerca de la natu-
raleza de las interacciones inmunologicas maternas con
el conceptus (29), como tampoco sobre los cambios
en las subpoblaciones de linfocitos en el endométrio
durante la gestacion temprana. El factor estimulador
de colonias de granulocitos/macréfagos (Granulocite-
Macrophage Colony Stimulating Factor, o GM-
CSF), una citoquina asociada con los linfocitos, produ-
cida en el endométrio (35) pero los linfocitos
intraepiteliales endometriales pueden contribuir tam-
bién con su secrecion (27). Esta citoquina induce enel
conceptus la secrecion de hormonas antiluteoliticas
como el interferon tau (INFt), uno de los factores de
mayor importancia para el reconocimiento materno de
la gestacion en rumiantes.
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El INFt puede inhibir la proliferacion de linfocitos
en respuesta a estimulos mitogénicos o alogénicas (57,
63) o bien, puede aumentar la actividad citolitica de las
células NK (68). Durante la peri-implantacion el
conceptus también secreta lactosamininoglicano que
contiene una glicoproteina con un peso molecular de
800.000 D. la cual inhibe la proliferacion de linfocitos
(57); de esta forma, el conceptus puede regular la
funcién de los linfocitos endometriales al momento ini-
cial de la aposicion superficial del embrion al
endometrio (27). Staples y colaboradores, 1983, halla-
ron una disminucion en el nimero de linfocitos en el
epitelio luminal cercano a los tejidos placentarios entre
los dias 22-24 de la gestacion (64). Asi mismo los es-
tudios realizados por Lambert y su grupo (1997) de-
mostraron la producciéon de TGFB2 en el liquido
blastocistico de conejas el dia 12 de la gestacion; este
factor de crecimiento parece ser un regulador negati-
vo de la expresion de los marcadores CD4 de los
linfocitos T, lo cual conduce a disminuir la produccion
de IL-2, citoquina responsable, a su vez, de activar las
células NK y LAK (59). Los embriones de conejo tam-
bién producen PGE._, eutacoide que regula la actividad
citotoxica de las células NK y LAK (3).

Al culminar el proceso de la placentacion, la region
placentomal del endométrio contiene solo unos pocos
linfocitos (23). Los cotiledones placentararios produ-
cen dos factores: uno con una movilidad relativa (MR)
de 4x10°y otro con una MR entre 46000 y 162000, los
cuales pueden inhibir la proliferacion linfocitaria (29).
A medida que la gestacion progresa, hay una disminu-
cion en el numero de los linfocitos en el endométrio
interplacentomal (23, 48). En el epitelio glandular, por
su parte, la disminucion es mas pronunciada para los
linfocitos no granulados, mientras que en el estroma
disminuyen las células presentadoras de antigeno
(Antigen Presenting Cells, o APC) - con marcadores
CMH-II"y T19°(27). Es probable que la progesterona
sea responsable, en forma directa o indirecta, de algu-
nos de los cambios observados en las dreas estromales
y glandulares del endométrio interplacentomal, puesto
que el tratamiento de ovejas ovarientomizadas con
progesterona durante 60 dias disminuye el nimero de
células MHC-I1" y CD45R+ en el endométrio (24).

En las diferentes especies domésticas se ha des-
crito una serie de factores especificos para cada una
de ellas, responsables del reconocimiento materno de
la gestacion: en rumiantes se conocen los INFt (pro-
teina trofoblastica bovina o bTP, proteina trofobastica
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ovina, u oTP), en equinos, primates y roedores la
gonadotropina coridnica, en ratas la prolactina y en
porcinos los estrogenos del embrion. Todas estas sus-
tancias ejercen el mismo papel, relacionado con el
mantenimiento de la produccién de progesterona por
el cuerpo liteo para permitir su trancision de cuerpo
luteo ciclico a gestacional, y regulan la respuesta in-
mune de la madre para favorecer la implantacion del
embrion. Todos los mecanismos de accion comprome-
tidos no se han precisado atn, si bien se han hecho
importantes adelantos en la identificacion de procesos
especificos en algunas especies. Esta es una de las
areas de mayor investigacion en el momento.

Presencia de células inmunocompetentes en la

interface materno fetal.

En el utero de los mamiferos se encuentran células
inmunocompetentes de todos los linajes
linfohematopoyéticos y por ser éste el (inico organo
materno expuesto a antigenos de tejidos foraneos (se-
men y embriones), alli se pueden encontrar poblacio-
nes de linfocitos con funciones especializadas. dife-
rentes a las que podrian desarrollar en otros contextos
de la respuesta inmune. De otro lado, las células NK
aisladas del dtero murino cuando sufren diferenciacion
in situ cambian su expresion de proteinas de superfi-
cie y se localizan en los sitios de implantacion donde
secretan citoquinas (18). Sin embargo, si se cultivan
células NK en presencia de IL-2, provocan la lisis del
trofoblasto placentario, por lo que se considera que estas
células podrian estar comprometidas en fallas de la
gestacion. En cerdos se encuentra actividad de célu-
las NK entre los dias 9 y 28 de la gestacion (17) y las
células NK porcinas cultivadas in vifro no requieren
tratamiento con 1L-2 para presentar actividad litica
contra el trofoblasto (19, 42), lo cual sugiere que las
células NK uterinas pueden desempear funciones
liticas importantes durante la gestacion y que las célu-
las del trofoblasto tienen que ser protegidas (18): si-
tuacion que da una idea de los complejos procesos de
regulacion existentes en el microambiente placentario.
De otro lado, los linfocitos T CD4", una de las
subpoblaciones mas importantes del sistema inmune,
que como consecuencia de la activacion de la respuesta
inmune secretan citoquinas capaces de activar otras
células inmunes como macrofagos, linfocitos B y
linfocitos T CTx, podrian estar involucradas en la falla
gestacional; bajo condiciones normales estas células
tienen la capacidad de generar una respuesta inmune
capaz de eliminar cuerpos extrainos (67). Segin
Lambert (1997) la regulacion negativa de los recepto-
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res de CD4 en células T, mediada por la produccion de
TGFP2 liquido blastocistico del conejo el dia 12 de la
gestacion, es una de las posibles explicaciones para la
sobrevivencia del feto al ataque inmune materno (34,
67), lo cual indicaria que la colonizacion leucocitaria
del endométrio uterino esa una caracteristica de algu-
nas especies de animales durante la gestacion, al pa-
recer con funciones diferentes a la de los linfocitos
que participan en la respuesta inmune sistemica (67).

Distribucion de los leucocitos en el iitero gestante
de los rumiantes. La invasion de las células fetales
binucleadas y la posterior formacion de sincitio en los
placentomas tiene profundos efectos en la distribucion
de leucocitos durante la gestacion en ganado ovino y
bovino. Antes de la formacion del sincitio, los linfocitos
intraepiteliales (1ELs) estan igualmente distribuidos en
las regiones interplacentomal e intraplacentomal; sin
embargo, en las regiones de sincitio continuo de los
placentomas los IELs no estan presentes (23, 52, 64,
69).

La proximidad al tejido sincitial afecta la distribu-
cién de los leucocitos en el estroma endometrial. En la
region interplacentomal de la vaca, muchas células ubi-
cadas en el estroma uterino expresan el marcador
CD45" y existe una banda de células MHC-II" (pre-
sentadoras de antigeno) bajo el epitelio uterino, si bien
los antigenos MHC-I" tienen expresion diferencial en
las regiones interplacentomal y placentomal (20). En
los placentomas, por su parte, solo hay unas pocas
células MHC-I1* ubicadas de manera aislada alrede-
dor de los vasos sanguineos y algunas células CD45'
distribuidas al azar en la septa caruncular (52). Esto
sugiere una expresion diferencial de antigenos de
hlstocompatibilidad dependiendo de la zona de mayor
o menor contacto entre los antigenos embrionarios-
fetales y maternos, lo cual podria contribuir al mante-
nimiento de la gestacion; esto es. poca expresion en
las areas de mayor contacto y viceversa.

En los ovinos, el patron general de reduccion del
namero de linfocitos durante la gestacion no se man-
tiene en el epitelio luminal: mas bien, el nimero de
linfocitos granulados en el endométrio interplacentomal
aumenta durante la gestacion, hasta el grado en que se
estima que comprometen un 10 % de las células en el
epitelio para el dia 127-134 de la gestacion (48), con
predominio de linfocitos granulados con fenotipo
CD8'CD45R'y8TCR" (55): su tamafno y nimero de
granulos -elementos indicadores de su activacion- au-

mentan al final de la gestacion (23, 48. 55). Asimismo,
hay una gran expresion de los marcadores de la acti-
vacion CD25, CD29, L-selectinay CD44 en las célu-
las y8TCR+ aisladas del epitelio luminal del cuerno
uterino gestante de ovejas, lo cual no sucede en las
células aisladas del cuerno no gestante o del endométrio
o de ovejas vacias ciclicas (27). Lo anterior sugiere
que estas células no solo sufren cambios morfologicos
y funcionales durante el transcurso de la gestacion,
sino que éstos reponden a papel que juegan en un mo-
mento determinado durante la gestacion, al igual que
se ha sugerido para las células GMG en murinos.

Durante la gestacion tardia en la vaca. tiempo en el
cual se han formado los vellos corionicos y se ha esta-
blecido un intimo contacto con el tejido materno, los
antigenos MHC-I" se expresan solo en dreas limitadas
del epitelio corionico de la region interplacentomal. pero
no en la region cotiledonaria vellosa de los placentomas
(52). De otro lado, la expresion de moléculas MHC-
I1" no ha sido detectada en trofoblasto de ganado ovi-
no o bovino (20), lo cual sugiere que estan
selectivamente distribuidas en el componente mater-
no.

Por su parte, las células CD8', las cuales ejercen
funciones citotoxicas o supresoras, estan localizadas
casi exclusivamente en el epitelio luminal y glandular
del estroma adyacente al epitelio (9). mientras que las
células CD4, estan limitadas al tejido estromal. Los
macréfagos también estan presentes en las regiones
estromales del endométrio (29). En animales afecta-
dos por endometritis se observa una alta migracion de
linfocitos dentro de los cuales se hallan células B (30).
lo cual sugiere que la infeccion puede generar
anticuerpos uterinos especificos (50). Bajo condicio-
nes normales, en el Gtero hay mas 1gG que [gA (12,
13, 46). Esto podria representar una excepcion de la
inmunidad de mucosas en donde suele predominar la
IgA, con posibles implicaciones para el proceso
gestacional.

Los linfocitos y8T incrementan su nimero en la
gestacion media y tardia en la oveja, también aumenta
su granularidad y expresan altas cantidades de
antigenos de activacion como el CD25 (29, 48). En
concordancia con el éxito de la gestacion. las células
¥8T usualmente no estan involucradas con el rechazo
de injertos (26) y no responden bien al estimulo
alogénico (21). En ratones estas c¢lulas  funcionan
como productoras de citoquinas (74) o ¢jercen efectos
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supresores (67). En bovinos por su parte, se han iden-
tificado linfocitos granulares en las regiones epiteliales
y subepiteliales del endometrio que podrian ser analo-
gos a las células granuladas y&7T de las ovejas (48) o a
los GMG y LGL de murinos y primates (15, 43).

Vander Wielen y King, 1984, observaron cambios
significativos en el nimero de |ELs en el endométrio
bovino durante el ciclo estrual, cuando el nimero tien-
de a ser bajo a los dias 10 y 15 del ciclo, comparado
con los dias 5 y 20 (69). Utilizando marcadores espe-
cificos de diferenciacion en muestras de matadero,
Cobb y Watson (1995) informaron altos nimeros de
células T, CD5" y CD8", en la fase folicular del ciclo
estrual; alto namero de células CD4" en la fase luteal -
media y terminal; y cambios ciclicos en el nimero de
macrofagos. Para la gestacion temprana, el nimero
de [ELs disminuye, mientras que a los 27 dias de ges-
tacion el niamero se redujo a menos de la mitad del
ntumero hallado durante el ciclo estral la gestacion ini-
cial (9). En consecuencia se ha encontrado una con-
cordancia entre la disminucion de los I[ELs y el tiempo
de formacién del sincitio - cuando ocurre la invasion
de las células coridnicas binucleadas dentro del epite-
lio materno. Ademas, la disminucion parece estar re-
lacionada con la produccion de moléculas derivadas
del trofoblasto tales como INFt. Sin embargo, desde
la mitad hasta el final de la gestacion hay muchas dife-
rencia en la distribucion linfocitaria cuando se compa-
ran todas las zonas del endometrio (29). Las células
teiiidas por antigenos comunes de leucocitos y por
MHC-11" - macrofagos y células B- son mas abun-
dantes en el epitelio luminal del endométrio
intercaruncular que en la septa caruncular del
placentoma (52).

Linfocitos T(yo) asociados con la gestacion en
el atero de los rumiantes. Meeusen et al., 1993, cla-
sificaron los IELs del epitelio luminal en rumiantes en
tres grandes subclases: cerca del 50 % de los [ELs en
ovejas son células con el tenotipo CD8 ' CD45R TCRyd
los cuales parecen ser linfocitos T (TCRaf3') vy puede
funcionar como otros linfocitos CD§" clasicos en el
contexto de la respuesta citolitica contra células infec-
tadas por protozoos o virus, mediada por antigenos
MHC-1" (29). Los demas IELs expresan el antigeno
CD45R", el cual les permite reaccionar en sangre
periférica con las células B y una pequeiia fraccion de
células T virgenes (53). Una segunda clase de 1ELs
tiene el fenotipo CD8'CD45R TCRys" (aproximada-
mente el 25 %) mientras que la altima tiene un fenotipo
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CD8'CD45'TCRy8" y contiene granulos prominentes
(el 25 % restante). A pesar que los [ELs no reaccio-
nen fuertemente con los marcadores CDS5 de las célu-
las T(23,47,55) y la expresion de marcadores CD8 es
débil para los linfocitos CD45R ", estos tltimos no son
células B, puesto que hay poca expresion de marcado-
res para estas células en los IELs del endometrio (55).

Otros linfocitos parecidos a los TCRyS'. una pobla-
cion con el fenotipo CD8'CD45 TCRyd" puede parti-
ciparen el reconocimiento de antigenos microbianos y
células tumorales (26). Los linfocitos TCRyd' murinos
secretan TGF[3 para suprimir la activacion de otros [ELs
del endometrio mediada por aloantigenos (66). Cabe
recordar que los linfocitos T-TCRy3" no reconocen
antigenos del MHC ni participan en el rechazo de teji-
dos (26). Los LGL y los GMG tienen muchas caracte-
risticas pero también difieren en ciertos aspectos de
las células NK periféricas (43,) y dado que los distintos
IELs endometriales de oveja. LGL humanos y GMG
no expresan CD8 (16, 43), se deduce que no se trata
de los linfocitos T de sangre periférica.

Aun no se han desarrollado anticuerpos marcado-
res y bioensayos para identificar con precision las cé-
lulas NK de la oveja y hasta el momento solo se puede
especular que fueran células parecidas a las LGL o
GMG (27). Por morfologia, los linfocitos del dtero de la
oveja mas parecidos a los LGL humanos y a las GMG
de raton. son los linfocitos del fenotipo
CD8'CD45RyaTCR . porque su tamano y granularidad
también aumentan al final de la gestacion (48.55). Sin
embargo, no se sabe si los IELs ydTCR " endometriales
de la oveja tienen actividad NK. porque los conceptus
estan potencialmente en riesgo de sufrir lisis mediada
por células citoliticas. Segerson y Gunsett (1994) de-
mostraron que las células LAK pueden lisar conceptus
de ovejaen el periodo de la peri-implantacion (62).

Cambios en el namero de linfocitos durante la
gestacion. Investigaciones detalladas de los fenotipos
de las subpoblaciones de linfocitos en ¢l ttero de los
rumiantes, se han centrado, particularmente en la ove-
ja, en los linfocitos del epitelio luminal, un comparti-
mento que ausente en el Gtero de los humanos y los
roedores (20). Durante el ciclo estral y la gestacion
(dias 18-46) en la oveja, los linfocitos predominantes
en los epitelios carunculares, intercaruncular y glan-
dular son linfocitos CD8' no granulados yo'TCR (57,
55). Puesto que no se dispone de marcadores para iden-
tificar los linfocitos CD3 TCRaf} ovinos. poranalogia
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con otras especies se ha asumido que estas células,
que como vimos son aproximadamente el 50 % de los
[ELs, son ab TCR" (20).

Durante la gestacion temprana en la oveja hay una
moderada reduccién en el nimero de células IELs en
la region interplacentomal, particularmente de la
subpoblacion no granulada. Sin embargo al final de la
gestacion, hay un incremento dramatico en el numero
de linfocitos granulados en el epitelio luminal, que po-
seen el fenotipo inusual CD8'CD45R'yd TCR'. Para
los dias 127-134, estas células y&T forman aproxima-
damente el 10 % de las células del epitelio (48) y han
incrementado en granularidad (tamano y numero de
granulos), lo que sugiere que han sufrido activacion
(23, 55). Estas células también se han hallado en el
epitelio uterino de ocho especies diferentes de rumian-
tes (38), sin embargo no esta claro si esta aparente
activacion durante la parte final de la gestacion es co-
miin en todos los rumiantes.

Durante el ciclo estral y la gestacion de la vaca,
ocasionalmente se observan [ELs (69). En el venado,
no ocurre un cambio apreciable de la frecuencia de
IELs totales con la progresion de la gestacion (54). Sin
embargo, en los animales no gestantes el nimero de
IELs grandes y granulados fue mayor y los [ELs dis-
minuyeron en los estados temprano y final de la ges-
tacion (49). En contraste con la oveja, la frecuencia de
los linfocitos fue similar en el endométrio carunculare
intercaruncular. Este hallazgo puede estar relacionado
con el hecho de que la placenta de los venados tiene
una menor area extensiva de sincitio que en el ganado
y la oveja (72).

El subgrupo de células y8T es de interés particu-
lar en el ganado y en las ovejas puesto que €ste cons-
tituye cerca del 75% de las células mononucleares cir-
culantes (55); éstas son CD2:CD8 CD4 -triple negati-
vas (32). Los IELs y8TCR" del ttero ovino parecen
ser un subgrupo inusual de las células y8T. Mientras
tanto, otras células y&T circulantes de rumiantes (97-
99%) expresan un antigeno conocido como T19, una
glicoproteina de superficie que no se expresa en las
células 8T en el epitelio uterino ovino (55). Esto de-
muestra que a pesar de compartir el marcador Y6, es-
tas células sufren modificaciones funcionales asocia-
das con el tejido en el cual se encuentran.

El hecho de que los fenotipos CD45R'T19 tipicos de
los IELs y8T" granulados en el ttero ovino solo repre-

sentan una menor parte de las células yoT circulan-
tes, podria implicar que las cé¢lulas y8T uterinas pue-
den ser reclutadas selectivamente de una pequena
subpoblacion de células y§T circulantes (20). Ademas,
las células y8T circulantes son CD8 . mientras que los
IELs granulados uterinos ydTCR" expresan CD8, aun-
que en concentraciones mas bajas que los IELs yd
TCR- (55). Las diferencias en el fenotipo de CD8 en-
tre los linfocitos de sangre periférica (PBLs) y los IELs
se ha reportado e 1 otras especies. En el raton, los PBLs
predominantes son CD8' affTCR', mientras que los
IELs intestinales las forma homodimérica CD8'
aaTCR" (25).

La funcion de las células voT en la gestacion de
los rumiantes es desconocida. Su ubicacion dentro del
epitelio uterino en estrecha proximidad con el trofoblasto
es una posicion ideal para influenciar el crecimiento
trofoblastico o la secrecion de hormonas mediante la
produccion de citoquinas. Por otro lado, ellas podrian
ser una primera linea de defensa contra patogenos in-
fecciosos, como se ha sugerido para las células yoT
dentro de las capas epiteliales de otras mucosas (20).
Considerando el linaje respectivo. las células yoT
uterinas granuladas pueden proveer funciones equiva-
lentes a las de las células uNK encontradas en el Gtero
humano y murino. Estudios recientes han demostrada
actividad citolitica contra blancos sensibles a NI, no
restringida al MHC, por células CD3'CD8CD4
yoTCR" de ganado (4).

El conceptus ovino es susceptible de lisis por c€lu-
las LAK (NK activadas por linfoquinas) generados a
partir de leucocitos de sange periférica (Peripheral
Blood Leukocytes, o PBLs) in vitro (62). La
preincubacion de PBLs ovinos no adherentes con INF-
T aumenta la lisis de células blanco K562 (68). Las
células blanco tumorales utilizadas para evaluar la ac-
tividad litica de las NK en otras especies (K562, YAC-
1, HL60S, HL60R), no son eficientemente lisadas por
los PBLs bovinos, a menos que éstos sean activados
por IL2 (5, 6,37, 61), como se observa en el modelo
murino (18). En conclusion, tanto las células NK obte-
nidas de sangre periférica como las del Gtero tienen la
capacidad de lisar el trofoblasto cuando son estimUla-
das con IL-2.

La identificacion de granulos en las células NK
bovinas similares a las células NK de los humanos y
los roedores ha sido dificultuosa y los resultados no
han sido concluyentes (11). Se ha clonado dos pobla-
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ciones de linfocitos capaces de lisar antigenos no res-
tringidos al MCH (41), que no expresaron antigenos
de superficie CD5, CD6 o WCI (Marcadores yoT);
un clon expresé CD2 y el otro expresé CD8
homodimérico (20).

Finalmente en ratones (16) se ha descrito la pre-
sencia de poblaciones celulares con granulaciones
citoplasmaticas parecidas a las descritas en rumian-
tes, como células grandes y granuladas que se tifien
PAS" al igual que en el modelo antes (64, 65). de las
cuales se han sugerido que producen algunas citoquinas
(26). Estas células en ratones (16) se han clasificado
como uNK, las cuales se han identificado mediante la
utilizacion de anticuerpos monoclonales anti-asialo GM |
(14,22, 34), anti-LGL-1 (18, 34) y anti-CD56 (40, 41);
y por la lisis de algunos blancos susceptibles a células
NK como K562 (41, 50), YAC-1 (14, 18, 20, 22, 50).
HL60S, HL60R (20), por lo que planteamos la posibi-
lidad de identificar y caracterizar este tipo de células
GMG con granulos citoplasmaticos, descritas por Lee
(1997) en el atero de la vaca (52).

Perspectivas de investigacion

El campo de investigacion en inmunologia de la re-
produccion es un area del conocimiento que apenas
esta iniciando su desarrollo, se espera que con la dis-
ponibilidad de nuevas técnicas de analisis incluyendo
la generacion de anticuerpos monoclonales y la utiliza-
cion de los procedimientos de la biologia molecular,
muchos de estos cuestionamientos puedan ser solu-
cionados: sin embargo es necesario empezar a abor-
dar el tema desde el punto de vista teorico y disefiar
procedimientos experimentlaes apropiados. Una posi-
bilidad consiste en estandarizar la técnica de cortes
histopatologicos tenidos con la coloracion PAS y
hematoxilina y eosina, con el fin de caracterizar du-
rante la gestacion de la vaca las poblaciones
leucocitarias desde la implantacion, hasta el final de la
gestacion; asimismo, se podrian separar poblaciones
de IELs mediante la utilizacion de gradientes y hacer
ensayos de lisis de blancos celulares de células NK,
con la utilizacion de activadores y reguladores de la
respuesta litica.

La inmunologia de la reproduccion en bovinos se
podria explorar en areas como la inseminacion artifi-
cial y la trensferencia de embriones (TE), en las cua-
les se podria definirsi las variaciones en los antigenos
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de histocompatibilidad entre el embrion y el ttero de la
hembra receptora, tienen algo que ver en la modula-
cion de las poblaciones celulares durante la gestacion
y, en consecuencia, en las bajas tasas de éxito
gestacional. Recordemos que en la TE el embrion pue-
de llegar a tener hasta un 100% de antigenos de
histocompatibilidad diferentes a la receptora. Asimis-
mo, no se conoce si estas diferencias pueden tener o
no relacion con el mayor o menor desarrollo de la
placenta, porque en algunos estudios se ha encpntrado
mayor peso de los terneros producto de transferencia
de embriones.

Otros problemas que se podrian enfocar desde este
campo en bovinos, serian los relacionados con los ter-
neros de bajo peso al nacer y con el sindrome del tenero
débil, situaciones en las cuales se podria presentar al-
gtin grado de anormalidad de la respuesta inmune ma-
terna para favorecer la gestaciéon (respuesta
inmunotropica (70, 71), como se ha sugerido para otras
especies (58).

Las células inmunes ejercen importantes funciones
en el proceso del parto, tanto en lo que respecta a el
desprendimiento entre cotiledones y carnculas, para
la expulsion normal de la placenta, como en la migra-
cion de células inmunocompetentes para contribuir a
lainvolucion uterina y la eventual eliminacion de infec-
ciones postparto. Conocer la dinamica de las poblacio-
nes de lucocitos implicaria, por tanto, la posibilidad de
mejorar las aproximaciones terapéuticas y las medi-
das preventivas para casos de infecciones uterinas y
retencion placentaria. Este problema es de particular
interés en las vacas lecheras de alta produccion, en las
cuales se ha encontrado alteraciones de la respuesta
inmune consecuentes al desbalence metabolico.

Las células NK parecen tener importantes
implicaciones en la ontogenia y filogenia del sistema
inmune. El conocimiento del papel de las poblaciones
leucocitarias en el Gtero bovino y en particular de las
células NK o sus andlogas, permitiria también
profundizar el conocimiento de la funcion de estas
células “enigmaticas™. v contribuir a al avance de la
controversia sobre su papel dual (inmunotropicas e
inmunodistroficas) en la gestacion, como se ha
evidenciado en otras especies. Por ltimo, a mejorar la
efeiciencia de la reproduccion en esta especie
doméstica.
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Summary

Under physiological conditions the mammal uterus is exposed to fetal and paternal antigens that
could generate immune responses harmless toward the semiallogenic conceptus at any time during
pregnancy. Several strategies evolved have evolved depending on the specie in order to maintain the
Jetus alive which include: type of placentation, the presence of specific cell populations at the materno-
Jetal interface. and specific cytokines produced at the local microenvironment during pregnancy. The
placentation in ruminants is characterized by the presence of some lineage of ySTCR lymphocytes which
display specific protective functions similar to that excerpted by NK cells (LGL and GMG) in primates
and rodents, respectively. These cells also have similar morphology to NK lineages, but exhibits different
expression of specific cell surface markers. The proposal of the preseat article is to review leukocyte
populations present at the ruminant uterus during the estrus cycle and during the processes of
implantation, placentation, pregnancy maintenance, and parturition. Thereafier, we focused on the cell
surface markers until now characterized and the homologies between ruminants and human or murine
uterine leukocyte populations. Finally we shall mention specific topies for development of research in
bovine reproductive immunology with potential use for improving reproductive efficiency.

Bovine, Epitheliochorial placentation, ySTCR cells, GMG cells, LGL cells, NK cells,
PAS" cells.
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