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RESUMEN

Se plantea que la induccion de tolerancia inmune parece ser un mecanismo que
participa en el normal funcionamiento del aparato genital femenino. Se propuso
en este trabajo el estudio de la produccion de sustancias inmunomoduladoras por
las células epiteliales de las trompas de Falopio de rata en cultivo. Se obtuvieron
las muestras de ratas y se cultivaron en medio RPMI 1 640 y en medio
MEM D-val. Se colect6 el medio y se le determiné la capacidad inmunomoduladora
sobre la proliferacion de linfocitos estimulados con mitégenos. Se comprob6 que
los cultivos realizados con RPMI 1 640 crecieron mas rapido a predominio de
células fusiformes, supuestamente fibroblastos, y brindaron una inhibicion de la
proliferacién linfocitaria dosis dependiente y que aquellos cultivos donde se
empled el medio MEM D-val crecieron lentamente, con predominio de células
redondeadas, presumiblemente epiteliales, y se inhibié la proliferacion linfocitaria
dosis dependiente lo cual permite inferir que las sustancias inmunomoduladoras
son producidas fundamentalmente por las células epiteliales del lumen de las
trompas, pudiendo ser este un mecanismo de tolerancia inmune que facilita el
transporte de espermatozoides y del blastocito a través del oviducto.

DescriptoresDeCs: GENITALES FEMENINOS/fisiologia; TROMPAS DE
FALOPIO/inmunologia; GONADOTROPINAS EQUINAS/administracion &
dosificacion.

Las trompas de Falopio desempefian muy dindmico que propicia condiciones
una funcion crucial en la fertilidad de la para realizar sus funciones, son algo méas
mujer. Son un organo secretor activo que que simples conductos para el transporte
mantienen y modulan un medio ambiente de gametos y embriones entre el ovario y el
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Utero. Entre las células que las conforman gonadotropina de suero de yegua prefiada

se encuentran las células epiteliales ciliadas (PMSG) y las cultivamos. Colectamos el

no secretoras, que participan mediante el medio de cultivo en diferentes tiemposy le

movimiento de sus cilios en el transporte estudiamos la capacidad inmunomoduladora

de gametos y embriones, y las células sobre la proliferacion diénfocitos estimu-

epiteliales no ciliadas secretoras que lados con mitdgeno.

sintetizan macromoléculas que proveen un

medio adecuado para la fertilizacion, la

alimentacion y la segmentacién temprana CULTIVO DE TROMPAS DE FALOPIO

de los embrionés Al mismo tiempo, DE RATAS

participan en el mecanismo de secrecion de

la IgA como parte del sistema inmune local Estimulamos las ratas con 10 Ul de

de defensa y forman una barrera mecanicaPMSG, a las 48 h sacrificamos por dislocacion

que separa el medio interno del ambiente cervical y disecamos las trompas. Los 6rganos

de luz tubulaf.Ha sido descrita tambiénla se cortaron en fragmentos pequefios

presencia de sub-poblaciones de células T (aproximadamente thm). Lavamos los

en los espacios intraepiteliales y el estroma fragmentos 2 veces y los colocamos sobre

subepitelial de las trompas. Estas puedenuna rejilla metalica que fue previamente

iniciar y sostener una respuesta inmune colocada en una placa de cultivo de pozo

local a sustancias invasoras y funcionar en central (Falcon No. 3037). Realizamaefes

la induccion del proceso de tolerancia de experimentos. El medio de cultivo

inmune3* empleado en la primera serie de
Lainduccion de tolerancia periférica por - experimentos (n=4) fue RPMI 1 640 (Gibco)

mecanismos locales de inmunosupresion hasuplementado con suero fetal bovino al

sido estudiada en el aparato reproductor 10 % y antibioticos. En la segunda serie de

masculindy parece ser uaspecto impor-

tante de las funciones del aparato repro-

ductor femening?®

Todo lo antes expuesto evidencia la
importancia que tiene la inducciéon de
tolerancia inmune en el normal funciona-
miento del aparato genital femenino por lo
gue nos propusimos el estudio de la
produccion de sustancias inmuno-
moduladoas por las células epiteliales de
las trompas de Falopio de rata en cultivo.

METODOS

DESCRIPCION GENERAL

experimentos (n=4) empleamos medio
esencial minimo (MEM D-val) con los
mismos suplementd§.Mantuvimos los
cultivos durante 10 d a 37 °C, en atmésfera
hdmeda y CQ5 %. Colectamos el medio
condicionado alos 2,5y 9 d lo conservamos
a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

OBTENCION DE LOS LINFOCITOS
DEL BAZO DE RATAS

Sacrificamos ratas adultas y les
extrajimos el bazo en condiciones de asepsia,
perfundimos con medio suficiente como para
liberar todas las células sanguineas y luego,
este medio con las células en suspension lo

Obtuvimos trompas de Falopio de ratas filtramos por una gasa para eliminar los
puberes de 80 a 120 g, estimuladas con fragmentos de tejido. Obtuvimos las células
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monoruclearespor centrifugacion en
gradiente de Ficoll-Hypaque.

ENSAYO DE INHIBICIQN
DE LA PROLIFERACION LINFOCITARIA

Realizamos los cultivos en placas de
96 pocillos de fondo en U y los experimentos
de la manera siguiente:

RMPI+ 10 % MgénoMedio™
SF

Suspen-
sion ce- condicio-
lular nado
Control negativel00 pL -
Control positivo100 pL

100 pL

150pL
50pL

100pL
100 pL

Muestras

50 pL

* Por triplicado.
™ El medio condicionado por el cultivo de células epiteliales
de trompas de Falopio colectado indicados en cada

experimento de cultivo y a diferentes diluciones.

Incubamos las placas durante 72 h a
37 °C en atmésfera himeda con 5 % de
CO, Seis horas antes de la terminacion
del cultivo afiadimos timidina tritiada
(1pCilpozo). Colectamos las células en un
cosechador semiautomatico de células
sobrepapel de filtro de fibra de vidrio y
lo incubamos durante 24 h en viales con
5 mL de liquido de centelleo (Scistran) y
lo contamos en un espectrémetfo
(LKB-Wallac).

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Calculamos la media de los triplicados
de los controles negativos, positivos y de

las muestras. Para calcular el efecto del
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medio condicionado sobre la proliferacion
linfocitaria empleamos la siguiente formula:

X cpm de la muestra-X cpm control negativo
% de inhibicion = 1-

X cpm control positivo-X cpm control negativo

Para comparar el efecto de la dilucién y
del tiempo en los resultados experimentales
utilizamos un andlisis de varianza de 2 vias
y para definir si las diferencias encontradas
eran poducto de la interaccion entre las
2 variables empleamos un anélisis de
varianza de una sola via utilizando en cada
caso como variable independiente las
diluciones o el tiempo y ékstde Schaffe.

RESULTADOS

La observacién microscopica de los
cultivos mostré que un buen nimero de
células se desprenden de los fragmentos
de 6rganos y que éstas comienzan a
proliferar en el fondo de la placa. Dos tipos
celulares fueron observados: células de
aspecto redondeado y células de aspecto
fusiforme. Enlos cultivos realizados con
medio RPMI 1 640 la proliferacion celular fue
mas rapida y ya al noveno dia podiamos
observar una confluencia de, aproxi-
madamente, el 90 %, a predominio de células
de aspecto fusiforme. Sin embargo, en los
cultivos realizados con MEM D-Val la
proliferacion fue marcadamente mas lentay
la confluencia fue s6lo aproximadamente del
50 % al noveno dia, predominando células
de aspecto redondeado.

Las figuras 1 y 2 muestran curvas
tipicas de inhibicion dosis dependiente de
la proliferacion linfocitaria. En la primera,
las muestras fueron de medio condicionado
de los cultivos donde se utilizé medio RPMI
1640, y en la segunda de los cultivos donde
se utiliz6 MEM D-Val.
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DISCUSION cultivos con medio RPMI 1 640 fueran

fibroblastos cuyo crecimiento logramos
El hecho de que la proliferacién celular inhibir utilizando un medio de cultivo
en medio MEM D-Val fuera mas lentay la especifico para células epiteliales.
proporciéon de las células con aspecto El medio condicionado obtenido de los
redondeado aumentara, nos permite inferir cultivos de trompas de Falopio produce una
gue las células fusiformes presentes en losinhibicion dosisdependiente delaliferacion
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linfocitaria en todos los tiempos en que se posible descartar que se produzcan otros
colectd y con los 2 tipos de medio de cultivo factores, con mecanismos de accién
empleados. diferentes al anteriormente explicado
Este aumento marcado en la cantidad capaces de inducir apoptosis.
del factor/factores que provocan esta Otro mecanismo seria la produccién de
inhibicién en un medio en el cual est4d algun factor capaz de interferir con el
inhibida la proliferacion de fibroblastos nos mecanismo de induccion de la proliferacion
hace pensar que son las células epitelialescelular que se produce cuando los linfocitos
las responsables de dicha produccion. en cultivo son estimulados con un mitégeno
Uno de los mecanismos que pudiera o con un antigeno especifico. Dicha
probablemente explicar la inhibicion de la induccion es consecuencia del efecto de
proliferacion linfocitaria que hemos citocinas promotoras de la proliferacion
observado en nuestro trabajo es la celularcomoeselcasodelallL-2. Enuntrabajo
induccion de muerte celular programada o previo de nuestro grupo [Rodriguez A. Efecto
apoptosisesta ultimaes un importante  de factores epididimarios sobre la produccion
mecanismo de control de la respuesta de interleukina- 2 eterferon gamma. Tesis
inmune, entre otros, al controlar la de terminacién de Residencia en
expansion de las células T, a través de la Inmunologia. Instituto Nacional de Endo-
interaccion Fas-Fasli.La mayoria de las  crinologia, Ciudad de La Habana, Cuba,
células T en cultivo expresan Fas y cuando 1997.] se comprob6 que los homoge-
son activadas cronicamente, esta expresionneizados de epididimo humano producian
aumenta’?> Al mismo tiempo se ha una fuerte inhibicion de la produccion de
demostrado recientemente que las célulasiL-2 y que este podria ser uno de los
epiteliales son capaces de expresar Fds-L. mecanismos de inhibicién de la proliferacién
En el testiculo, las células de Sertoli linfocitaria estimulada por PHA que se
expresan constitutivamente Fastlo que observo en estos experimentos.
confiere a este 6rgano privilegio inmune. Nuestros resultados nos permiten
Pudiéramos hipotetizar que la interacciéon postular que factores producidos por las
entre el Fas-L, liberado de la membrana de trompas de Falopio pudieran estar
las células epiteliales en algin momento del involucrados en un proceso de tolerancia
cultivo, con el Fas expresado por las células inmune que facilita el transporte de
mononucleares activadas por PHA, pudiera espermatozoides y del blastocito a través
iniciar la apoptosis cuyo resultado final seria del oviducto, sin la consiguiente
una inhibicion de la proliferacion linfocitaria  activacion de mecanismos inmunes
en nuestros experimentos. Tampoco es locales.

SUMMARY

It is stated that the induction of immune tolerance seems to be a mechanism that
participates in the normal functioning of the female reproductive tract. The
study of the production of immunomodulatory substances by the epithelial cells
of rat Fallopian tubes in culture was proposed. Rat samples were obtained and
cultured in RPMI 1 640 medium and in MEM D-val medium. The medium was
collected and the immunomodulatory capacity on the proliferation of mitogen-
stimulated lymphocytes was determined. It was proved that the cultures carried
out with RPMI 1 640 grew faster with a predominance of fusiform cells,
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supposedly fibroblasts, causing an inhibition of the dose-dependent lymhocytic
proliferation, and that those cultures where the MEM D-val medium was used
grew slowly with a predominance of round cells, presumably epithelial, and that
the dose-dependent lymphocytic proliferation was inhibited, which allowed to

consider that the immunomodulatory substances are mainly produced by the
epithelial cells from the lumen of the Fallopian tubes. This may be a mechanism
of immune tolerance that facilitates the transportation of spermatozoa and of
the blastocyst through the oviduct.

Subject headingsGENITALIA FEMALE/physiology; FALLOPIAN TUBES/
immunology; GONADOTROPINS; EQUINE/administration and dosage.
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