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Resumen

RESUMEN

Desde hace mucho tiempo se sabe que el cérvix actia como una barrera
anatomica y fisiolégica que divide el medio externo, al cual se abre la vagina, y
el medio intrauterino donde se desarrollan los fetos durante la gestacion. Sin
embargo, esta funcion de barrera protectora se revierte al momento del parto, en
el cual el érgano se dilata aumentando de esta manera el didmetro del canal
cervical permitiendo la salida de los fetos con el menor traumatismo posible.
Desde el punto de vista histolégico, se pueden distinguir dos zonas
caracteristicas: la primera comprende el epitelio, el cual sufre cambios graduales
a medida que se asciende por el cérvix en sentido caudal-craneal; de tal manera
de confundirse con el epitelio estratificado de la vagina en el ectocérvix, hasta
llegar a un epitelio columnar alto, cercano al comienzo de los cuernos uterinos.
Estas diferencias son mas o menos marcadas de acuerdo al estadio del ciclo
estral, haciéndose maximas durante el estro y menos notorias durante el diestro.
La segunda zona comprende el estroma cervical, compuesto fundamentalmente
por tejido conectivo y muscular liso, conformando las paredes del organo y

brindando sus propiedades elasticas. De la misma manera que ambas zonas se

distinguen morfolégicamente lo hacen también funcionalmente. El epitelio

cervical juega un rol muy importante €n la interaccion moco cervical-semen

durante el transporte espermatico cervical, mientras que el estroma posee la
plasticidad necesaria para permanecer Como una barrera rigida durante la prefiez

y transformarse en una estructura blanda y flexible al momento del parto. Se han

vil




Resumen

realizado numerosas investigaciones con el fin de estudiar los mecanismos
bioquimicos ¢ histologicos que permitirian esta transformacién. Se han
observado modificaciones profundas en el entramado de colageno, como asi
tambi¢n cambios en la composicion cuali y cuantitativa de los proteoglicanos,
todas sustancias componentes de la matriz extracelular del tejido conectivo del
cérvix uterino. Por otra parte se ha documentado que, durante el parto, el cérvix
es invadido por leucocitos provenientes del torrente sanguineo, proceso que,
junto al aumento del contenido de agua del 6rgano, nos recuerda la imagen
morfologica de un proceso inflamatorio. Estos eventos estarian enddcrino y
paracrinamente modulados de manera muy compleja, de tal forma que el
mecanismo de regulacion de este importante proceso esté lejos de ser conocido.

Los objetivos de la presente tesis son: 1) Establecer si existe una asociacion
entre la infiltracion de eosindfilos y los procesos de degradacion del colageno
que se llevan a cabo en el cérvix de la rata durante el parto. 2) Conocer cual es la
participacion y los mecanismos de accién de la Pg, el E; y la Rlx en la
regulacion de la infiltracion de leucocitos y la remodelacion del coldgeno. 3)
Investigar si en el cérvix de la oveja, especie de interes zootécnico y
ampliamente utilizada como modelo animal para estudiar los mecanismos de

control asociados con el parto, se observan los mismos fendmenos de

infiltracién leucocitaria y remodelacion del colageno que en especies de

laboratorio (ejemplo: la rata).

viii




—

Resumen

Se usaron ratas cepa Wistar de 200 gr como minimo y de edad aproximada a los
9( dias. Por otra parte, se utilizaron ovejas de raza Corriedale, entre 3 y 4 afios
de edad, con un peso de 4542 kg Con el objeto de estudiar el efecto de las
hormonas E; y Pg sobre la infiltracion de eosinéfilos y el colageno del cérvix
uterino de la rata, se desarrollé un modelo de rata prefiada OVX el D9 de
preiiez, tratada con terapia sustitutiva de esteroides, manteniendo niveles
plasmaticos cercanos a los fisiologicos. Para conocer el efecto del E; en ausencia
de Pg sobre los pardmetros evaluados se generaron grupos de ratas psp OVX el
D9 de psp e inyectadas con E, en dosis que simularon las concentraciones de la
prefiez. Con el fin de estudiar los efectos de la Rlx sobre la infiltracion de
eosindfilos y el colageno del cérvix, se generaron grupos de ratas prefiadas OVX
el D22 de prefiez inyectadas con RIx porcina. Los cérvices de ovejas prefiadas
fueron divididos en dos zonas y se les estudié los tipos celulares que infiltran el

6rgano y la degradacion del colageno al momento del parto. Estos resultados se

compararon con ovejas controles no prefiadas.

Los resultados muestran que la infiltracion de eosinofilos y la colagendlisis

observadas en el cérvix de la rata al momento del parto son coincidentes en el

tiempo pero parecen obedecer a controles hormonales diferentes. La infiltracion

de eosinofilos es promovida por el Es, mientras que la degradacion del colageno
es promovida fundamentalmente por la RIx. La colagendlisis observada en los
animales prefiados intactos pudo ser reproducida solamente en aquellos animales

1X
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tratados con RIx, en cambio la infiltracion de eosinofilos no se vi6 afectada por
esta hormona. Dicha infiltracién se vi¢ promovida por el E; e inhibida por la Pg,
dicha inhibicion es revertida con el suministro del antiprogestageno RU-486 lo
que indicaria que el efecto inhibitorio de la Pg necesita de la interaccion
hormona-receptor. Coincidentes con trabajos anteriores realizados sobre cuernos
uterinos de ratas inmaduras, la accién promovedora de la infiltracion del E; es
mediada por la sintesis de proteinas, dado que dicha accién se vi6 bloqueada con
el inhibidor de sintesis d¢ RNA ACT-D. En los cérvices de ovejas prefiadas se
observd una profusa infiltracién de leucocitos neutréfilos al momento del parto,
siendo mayor en la zona subepitelial que en las zonas de estroma profundo. La
colagendlisis en los cérvices de los animales prefiados fue extensa en todo el
organo, no habiendo diferencias significativas entre las diferentes zonas
evaluadas. Por otra parte se observaron diferencias significativas cuando se
compararon estos resultados con ovejas controles no prefiadas. Los cérvices de
estos ultimos presentaron bajos niveles de infiltracion leucocitaria en todas las

zonas evaluadas y ausencia de colagenolisis en todo el estroma del cérvix

uterino.

Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten elaborar las siguientes
conclusiones: 1) Los fenomenos de infiltracion de eosindfilos y la colagenolisis

en el cérvix uterino de la rata intraparto son fenomenos SINCronicos pero

regulados por hormonas diferentes e independientes entre si. 2) La colagenolisis

X
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en ¢l cervix uteri g o o
CTVIN utermo de o ratn mtraparto es promovida fundamentalmente por la

RIN, aunque trabajos previos indican Ia necesidad de priming por parte del E,,
para que la RIX sea bioldgicamente activa, 3) La infiltracion de cosindfilos en el
cervix de la rata es un fendmeno promovido por el I, ¢ inhibido por la Pg. 4) El
efecto promovedor del E, e inhibitorio de la Pg implicaria la interaccion
receptor-hormona esteroidea. 5) El efecto promovedor del E; seria mediado por
la sintesis de proteinas, 6) El cérvix uterino de la oveja intraparto presenta altos
niveles de infiltracién de polimorfonucleares neutréfilos y una extensa
colagenolisis. 7) La infiltracion leucocitaria y la colagendlisis del cérvix uterino
de la ove)a intraparto son fendmenos que no guardan correlacion en su

distribucion morfologica, comportandose como eventos independientes

X1
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Introduccion

1-ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL CERVIX

1.1 Generalidades

Si bien la anatomia macroscopica del tero es diferente en muchas especies de
mamiferos, todas ellas presentan en la porcién caudal un cuello uterino o cérvix.
Desde hace mucho tiempo se sabe que el cérvix actia como una barrera
anatomica y fisiologica que divide el medio externo, al cual se abre la vagina, y
el medio intrauterino donde se desarrollan los fetos durante la gestacion (Calder,
1981). Sin embargo, esta funcion de barrera protectora se revierte al momento
del parto, en el cual el 6érgano se dilata aumentando de esta manera el diametro

del canal cervical permitiendo la salida de los fetos con el menor traumatismo

posible (Liggins et al., 1977).

En la rata, el Gtero presenta dos cuernos con un unico cérvix dividido
completamente por un septum cervical, dicho septum divide al 6rgano en dos
compartimientos que se comunican en un sentido craneal con el cuerno uterino
correspondiente, mientras que en sentido caudal ambos canales cervicales
desembocan en vagina fusionados en un tnico orificio (Fig. 1A) (Nalbandov,
1969: Knudsen et al., 1994). La porcion caudal del cérvix, que penetra en el

espacio vaginal, se denomina ectocérvix mientras que la porcion craneal recibe

el nombre de endocérvix (Hafez, 1970) (Fig. IB).
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Figura 1: A) Representacién esquemstica de los cuernos y cérvix uterinos en la rata.
Noétese el cérvix completamente dividido por un septum, donde cada canal cervical se
comunica en forma independiente con su correspondiente cuerno uterino. Modificado de:
Nalbandov, A.V. (1969) La estructura de los sistemas reproductores. En: Fisiologia de la
Reproduccion. Ed. Nalbandov, A.V., Acribia-Zaragoza, Espaiia. B) Esquema de las
diferentes zonas en el cérvix de la rata. Modificado de: Da Costa Ferreira Junior, J. (1995)
Estudo morfologico da modulacao das fibras do sistema eldstico induzida por esteroides

ovdricos na ldmina prépria da cérvix uterina da rata. Tese apresentada ao USP para

obtengao do titulo do Doutor em Ciencias.

Desde el punto de vista histologico, se pueden distinguir dos zonas

caracteristicas: la primera comprende el epitelio, el cual sufre cambios graduales
a medida que se asciende por el cérvix en sentido caudal-craneal; de tal manera
de confundirse con el epitelio estratificado de la vagina en el ectocérvix, hasta
llegar a un epitelio columnar alto, cercano al comienzo de los cuernos uterinos.
Estas diferencias son mas o menos marcadas de acuerdo al estadio del ciclo

estral, haciéndose maximas durante ¢l estro y menos notorias durante el diestro
2
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(El-Banna & Hafez, 1972). La segunda zona comprende el estroma cervical,
compuesto fundamentalmente por tejido conectivo y muscular liso,

conformando las paredes del 6rgano y brindando sus propiedades elasticas (Fig.

2).

Figura 2: Fotomicrografia del cérvix uterino de una rata a bajo aumento. Se observa
claramente el septum dividiendo el cérvix en dos canales independientes (C). Las zonas
mas claras del tejido corresponden al estroma fibroso subepitelial (E), las zonas mas
rojizas al misculo liso (M).

De la misma manera que ambas zonas se distinguen morfolégicamente lo hacen
también funcionalmente. El epitelio cervical juega un rol muy importante en la

interaccién moco cervical-semen durante el transporte espermadtico cervical,

mientras que el estroma posee la plasticidad necesaria para permanecer como
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una barrera rigida durante la prefiez y transformarse en una estructura blanda y
flexible al momento del parto (Danforth, 1983). La composicién del estroma
cervical de la rata también varia de acuerdo a la zona del cérvix que se analice
(Harkness & Harkness, 1959). La parte craneal del endocérvix esta constituida
por un 40-50% de musculo liso, sin embargo si se recorre ¢l 6rgano en sentido
caudal se observa un pronunciado aumento de tejido conjuntivo, junto a una
disminucion del contenido de musculatura lisa. En sintesis, si se analiza el
cervix como un todo se obtiene un 50-75% de tejido conjuntivo frente a un 20-
40% de tejido muscular liso. De la misma manera, en la mujer, el contenido de
musculo liso disminuye de acuerdo a la altura anatomica del cérvix en sentido
craneal-caudal. En la porcién mas alta del cérvix se observa un 25% de musculo
liso mientras que en la porcion ectocervical se encuentra sélo un 6% (Rorie &

Newton, 1967).

La diferencias estructurales entre el cérvix y el cuerpo del atero hacen que
ambos elementos se comporten como sistemas biomecanicos bien diferenciados.
En efecto durante casi todo el periodo de gestacion el cérvix permanece rigido e
inextensible, propiedades que permiten mantener a los productos de la
concepcion dentro del utero en forma segura, resistiendo a las tensiones
producidas por el peso y los movimientos de los fetos. Sin embargo, al final de
la gestacion el cérvix sufre una serie de cambios profundos en sus propiedades

mecanicas, transformandose en el momento del parto, en un organo flexible,
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cuyo didmetro interno deberd aumentar lo suficiente para dejar pasar los fetos
sin riesgo de traumatismo. Se han realizado numerosas investigaciones con el fin
de estudiar los mecanismos bioquimicos ¢ histolégicos que permitirian esta
transformacion. Se han observado modificaciones profundas en el entramado de
colageno (Junqueira ef al., 1980; Downing & Sherwood, 1986) como asi
también cambios en la composicion cuali y cuantitativa de los proteoglicanos
(Danforth et al., 1974, El Maradny et al., 1997), todas sustancias componentes
de la matriz extracelular del tejido conectivo cervical. Por otra parte se ha
documentado que, durante el parto, el cérvix es invadido por leucocitos
provenientes del torrente sanguineo (Junqueira et al., 1980; Luque & Montes,
1989), proceso que, junto al aumento del contenido de agua del organo, nos
recuerda la imagen morfologica de un proceso inflamatorio. Estos eventos
estarian enddcrino y paracrinamente modulados de manera muy compleja, de tal

forma que el mecanismo de regulacion de este importante proceso esta lejos de

ser conocido.

Para comprender los procesos que ocurren en el cérvix al momento del parto es

necesario comentar en detalle la composicion celular y extracelular del estroma

cervical.
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1.2 Composicion del estroma cervical

1.2.1 Coligeno

1.2.1.1 Generalidades

Con el término colageno se denomina una familia de proteinas presente en
NUMErosos Organismos metazoarios, preferentemente de ubicacion extracelular,
con propiedades quimicas y morfologicas caracteristicas. La mayoria de los
diferentes tipos de colageno forman extensos polipéptidos que se asocian para
formar triples hélices. Estas estructuras se agregan para formar las fibrillas de
colageno, visibles al microscopio electrénico. Grupos de fibrillas se asocian para
formar las fibras de colageno, visibles al microscopio éptico (Fig. 3) (Montes &

Junqueira, 1982).

El colageno es la proteina mas abundante del reino animal, constituyendo
aproximadamente un 25% del peso corporal en los mamiferos, a su vez, es de
aparicion temprana en la escala evolutiva, dado que a partir de observaciones
realizadas en algunos Poriferos, éstos presentan tres tipos diferentes de colageno
(Garrone et al., 1975). El rapido desarrollo en afios recientes, de métodos
inmunolégicos y citoquimicos para el estudio del colageno, ha permitido
demostrar que lo que antafio se consideraba como una simple proteina de
colageno, en realidad involucra una familia de moléculas proteicas que pueden
ser caracterizadas por su estructura quimica, morfologia, distribucion y

propiedades funcionales (Montes & Junqueira, 1982).
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1.2.1.2 Estructura del colageno

La molécula de coldgeno esta conformada por una triple hélice construida a
partir de tres cadenas polipeptidicas tipo alfa (). Cada cadena es sintetizada en
el reticulo endoplasmico rugoso (RER) bajo la denominacién de preprocolégeno
(Fig. 4). Este polipéptido estd compuesto por una porcién central de forma
heliforme, limitada por dos porciones laterales no heliformes que se denominan
peptidos de registro. En la porcién inicial del polipéptido se encuentra una
tercera porcion, llamada péptido sefial, que conjuntamente con la porcidén central
y los péptidos de registro constituyen el polipéptido preprocolageno (Becker ef
al., 1977). Una vez que esta macromolécula se encuentra en el interior de las
cisternas del RER, sufre el clivaje del péptido sefial, resultando entonces en el
polipéptido llamado procolageno. Tres cadenas o de procoligeno se torsionan
entre si, para formar la triple hélice llamada molécula de procolageno. Luego,
las moléculas neoformadas de procoligeno son transportadas al aparato de
Golgi, que permitira la formacion de vesiculas que finalmente produciran la
extrusién dentro del espacio extracelular. Durante el proceso de extrusion, los
péptidos de registro son clivados debido a la accion de dos enzimas proteoliticas
(procoldgeno peptidasas) (Fessler ef al., 1981). La proteina resultante, llamada
molécula de colageno por los quimicos y tropocolageno por los histdlogos, estd
compuesta por un segmento alargado conformado como triple hélice, con dos
porciones no heliformes pequefias en sus extremos. El siguiente paso, ocurre en

el espacio extracelular en forma espontdnea y consiste en el ensamble del
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tropocolageno para constituir las fibrillas de coldgeno. En estas fibrillas se
producen una serie de enlaces covalentes cruzados (crosslinks) que le dan la
caracteristica resistencia tensional a esta estructura fibrilar (Fig. 5). Estos
enlaces cruzados, catalizados por una lisil oxidasa, pueden darse entre los
polipéptidos de una misma molécula de tropocoligeno (intramoleculares) o

entre diferentes moléeulas de tropocoldgeno (intermoleculares) (Silver, 1982).

Enlace cruzado

—
imiramabscular i Wt

N,

:

% ST, o T Enlace cruzado
Em&}x £l T~ intermolecular

Figura 5: Formacidn de enlaces cruzados inter ¢ intramoleculares que permiten dar al
entramado de coligeno su rigidez tensional caracteristica. Modificado de Alberts et al,

(1994) Molecular Biology of the cell. 37 edicion. Eds; Garland Publishing Inc., New York,
LS4,

1.2.1.3 Polimorfismo del coligeno

Mis de 11 diferentes tipos de colageno se han identificado vy caracterizado hasta
la fecha en tejidos de vertebrados. Dentro de esta variedad creciente,
describiremos las caracteristicas fundamentales de los coligenos intersticiales

tipo I, [T v I11. Estas caracteristicas estan resumidas en la Tabla 1.
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Tabla I: Pnncipales caracteristicas de los tipos de colageno I, Il y 111, (Reproducido parcialmente de Montes & Junqueira, 1982).

Tipo de Formula Distribucion Microscopia  Ultraestructura Lugar de Funcion
Coliageno Molecular optica sintesis
| [ai(D): [ox(I)]  Dermis, Hueso,  Fibras gruesas, no  Fibrillas gruesas,  Fibroblastos, Resistenciaala
Tendon, Dentina,  argirofilicas, densamente osteoblastos, tension.
I Cartilago fibroso,  altamente empaquetadas con  odontoblastos y
Cérvix. birrefringentes. marcadas condroblastos.
variaciones en el
diametro.
[ai(1D)])s Cartilago elastico e Redes laxas de No forman fibras,  Condroblastos Resistencia a
hialino colageno, solamente fibrillas delgadas presiones
I visibles con ayuda  embebidas en intermitentes.
de Picrosirius- sustancia basal.

Polanzacion.

[ec (11T} Musculo liso, Forman fibrasde  Pobremente Célula muscular Mantencion de
endoneuro, arterias, baja birrefringencia  empaquetadas, lisa, fibroblastos, estructuras basicas
dtero, higado, verdosa, diametros células reticulares, en organos

n pulmén, nAon. argirofilicas. uniformes. células de Schwann expansibles.
Llamadas fibras y hepatocitos.
reticulares.
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Coldgeno tipo 1
Este tipo de colageno contribuye en mayor proporcion al contenido total de
colageno en vertebrados, constituyendo el componente méas abundante en hueso
y piel. Esta también presente en tendon, capsulas de organos, dentina,
pericondrio y cartilago fibroso. Las células capaces de producir este tipo de
colageno son: fibroblastos, osteoblastos y odontoblastos. Al enfocar con el
microscopio Optico sobre dichos tejidos adultos normales, el colageno tipo I
aparece como fibras gruesas (2-10 um), densamente empaquetadas (Montes &
Junqueira, 1982). La morfologia ultraestructural de este tipo de colageno difiere
de la de los tipos Il y III, de tal manera de permitir su caracterizacion a través de
la microscopia electronica. Cuando se observan estas fibras en cortes
longitudinales, las bandas caracteristicas originadas por las regiones de
sobreposicion y brecha (Fig. 3) formadas cada 68 nm, son muy notorias. El
colageno tipo I esta presente en aquellos 6rganos que soportan fuertes tensiones

mecdnicas cumpliendo fundamentalmente una funcion estructural.

Coldgeno tipo IT
Este tipo de colageno no forma fibras visibles con las técnicas usuales de
microscopia optica. Al microscopio electronico aparece como una malla de
fibras muy finas (20 nm) flojamente empaquetadas con un patron de bandas
poco visible. Es producido por condroblastos, se encuentra en cartilagos hialinos
y elasticos y presenta una intensa interaccion con proteoglicanos que permite

12




Introduccion

mantener una eficaz resistencia ante la accion de presiones intermitentes en el

cartilago (Zambrano ef al., 1982),

Coligeno tipo 1If
Este tipo de colageno se encuentra usualmente entremezclado con colageno tipo
I en varios tejidos (ejemplos.: (tero, arterias, piel, etc). Evidencias obtenidas a
partir de estudios histoquimicos permiten definir al colageno III como fibras
delgadas (0,5-2 pm) argirofilicas, poco refringentes que se corresponden con las
fibras reticulares descriptas previamente por los histélogos (Junqueira et al.,
1978; Montes et al., 1980). Cuando se las observa al microscopio electrénico,
las fibras reticulares se componen por grupos de fibrillas delgadas, pobremente
empaquetados. El espacio interfibrilar presenta puentes cortos y delgados que
unen las fibrillas entre si (Montes et al., 1980). El colageno tipo III es producido
por células de musculo liso, fibroblastos, células reticulares y células de
Schwann. Este colageno esta siempre presente en aquellos organos que poseen

un andamiaje estructural movil tales como arterias, Gtero, intestino, etc.

1.2.1.4 Colageno en el cérvix

Luego de las primeras observaciones efectuadas por Danforth (1947) donde se
pone de relieve la naturaleza predominantemente conjuntiva del tejido cervical,
la matriz extracelular comenzo a ser observada como un tgjido dotado de un

intenso dinamismo y gobemado por procesos de biosintesis y degradacion. En el
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cérvix las moléculas de coldgeno se encuentran dispuestas en fibras ordenadas
embebidas en la matriz extracelular del tejido conectivo cervical (Kleiss ef al.,
1978). El tropocolageno, unidad estructural del colageno, posee la tipica
estructura de triple hélice conformada a partir de tres cadenas o con un peso
molecular de 100.000 cada una aproximadamente (Bornstein et al., 1979). Estas
cadenas o poseen una alta concentracion de prolina e hidroxilisina, llegando en
este Ultimo caso a constituir el 10% de los residuos de aminoacidos totales que
componen las cadenas. La hidroxiprolina es un aminoacido exclusivo de la
molécula de coldgeno, permitiendo a través de su dosaje determinar la
concentracion de coldgeno en diferentes tejidos, incluyendo el cérvix (Brodsky
et al., 1982). El colageno contribuye aproximadamente con ¢l 85% del peso seco
del cérvix (Uldbjerg er al., 1983a). Como hemos visto, se clasifica a las fibras de
colageno de acuerdo a la composicion de sus cadenas o, siendo la mayoria del
colageno cervical de tipo I [o;(1)]; [aa(1)], acompaiiado hasta un 30% por
coldgeno tipo [II [e (II1)]; (Minamoto et al, 1987). No existen evidencias
directas que la proporcion de los tipos de colageno cervicales cambie durante la

gestacion (Kleiss et al., 1978).

[.as modificaciones en las propiedades biomecdnicas del cérvix durante el parto
son conocidas desde hace mucho tiempo. En el c¢érvix a término la estructura
rigida e inflexible se pierde para transformarse dramaticamente en un Organo

plastico v dotado de gran extensibilidad. Lste proceso es conocido como
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maduracion cervical, siendo un factor crucial para lograr un parto normal y con
el menor riesgo de traumatismo fetal, Se han realizado numerosos intentos para
correlacionar estos cambios en las propiedades fisicas con eventos bioquimicos
que ocurren en el seno de la matriz extracelular del cérvix. Numerosos trabajos
han descripto modificaciones en la estructura fisica y quimica del colageno
cervical concurrentes en el tiempo con el proceso de maduracién. Sin embargo,
el aumento del contenido de colageno en el cérvix durante la gestacion no €s tan
notorio como ocurre en el utero. En la rata el contenido de colageno cervical se
incrementa en el doble durante el altimo tercio de la gestacion, mientras que en
los cuernos uterinos dicho aumento se eleva entre ocho y diez veces (Harkness
& Harkness, 1954). En el raton el incremento en el colageno cervical durante la
gestacion es de aproximadamente el 30% del correspondiente a la rata, las
mismas cifras se aprecian para la oveja y la mujer, mientras que en el conejo el
contenido de colageno cervical es igual en hembras prefiadas como no prefiadas
(Fosang et al., 1984; Uldbjerg et al., 1983b). Huszar et al. (1984) encuentran
una disminucion en la concentracion y un aumento en la solubilidad del
colageno en cérvices de ratas en el dia de parto. Downing y Sherwood (1986)
observaron que existe una degradacion importante del colageno cervical de la
rata durante las ultimas horas de la gestacion. Luque y Montes (1989), utilizando
el método de Picrosirius-Polarizacion para estudiar la agregacion fisica del
colageno en cérvices de ratas intraparto, observaron la pérdida del entramado

rigido y ordenado de coldgeno y en su lugar encontraron fibras de colageno
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dispuestas en orientaciones alcatorias. Conjuntamente con estas modificaciones
fisicas del colageno observaron una extensa infiltracion del organo por
leucocitos cosinofilos. La existencia del proceso colagenolitico durante la
maduracion cervical se ha encontrado en otras especies incluyendo al ser
humano. Junqueira (1980), utilizando el método cuantitativo de Picrosirius-
Polarizacion, encuentra degradacion del colageno cervical en biopsias de
mujeres intraparto, asociado a una extensa infiltracion de leucocitos
polimorfonucleares neutrofilos. Rajabi er al. (1991) observan un proceso
colagenolitico similar durante el trabajo de parto del cobayo. En la oveja, Owiny
et al. (1995) describen una infiltracion de leucocitos neutréfilos en el momento
del parto, mientras que Fosang et al. (1984) observaron una significativa
infiltracién de leucocitos eosinéfilos en los cuellos uterinos de ovejas intraparto.
Ademas de esta aparente contradiccion en el tipo celular que infiltra el cérvix de
la oveja durante el parto, ninguno de estos autores atribuy6 un rol funcional a

esta infiltracion.

Existe una profunda controversia sobre el mecanismo bioquimico que subyace a
la pérdida del ordenamiento rigido del entramado de coligeno en el cérvix.
Numerosos trabajos sugieren que la colagenasa intersticial. metaloproteinasa
especifica que interviene en la proteolisis del colageno en numerosos tejidos de
los mamiferos, seria la responsable de llevar adelante este proceso. Dicha

enzima es sintetizada en células del tejido conectivo, tales como fibroblastos y
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cClulas del musculo liso (Wooley, 1984), como asi también en leucocitos
polimorfonucleares (Murphy e al,, 1977). Ito ef al. (1977) encontraron por
primera vez un incremento de actividad enzimatica colagenolitica en cérvices de
mujeres intraparto. Rajabi et al. (1988) hallaron un incremento sustancial de
actividad colagenasa en la porcion inferior del Utero de mujeres durante el
trabajo de parto. Sin embargo, los autores no pudieron distinguir el origen de
esta enzima, ya que el tejido se encontraba infiltrado por leucocitos neutrofilos.
En ratas tratadas con el antiprogestageno RU-486 en el dia 18 (D18) de prefiez
se observo un incremento de la actividad colagenasa cervical concurrente con el
trabajo de parto inducido por el farmaco (Ikuta ef al., 1991). Conjuntamente con
estos eventos se han descripto inhibidores de colagenasa en el cérvix uterino,
que podrian intervenir como reguladores tisulares de la actividad proteolitica

(Jeffrey et al., 1980).

Por otra parte algunos experimentos in vitro, utilizando fibroblastos
provenientes de cérvices de congjo, han mostrado que algunas sustancias, tales
como sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) y prostaglandinas ¥, (PGF»)
y E; (PGEy), son capaces de producir moderados incrementos en la produccion

de colagenasa en el medio de cultivo (Sakyo et al., 1986; Goshowaki et al,

1988).
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A pesar de los hallazgos enunciados anteriormente, no existen estudios que
demuestren fehacientemente que las profundas modificaciones biomecanicas
que sufre el cérvix al momento del parto se deban fundamentalmente a la
ruptura proteolitica tipica del colageno efectuada por las colagenasas
intersticiales. Uno de los ejemplos mas notorios en este sentido es el cérvix de
conejo. Durante la gestacion y en el periodo postparto no existe modificacion
alguna en el contenido de colageno del organo a pesar de sufrir una
transformacion dramatica en sus propiedades tensoriales que permiten el
nacimiento de las crias sin traumatismo (Koob ef al., 1981). Si la actividad
colagenasa fuese un factor clave para mediar los cambios funcionales que se
registran durante el proceso de maduracién cervical, el coldgeno que seria
degradado por esta enzima deberia ser reemplazado inmediatamente por
colageno sintetizado de novo, de tal manera que la velocidad de sintesis sea

1gual a la de su degradacion. Si bien este mecanismo podria ser operativo, nunca

ha sido demostrado (Jeffrey, 1991).

Por ofra parte, se han estudiado las estructuras quimicas del colageno cervical
durante su proceso de maduracion, donde se han encontrado evidencias que
indicarian que los monémeros que conforman las fibrillas de colageno estarian
intactos; a su vez los mapeos proteicos efectuados sobre estas moléculas no
diferirian de aquellos realizados sobre moléculas de colageno controles. Estas

evidencias llevarian a la conclusion de que las estructuras primarias del
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colageno extractado de los Cervices intraparto estarian intactas (Koob et al.,

1981; Jeffrey, 1991). Sobre la pae de estos hallazgos, también cabe la

interpretacion que el aumento de la distensibilidad cervical no se deberia a la

accion de las clasicas colagenasas sino mas bien a la actividad de proteasas

neutras que clivarian al colageno en sus porciones terminales no-helicoidales,

Dichas porciones estan implicadas en la formacion de la red ordenada y rigida
de fibrillas de colageno a través de |a generacion de enlaces cruzados. De esta
manera se explicarian numerosos hallazgos encontrados en cérvices peri o
intraparto tales como la pérdida de las estructuras rigidas de coldgeno, altamente

birrefringentes, por microscopia de polarizacion (Luque & Montes, 1989).

1.2.2 Sistema Elastico

1.2.2.1 Ultraestructura de las fibras del sistema eldstico

La ultraestructura de las fibras elasticas demuestra que estan compuestas por una
porcién central que contiene material amorfo, abundante y homogéneo,
identificado como elastina, rodeado por microfibrillas de aproximadamente 10-
12 nm de diametro que, en secciones transversales, muestran un perfil tubular
electro-denso (Fig. 6) (Montes, 1996). Durante el desarrollo de la fibra elastica,
las microfibrillas aparecen primero seguidas por el deposito gradual de material
amorfo que se va incluyendo entre estas. En algunos sitios anatomicos solo
aparecen los paquetes de microfibrillas sin el deposito de material amorfo, este

tipo de fibras componentes del sistema elastico s¢ las denomina fibras
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i icas. L : 3 :
oxitalani as llamadas fibras clauninicas, en cambio, son aquellas que

poscen material amorfo dispuesto en formg de parches mezclados entre las

microfibrillas. Esto muestra que no todos los paquetes microfibrilares estan

destinados a conformar fibras elasticas maduras; de acuerdo a Cotta-Pereira ef
al. (1976) las fibras oxitalanicas y elauninicas representan interrupciones en las
fases de desarrollo sucesivas de las fibras elasticas. Por lo tanto un paquete de
microfibrillas puede estar destinado a ser progenitor de una fibra elastica madura
o bien una entidad independiente del tejido conectivo (fibra oxitalanica). Esta es
la razén por la cual Fullmer er al. (1974) propuso el término oxitalanica para
aquellas fibras presentes en areas anatomicas del estado adulto que nunca
desarrollaran a fibras elasticas caracteristicas, y el término fibras pre-elasticas a
aquellas que componen el tejido elastico en desarrollo de aquellas estructuras
que estan madurando hacia fibras elasticas caracteristicas. La existencia de estos
tres tipos de fibras fue confirmada por Cotta-Pereira ef al. (1976) a través del
microscopio electronico, mostrando que las fibras del sistema elastico

pertenecen a una serie continua y ordenada cronologicamente durante la

histogénesis en oxitalanicas, elauninicas y elasticas maduras (Fig. 7).

1.2.2.2 Fibras eldsticas en el cérvix

En términos generales los resultados encontrados en la bibliografia indican que
la composici6én cuantitativa en elastina del cérvix es baja. En los primeros
trabajos Danforth (1947) encuentra que las fibras elasticas componen apenas el
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1% del tejido fibroso cervical de |4 mujer, sin observar modificaciones sensibles
entre pacientes gravidas y no embarazadas Sin embargo, cuando se correlaciond
la composiciOn cuantitativa de diferentes Organos con la capacidad funcional del
tejido elastico, se observé que aunque existan pequerias cantidades de este tipo
de fibras son fundamentales para el cumplimiento de la funciéon del érgano;

sobre todo en aquellos en donde la distensibilidad y el retorno a la forma
original son dos propiedades esenciales, tal como ocurre en la piel y los
pulmones (Leppert et al., 1982). Sin embargo no son claros los resultados
cuando se intentan comparar las composiciones cuantitativas de elastina en
cérvices de mujeres gravidas y no gravidas. Leppert y Yu (1991) encontraron
modificaciones muy pequefias entre ambos grupos experimentales mientras que
Gunja-Smith y Woessner (1985) observaron diferencias de hasta 4,3 veces por

encima en el contemdo de elastina en cérvix de mujeres embarazadas.

En un estudio cuantitativo realizado con analizador de imagenes, se revel6 que
la densidad de volumen de elastina en el cérvix de mujeres en el parto (0,73 +
0,11) era significativamente menor que en cérvices de mujeres no gravidas (1,33
+ 0,08) (Rotten et al., 1988). En este mismo estudio los autores observaron una
progresiva desorganizacion de las fibras elasticas a medida que el embarazo

progresaba, sin embargo entre 5 y 7 semanas lucgo del parto el tejido elastico

aparecié completamente reestructurado. En base a estos resultados los autores
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proponen que la elasting interviene en

reconstruccion cervical durante e parto y pos-

Figura 6

Figura 6: Fotomicrografia electrénica
mostrando una seccidn transversal de
fibras elisticas en desarrollo en wun
ligamento de feto bovino de 230 dias de
desarrollo. La elastina (E) furn,;m un
depéosito central rodeada por
microfibrillas (MF) en la periferia de una
fibra en crecimiento. La barra superior
derecha indica una distancia de 0,3 pm.
Tomado de Gross, J. {1981) Cell biology of
extracellular matrix. Eds: Hay, E.D,

Plenum Press, NY, USA.

1.2.3 Sustancia Fundamental

1.2.3.1 Estructura quimica
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Figura 7: Fotomicrografia de limina

propia de endocérvix de rata,
mostrando fibras elasticas (doble
flecha), fibras elauninicas (flecha

simple) y fibras oxitalanicas (cabeza de
flecha). Resorcina-fucsina de Weigert
precedida por oxidacion.
710x. E: epitelio.
Modificado de: Da Costa Ferreira

Junior, J. (1995) Estudo morfologico da

Magnificacion

modulagao das fibras do sistema eldstico
induzida por esterdides ovdricos na
lamina prépria da cérvix uterina da rata.

Tese do titule do Doutor em Ciencias.

Se denomina sustancia fundamental al conjunto de moléculas que componen la

sustancia amorfa que llena los espacios entre las células y las fibras del tejido
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«tivo. Las .
conecli macromoléculas que componen dicha sustancia pueden ser

agrupadas en dos clases:
o glicosaminoglicanos (GAGs)
o glicoproteinas estructurales,

Acompafia a estas macromoléculas el agua en forma de agua unida o de

solvatacion,

Los GAG’s son una familia de polisacaridos heterogéneos, compuestos por
unidades disacaridas repetitivas consistentes en una hexosamina (generalmente
N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina) unida por enlace glucosidico a
acido urdnico o galactosa (Tabla 2). Con la excepcion del acido hialurénico,
todos los GAG’s poseen azlicares sulfatados. Como consecuencia de ello, los
GAG’s poseen una configuracion polianionica debida a la alta densidad de carga
electronica aportada por los residuos sulfato y carboxilo. Esta propiedad
eléctrica es determinante a la hora de analizar sus caracteristicas funcionales en
solucion. La capacidad de “llenar espacios™ surge a partir de la repulsion
electrostatica de estos residuos anionicos, permitiendo mantener alejadas a las
cadenas de polisacaridos y de esta mancra ocupar todo el espacio disponible
(Fig. 8). Esta conducta quimica es la que determina su funcionalidad biologica,
al ser extremadamente aptas para rodear y encapsular completamente las c€lulas
y fibras extracelulares. La alta densidad de carga anidnica junto con su gran

capacidad de uni6n a proteinas permite que se forme una matriz extracelular
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entramada. La mayoria de |og GAG’s, a excepcién del 4cido hialurénico,

normalmente no se encuentran come polimeros libres, sino mas bien unidos 2

proteinas formando complejos conocidos como proteoglicanos (Brandt, 1981).

En estos complejos, la porcion proteica siempre es mucho menor que las

cadenas laterales de GAG's: estas cadenas se unen mediante enlaces

electrostaticos a proteinas extracelulares como el colageno (Fig. 9).
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Figura 8: Detalle estructural de la conformacién de un proteoglicano (agrecan). Las

proteinas de unién permiten la adhesion de numerosas ramas conformadas por un core

proteico de la cual se desprenden las cadenas de GAG’s. Esta estructura arborificada

permite ocupar extensos voliimenes tisulares y penetrar entre los entramados celulares y

fibrosos. Modificado de Alberis et al., (1994) Molecular Biology of the cell. 3 edicion. Eds:

Garland Publishing Inc., New York, USA.
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Una de los terminales de 1a cadena proteinica central del proteoglicano contiene

menor canbidad de GAG's, en su lugar posee un sitio de unién para dcido

hizluronico. Mediante un péptido de union y a través de enlaces no covalentes,

aproximadamente 100 proteoglicanos se unen a una larga molécula de acido

hialuronico (Hascall & Hascall, 1981). Como consecuencia de la repulsion
elecrostatica. las cadenas de polisacaridos se separan unas de otras y de esta

manera ocupan 1odo el espacio que se encuentra entre las fibrillas de colageno.

Los componentes mas frecuentes de los proteoglicanos son: el acido hialurénico,
como el mas abundante. chondroitin sulfato, dermatén sulfato y heparan sulfato.
La sintesis de los proteoglicanos comienza en el RER generando primero el
esqueleto proteico y luego agregando las cadenas de carbohidratos. La
glicosilacion termina en el Golgi donde se sulfatan los respectivos

carbohidratos. componentes de las cadenas laterales.

Varias células son las responsables de la degradacion de los proteoglicanos
haciendo que el recambio de estas sustancias sea relativamente rapido (2-4 dias
en el caso del acido hialurénico y 7-10 dias para los GAG’s sulfatados),

comparado con el recambio fisiologico de las moléculas de colageno.
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1.2.3.2 Sustancia fundamenta] en el cérvix

efidos conecti
En te] lvos fibrosos, tales como la piel, los tendones y el cérvix

uterino los proteoglicanos contribuyen alrededor de un 0,2% del peso humedo.
El GAG predominante en el céryix es el dermatan sulfato llamado decorin o PG-
S2 (proteoglycan small 2) que constituye hasta un 90% de los
galactosaminoglicanos  totales. Dicho proteoglicano esta acompariado
predominantemente por un biglicano llamado PG-S1, la diferencia estructural
radica en que en el PG-S1 se ubican dos cadenas de dermatan sulfato (de ahi su
clasificacion como biglicano). Ademas del PG-S1 y PG-S2 aparecen pequenas

cantidades de heparan sulfato (Uldbjerg & Malmstrom, 1991).

Numerosos trabajos muestran que durante la prefiez y el parto se producen
algunas modificaciones en la composicion relativa de proteoglicanos en el
cérvix. Durante el parto se ha observado una disminucion de hasta un 40% de la
concentracion de PG-S2, mientras que la relacion PG-S2/colageno se ha visto
duplicada (Uldbjerg et al., 1983; Kokenyesi ef al., 1990). Debido a que existen
trabajos que reportan un incremento en la sintesis de colageno a término (Fosang
et al., 1984) es atractivo especular que este colageno neosintetizado formaria
fibras y fibrillas en un medio ambiente de proteoglicanos diferente al del cérvix
de animales no prefiados y estas caracteristicas influirian sobre las propiedades
biomecanicas del cérvix a término (Fig. 9) (Uldbjerg & Malmstrom, 1991).

Golichowski ef al. (1980) estudiaron los cambios en los contenidos de GAG's
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durante la prefiez en el cérvix de la rata. Los autores concluyen que durante los

primeros 15 dias de prefiez no se observan cambios significativos en el

contenido de GAG's cervicales, mientras que a partir del dia 16 y hasta el 21

observaron un importante incremento en las cantidades de hexosamina sulfatada
y 4cido urénico. El andlisis por cromatografia en papel reveld un incremento
significativo en keratan sulfato en la altima parte de la prefiez. Este incremento
de keratan sulfato, molécula con menor afinidad por el colageno que el dermatan

sulfato, llevé a los autores a postular un efecto facilitador por parte de aquella

molécula, en el mecanismo colagenolitico.

Acido hinlurdnico

Mnudém:ms

E

proteoglicans ¥ )
=

Fihril]u/ o

t-ﬂlll«th“"‘-\_-_“ . 25 o e
‘E‘. ] a'. :l__._,_—_j
Acido =
hialurdnico j %1

Figura 9: Molécula de #cido hialurénico formando un conglomerado lineal con multiples

mondmeros de proteoglicano e interaccionando com una malla de fibras coligenas.
Modificado de Ross et al. (1992) Histologia, 2% edicion. Editorial Panamericana, Bs. As.,

Argentina.
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Tabla 2: Propiedades quim

1eas de los glicosaminoglicanos (GAG 's)

Gicoumimegicans  Feso Disacirids
malecaler Fepetide Salfate Unida Distribacién o Lrjides
e disacirido  a proteima
Hadarraass 0005 millores
Uckls Kibeis 0 . Varios Lefidos comfuntivos
2 baalroaaio) ! cordin umbilical
cresta de gallo
Fruido snovial
cartilagn, humor
vitrea, piel nhon,
vilvules cardiscas
Cezdroshieg S000-50 000
j-aifzto + Cartlago, corpes,
hoeso, piel, arterias,
nécleo palposa joven
Condroitng 000 " pra
-l huese, piel, pared
arterial corden
umbilical, tendon, dison
intervertebral
Dermatano sulfate 15 000-40 000 T H 0,5 CHOH 5 10-20 + Piel, tendén,
- 1 : ligamentos, corddn
3 ; umbilical, vilvulas
AR cardiacas
Conoon " wecoow, |
Iduronato (o glucuranatoliN-acetilgalactoraming
Heparina £000-25 000 -0,500H - 15-20 + Pared arterial, pulmén,
g higado, piel, cthulas
O0-"N0OH H/ -0
H 050;  H HNSOH
Clucuronats (o idurenatolN-acetilgalactosamina
Heparina sulfato 500012 000 Coma la heparina 02-20 * Pulmén, arterias,
superficies celulares,
membranas basales
Queratang sulfate  4000-12 000 ; “0.50CH © 09-18 + Cartilago, cornea,
' UhEDSh 0 : disco intervertebral
H \rrh : huesa
OH H.A e
B
H 0 o H  HHCOCH, |
Galactosa/N-acetlglucpsaming

Modificado de Smith & Wood (1997) Biologia Celular. Eds: Addisson Wesley
Iberoamericana, Wilmington, Delaware, LINA.
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2- VARIACIONES FISIOLOGCAS DEL CERVIX EN EL PARTO

Desde los primeros trabajos de Danforth (1947 1954) se han realizado

Investi I
nUMErosas stigaciones con el fin de determinar cuales son las variaciones

bioquimicas ¢ histologicas que acompatian la dilatacion del cérvix durante el
parto. En este sentido Bryant ez al. (1968) realizaron un primer estudio intensivo
sobre cérvix de rata, correlacionando el analisis histomorfoloégico con las
variaciones bioquimicas de la matriz extracelular halladas en 108 cérvices de
rata. En base a los resultados obtenidos, los autores propusieron que el rapido
incremento en los niveles de agua y hexosamina tisular que experimentaba el
cérvix uterino en el momento del parto, producia un desbalance entre las fuerzas

cohesivas y adhesivas de las unidades estructurales de colageno que llevaba a un

clivaje longitudinal de dichas unidades.

En 1974 nuevamente Danforth ef al. compararon las biopsias de mujeres
embarazadas y no embarazadas con el objeto de conocer los efectos del

embarazo y el trabajo de parto sobre el colageno, glicoproteinas y GAG’s del

estroma cervical. Las biopsias de cérvices tomadas inmediatamente después del
parto mostraron incremento en el contenido de agua, una marcada disminucion
en el contenido de colageno y glicoproteinas y un aumento en los GAG's frente

a las controles no embarazadas. A la luz de estos resultados se propuso que en el
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momento del parto se produce una extensa degradacion de las fibras de colageno
junto a significativas variaciones de la sustancia fundamental, componentes
ambos de la matriz extracelular cervical. Como consecuencia de la evidencia de
estos cambios bioquimicos, se concluyé que la dilatacion cervical no es un
proceso pasivo, sino mas bien un conjunto de eventos complejamente

relacionados, que permiten al 6rgano adecuar su elasticidad a los requerimientos

del embarazo.

En 1978, Kleissl et al. sumaron evidencias a favor del proceso colagenolitico
durante el parto. Estos autores estudiaron las variaciones de las fracciones acido-
solubles ¢ insolubles de colageno en cérvices de mujeres embarazadas y no
embarazadas. Se encontraron significativas diferencias en el patron
electroforético de la fraccion soluble en acido acético indicando un gran
aumento de la ruptura del colageno en biopsias tomadas intraparto. El analisis de
la fraccion insoluble de colageno reveld que el contenido de hidroxiprolina
disminuia significativamente en los cérvices tomados intraparto en comparacion

con los controles.

Varios trabajos han mostrado que el proceso de maduracion cervical en la rata
esta influido por las hormonas relacionadas con el parto: progesterona (Pg),
estrogeno (Eg) ¥ relaxina (RIx) (Cullen & Harkness, 1960; Downing &

Sherwood, 1986). El mecanismo de ablandamiento del tejido cervical en el parto
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de la rata estaria modulado fundamentalmente por efectos combinados de Eg ¥
Rix. Sin embargo cuando ambas hormonas se suministran por separado en
animales castrados no prefiados no se observan efectos relevantes conducentes a
un ablandamiento cervical (Kroc er al., 1959; Zarrow et al., 1961). Cuando se
suministré RIx sobre ratas tratadas previamente con 17-B estradiol (Ez), se
observaron efectos caracteristicos de maduracion cervical tales como: aumento
del diametro del canal cervical (Kroc ef al., 1959; Zarrow et al, 1961),
incremento en la extensibilidad (Cullen et al, 1960) y disminucion de las
fuerzas de resistencia tensionales (Bradshaw er al, 1981). En este mismo
contexto experimental se ha observado que en ratas ovariectomizadas (OVX)
tratadas previamente con E,, la Rlx tuvo efectos troficos sobre el CErvix,
reportandose un aumento del peso humedo y seco del cérvix frente a los
animales controles, sin embargo no se observaron modificaciones en el
contenido total de colageno de dicho organo (Vasilenko & Mead, 1987). Cheah
y Sherwood (1988), utilizando un interesante disefio experimental, encontraron
que en ratas prefiadas OVX aproximadamente 30 horas (hs) antes del parto, la
restitucion con terapia hormonal de reemplazo de los niveles fisiologicos de E; y
Rlx, permitié obtener los mismos parametros de parto y sobrevida de las crias
nacidas vivas que en los animales controles prefiados intactos. 51 los ammales
OVX eran tratados solamente con E,, dichos parametros se alteraban
significativamente. A través de éste y otros trabajos (Lao Guico-Lamm &

Sherwood, 1988a; Hwang er al., 1989) en donde se estudiaron parametros de
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parto especificos tales como duracion del trabajo de parto, numero de crias
traumatizadas y numero de crias viables, se pudo demostrar que la Rlx es una
hormona esencial para obtener un proceso de parto normal en la rata. Estas
alteraciones en los parametros de parto llevaron a investigar el efecto de dicha
hormona sobre el proceso de maduracion cervical. Lao Guico-Lamm et al.
(1988b) lograron obtener y purificar un anticuerpo monoclonal contra Rlx de
rata que mnhibia su actividad biolégica in vive. De esta manera, trabajando sobre
ratas prefiadas tratadas con dicho anticuerpo durante la segunda mitad de la
gestacion, observaron que los cérvices de los animales tratados eran mucho
menos extensibles y su peso total era significativamente menor al de los
controles prefiados intactos (Hwang & Sherwood, 1988). Del anahsis
histologico de estos cérvices se observo un colageno altamente compactado en
fibras gruesas y ordenadas, alta densidad de fibras elasticas y una disminucion
en el diametro de las secciones arteriolares comparadas con los animales
controles (Lee et al., 1992). Estos mismos autores habian demostrado, utilizando
el mismo anticuerpo, que la inhibicion de la actividad biolégica de la Rix
durante los ultimos 2 dias de la prefiez producia alteraciones en el peso y la
extensibilidad del cérvix al momento del parto, como asi también alteraciones en

los parametros de parto y en la viabilidad de las crias (Hwang et al., 1989).

Si bien el mecanismo de accion de la Rlx esta lejos de ser dilucidado, se han

encontrado sitios aceptores de RIx en células epiteliales del cérvix de ratas
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prefiadas, postulandose que dichas células podrian desencadenar una serie de
eventos que llevarian a las modificaciones de la matriz extracelular del cuello
uterino observadas en el parto (Kuenzi & Sherwood, 1995). Con respecto a los
eventos celulares que median la accién de la Rlx, se ha observado en cultivos de
celulas del estroma cervical de mujeres (Hwang et al, 1996) y de cobayos
(Mushayandebvu et al, 1995) un aumento en la produccion de

metaloproteinasas incluyendo actividad de colagenasa (Hwang ef al., 1996).

Asociados en el tiempo a los eventos de remodelacion del tejido fibroso del
cérvix uterino se ha descripto, hacia el final de la prefiez, una infiltracion de
leucocitos provenientes del torrente sanguineo hacia el tejido subepitelial de
atero y cérvix (Basset, 1962; Tchernitchin e al., 1974; Padykula & Tansey,
1979; Zheng et al, 1988, Lugue & Montes, 1989). Numerosos tipos de
leucocitos se han observado en el itero y cérvix de diferentes especies durante la
prefiez y el parto. En la rata, utilizando técnicas histoquimicas tradicionales, se
ha reportado la presencia de eosinofilos, mastocitos y monocitos (Padykula &
Tansey, 1979; Luque & Montes, 1989) mientras que en la mujer se ha
demostrado la presencia predominante de leucocitos polimorfonucleares
neutrofilos (Junqueira ef al., 1980). Se han propuesto numerosas hipotesis para
a de estas células en el estroma cervical, sin embargo su

explicar la presenci

funci6bn permanece aun hoy desconocida. Una de las primeras hipotesis

propuestas establecia que los eosinofilos que infiltran predominantemente el
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cérvix y utero de la rata al final de |a prefiez eran mediadores de determinadas
acclones estrogénicas (Tchemitchin ef al., 1976). Dicha hipétesis postulaba la
presencia de dos sistemas receptores para los Eg en el Utero, uno de ellos
consistia en la accion del receptor “clasico” nuclear, que implicaba la activacion
de elementos genomicos; mientras que el otro sistema propuesto, llamado
sistema receptor eosinofilico, mediaria las diversas acciones no genomicas de
los Eg, tales como la formacion del edema uterino de la prefiez y las llamadas
respuestas estrogénicas tempranas. Mas recientemente se ha propuesto que los
llamados sitios aceptores para Eg de alta afinidad y baja capacidad tipo II se
encontrarian asociados a los eosinodfilos infiltrantes y mas especificamente a la
peroxidasa que compone algunos de sus granulos (Lyttle et al., 1984; Sheehan et
al., 1986). A pesar de estos esfuerzos, trabajos posteriores han demostrado que
en cultivos de células provenientes de uteros de ratas sin eosinéfilos infiltrantes,
se han observado altos niveles de sitios aceptores tipo I1, y se ha cuestionado su
asociacion a la peroxidasa granular debido a que se ha obtenido actividad
aceptora tipo 11 en fracciones de centrifugacion muy diferentes a dicha enzima
(Markaverich et al, 1986). Por otra parte, trabajando sobre ratones

deplecionados de eosinofilos no se ha logrado inhibir las acciones tempranas de

los Eg sobre el ttero luego de una inyeccion con E; (Pérez et al., 1996).

Sin embargo se conoce desde hace tiempo, que la infiltracion de leucocitos

eosinofilos en el utero de la rata se encuentra asociada a la accion de los Eg
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(Basset, 1962; Tchemitchin ef al., 1974). Una serie de experimentos realizados
sobre ratas inmaduras tratadas con E, han demostrado que este esteroide es
capaz de generar actividad quimiotactica para los eosin6filos en un macerado de
células uterinas (Lee e al., 1989). Dicha actividad quimiotéctica pareceria tener
naturaleza proteica y ser inhibida por la Pg (Howe ef al., 1990). A pesar de estos
interesantes resultados, todas estas experiencias utilizan modelos experimentales
que no se corresponden con la fisiologia de un animal prefiado, es decir no se
trabaja dentro de las condiciones normales de funcionamiento del organismo

durante una preiiez normal in vivo,

Debido al renovado interés por encontrar un nexo funcional entre las
modificaciones histomorfologicas de la matriz extracelular del cuello uterino
durante la prefiez y el parto y la presencia de leucocitos infiltrantes, se han
realizado numerosos estudios para conocer los eventos paracrinos que ocurren
en el estroma cervical a término, en algunas especies tales como el conejo (El
Maradny et al., 1996a; Ito et al., 1994; Ito et al., 1988) el cobayo (Rajabi et al.,
1995; Rajabi et al., 1991a,b) el cerdo (Huang et al., 1993) y en la mujer (Osmers
et al.. 1995: El Maradny et al., 1996b: Kaminski et al., 1994; Yoshida er al.,
1993: Rath ef al., 1993; Osmers el al., 1991). En estos trabajos se han observado
la accion de algunas citoquinas que actuarian como mediadores en el proceso de
maduracion cervical tales como la interleuquina-1 (IL-1). Su aplicacion en

forma de supositorios vaginales promovio el aumento de la actividad
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colagenasa, el contenido de agua del 6rgano se vié incrementado, elevo la
concentracion de interleuquina-8 (IL-8) y produjo una infiltracion de neutrdfilos
sobre ¢l cérvix de conejo (Maradny ef af,, 1995). Experimentos in vitro han
mostrado que cuando se tratan fibroblastos de cérvices de conejas prefiadas con
[L-1, se produce un aumento de IL-8 en el medio de cultivo. Sin embargo el
tratamiento de estas células con Pg inhibi6 el aumento de 1L-8 mediado por la
[L-1. En un trabajo anterior estos autores habian propuesto un papel modulador
de la Pg a través de la supresion de la produccion de metaloproteinasas
intersticiales y del aumento de la sintesis de sus inhibidores (Ito er al., 1994).
Otra de las moléculas que han sido estudiadas como posibles factores
mediadores paracrinos han sido las PGE; y PGF,. La aplicacion de PGE; sobre
cérvices de mujeres en el primer trimestre de embarazo, permitioc medir un
aumento de la actividad colagenasa y elastasa (Rath ef al., 1993). Un estudio
prospectivo que abarco a 296 pacientes durante su trabajo de parto mostro que la
aplicacion intracervical de PGF2-ot produjo un incremento muy significativo de
la actividad colagenasa y aumentos moderados de actividad elastasa comparados
con los cérvices de pacientes tratadas s6lo con oxitocina (Kamunski et al., 1994).
Sin embargo ninguno de estos tratamientos logra obtener indices de dilatacion
cervical iguales a los fisiologicamente aplos, lo que implica que los mecanismos
endderinos y pardcrinos que modulan el complejo proceso de maduracion

cervical no estan completamente dislucidados, sino mas bien conocidos en parte,
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in no suficienteme
o e engarzados come para obtener un panorama general que

permita la aplicacion de soluciones ¢linjcas integrales
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Objetivos

GENERAL
En 1977 Liggins et al,, encuentran en el cérvix uterino durante el parto algunos
fenomenos semejantes al de un proceso inflamatorio. A partir de esta
observacion surge la hipétesis que la dilatacion fisiologica que sufre el cuello
uterino durante el parto seria el resultado de este proceso inflamatorio. Basados
en este antecedente decidimos investigar la participacion y el control hormonal
de algunos de los eventos que caracterizan a los procesos inflamatorios
(ejemplo: la remodelacion del colageno y el reclutamiento de leucocitos) en el
mecanismo de dilatacion del cuello uterino durante el parto. Estos
conocimientos tienen relevancia en la clinica ya que permitirdn orientar el

desarrollo de terapias (hormonales) que induzcan o inhiban €l parto a voluntad.

ESPECIFICOS
1) Establecer si existe una asociacién entre la infiltracion de eosinofilos y los

procesos de degradacion del colageno que s¢ llevan a cabo en el cérvix de la rata

durante el parto.

2) Conocer cual es la participacion y los mecanismos de accion de la Pg, el E; v

la Rlx en la regulacion de la infiltracion de leucocitos y la remodelacion del

colageno.
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3) Investigar si en el cérvix de la oveja, especie de interes zootécnico y

ampliamente utilizada como modelo animal para estudiar los mecanismos de
control asociados con el parto, se observan los mismos fenomenos de

infiltracion leucocitaria y remodelacién del colageno que en especies de

laboratorio (ejemplo: la rata).
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Materiales y Métodos

1- ANIMALES
1.1 Ratas

Se usaron ratas hembras cepa Wistar de 200 gr como minimo y de edad

aproximada a los 90 dias. Los animales se mantuvieron en un ambiente con
temperatura controlada (22° C) y con fotoperiodo de 14 hs de luz y 10 hs de
oscuridad (luces prendidas entre las 06:00-20:00 hs). El alimento fue balanceado

y suministrado en forma de pellets (Nutric. Cérdoba), el agua fue ad libitum.

L2 Ovejas

Se utilizaron once (11) ovejas de raza Corriedale, entre 3 y 4 afios de edad, con
un peso de 45+2 kg mantenidas en la Granja Experimental de la UNL. Los
animales se alimentaron con fardos ad libitum y suplementados con 400 gr/dia
de concentrado, tuvieron libre acceso al agua. Todas las hembras utilizadas

habian presentado un parto normal con anterioridad.

3- OBTENCION DE ANIMALES PRENADOS .

2.1 Ratas

La prefiez de la rata dura 23 dias, de acuerdo con el régimen de luz de nuestro

bioterio, los partos ocurren entre las 12:30-14:00 hs del dia 23 (D23) de preiiez.

Para prefiar los animales s¢ introdujo la hembra en la jaula del macho y se

observé su comportamiento. Si la hembra presentaba conducta receptiva positiva

40




Materiales y Métodos

confirmada por el reflejo de lordosis, se Ia dejaba toda la noche con el macho. A

la mafiana siguiente se procedia a hacer extendidos vaginales en gota fresca
observados al microscopio optico y la presencia de espermatozoides confirmaba

la prefiez del animal (Montes & Luque, 1988). Este dia se consideraba el D1 de

la gestacion,

2.2 Ovejas

Siete (7) ovejas fueron prefiadas durante el estro en forma natural con machos de
fertilidad probada. La duracion media de la prefiez en el plantel fue de 14945

dias. Otras cuatro (4) ovejas no-prefiadas fueron usadas como controles.

3- OBTENCION DE RATAS PSEUDOPRENADAS (PSP)
La pseudopreiiez se indujo en la noche del proestro, mediante la estimulacion
cervicovaginal artificial con un vastago cilindrico de 24 mm de longitud durante

15 segundos (Castro-Vazquez & Carrefio, 19815 Luque & Castro-Vazquez,

1983). La mafiana siguiente se considerd D1 de psp.
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4- CIRUGIAS

4.1 Ovariectomias bilaterales en ratgs

Antes de comenzar la cirugia se sumerge el instrumental en alcohol al 70% y se
prepara ¢l hilo de sutura. Se anestesia el animal en cmara de éter y se lo coloca
en la tabla de cirugia con el abdomen hacia abajo, sujetandolo por sus patas y
hocico. Durante el tiempo que dura la cirugia, la anestesia es mantenida por un
algodon embebido en éter, colocado sobre el hocico del animal. Se desinfecta
con alcohol al 70% el campo de cirugia y se procede a practicar una incision de
[,5 cm en la linea media de la piel dorsal. Se divursiona el tejido subcutaneo
para separar la piel del tejido muscular subyacente. Para ingresar a la pared
abdominal se debe atravesar la pared muscular y el peritoneo, para ello se
realizan dos incisiones -una a la izquierda y otra a la derecha- a 0,5 ¢cm de la
columna vertebral y a 0,5 cm de la ultima costilla. Se buscan con pinza
anatomica de punta roma los organos genitales internos. Una vez localizado el
ovario se expone exteriormente tomandolo por la grasa circundante, para evitar

cualquier tipo de presion.

Se liga a nivel de la union Gtero-tubdrica y se secciona por arriba de la ligadura,
extrayéndose asi la bursa ovarica (con ovario y oviducto incluidos). Se introduce
el resto del material expuesto en la cavidad abdominal y se procede a suturar el

peritoneo junto con el tejido muscular, con sutura continua. Por altimo se sutura

la piel, con puntos discontinuos.
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La hembra operada se deja en jaula individual hasta su recuperacion de la

anestesia y recuperacion parcial de |a herida,

A los animales sham OVX se los somete a una operacion simulada haciendo las
mismas meisiones y exponiendo los ovarios pero sin cortarlos. Con este grupo
se investiga posibles efectos de la anestesia, cirugia, v vehiculos usados durante

el tratamiento.

5- DISECCIONES Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

3.1 Rartas

l.as hembras fueron sacrificadas por decapitacion mediante guillotina. Se coloca
el animal en la tabla de diseccion sujetandolo de las cuatro patas, con el
abdomen hacia arriba. Se procede a levantar la piel con pinza de punta "diente
de raton" a unos 1.5 cm del orificio vaginal y con la tijera de punta roma se
practica una incision en un angulo de 45 grados hacia los laterales hasta la altura
de las ultimas costillas, quedando expuestos los musculos abdominales en los

que se practica la misma maniobra quirirgica, exponiendo la cavidad

abdominal.

Con pinza anatomica de punta roma se separan las asas intestinales y la grasa

mesentérica hacia un lado, visualizando el aparato genital interno junto con los
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ara ratas as). C i
fetos (p prenadas). Con tyera de punta fina se procede a disecar los fetos
do el amni
cortan 10s a la altura de] segundo y tercer feto. Con pinza anatémica de
ma :
punta ro s€ extraen los fetos Y Sus respectivas placentas del interior del saco

j0tico. Se o : -
ammo bservan y registran sus caracteristicas generales (color, aspecto,

tamafio, etc.).

Se diseca la vagina, cérvix y cuernos uterinos, se colocan en una solucién de
formol al 4% tamponada a pH: 7.5 con PBS. Luego se ligan los extremos de los
cuernos uterinos con hilo quirirgico previa inyeccion de 1,5 ml de formol al 4%
tamponado a pH: 7,5. A las 6 hs se realizan sobre la muestra dos lavados con

PBS de 10 minutos cada uno y luego se la lleva a una solucién de alcohol al

70% hasta su posterior procesado.

5-2 Ovejas

Las muestras de cérvix fueron obtenidas durante el trabajo de parto,
inmediatamente antes del nacimiento de la cria, momento en el cual el proceso
de dilatacion del cérvix se habia producido. Para la obtencion del cérvix las
ovejas fueron anestesiadas con pentobarbital sodico (65 mg/ml de solucién
salina, Sigma Chemical Co., St Louis, MO) y colocadas ¢n dectibito dorsal sobre
una mesa de cirugia, fijadas por sus 4 miembros. Con un bisturi se efectud una
incision longitudinal en la linea media del abdomen desde la cicatriz umbilical

hasta 2 ¢m crancal del pubis, atravesando piel, tejido subcutaneo y musculo
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: z d ' i

cutaneo. Una Vez descubierta Ja aponeurosis ventra), ge localiz6 1a linea blanca
16n de 1 ' ’

(lugar de umon as vamas de |os Mmusculos rectos), efectuando un corte

jongitudinal a traves de ella y de |a fascia transversal, llegando a la cavidad

peﬁtuneal. Posteriormente, se localizaron [os ovarios y cuernos uterinos que se

fueron separando a través de cortes progresivos en los mesoovarios,

mesosalpinX, mesoterio y las porciones adyacentes al ligamento ancho. Una vez

separados los cuernos uterinos y ovarios de ambos lados, se procedié a la

diseccion de los ligamentos y fascias que sostienen el cuerpo y cuello uterino,
hasta llegar al fondo de saco vaginal, donde se colocaron 2 pinzas Rochester-
Péan, efectuandose un corte entre ambas. De esta forma se logro extraer

integramente todo el utero y ambos ovarios, cérvix y una pequefia porcion de la

vagina,

El tejido extraido se lava en solucion salina fria, se ubica el cérvix y se lo
remueve del exceso de fascia y vasos con tijeras finas. Las muestras de cérvix
fueron divididas en porcién uterina, intermedia y vaginal, tomandose un corte
ransversal (con relacion al canal cervical) de cada sector. Las cuatro (4) ovejas
del grupo control fueron sacrificadas en el frigorifico local y las muestras del

TV imales prefiados.
Cervix se tomaron de la misma manera que para los animaies p

45




= Muateriales y Métodos

6- PRDCESAM]EN'I‘D DE LAS MUESTRAS

muestras fi :
Las ucron procesadas hasta su inclusion en tacos de parafina

siguiendo  técnicas histologicas de rutina (Junqueira et al, 1979) para,

posteriormente, ser cortadas en micrétomo. Dichos cortes de 5 um de espesor se

montaron sobre portacbjetos previamente tratados con poli-L-lisina como

sustancia adherente,

Al menos un corte de cada muestra fue teftido de rutina con Hematoxilina-
Eosina para realizar una evaluacién microscopica general. El resto de los cortes
fueron sometidos a diferentes coloraciones, las que se mencionan en las

secclones siguientes.

7- DETERMINACION DEL TIPO Y CANTIDAD DE LEUCOCITOS

QUE INFILTRAN EL CUELLO UTERINO

7.1 Eosindfilos

El Sirius rojo alcalino colorea los granulos de los cosindfilos de rata y la

coloracion de fondo corresponde a la hematoxilina (Bogomeletz, 1980; Luque &

Montes, 1989).

Estas muestras fueron observadas en microscopio optico (MO) con aumento de

100x. En cada corte de tejido coloreado con Sirius alcalino se observaron 120
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campos diferentes, contando el nimero de células que coincidian con las
intersecciones de las lineas de un reticulo graduado, ubicado en el objetivo del

microscopio de 0.8 x 0.8 mm.

El numero de campos que debian ser contados se determiné haciendo una
grafica de numero de campos vs desviacién estandar, Cuando la desviacion
estandar permanecia constante, el nimero de campos que correspondia con ese
valor es el minimo nimero que se debe contar para cometer el menor error
posible. Los eosinofilos que se contaron fueron, solamente, aquellos que se

ubicaron en el estroma del cuello uterino.,

La variable morfométrica que se calculé en nuestro trabajo fue la densidad de

volumen de los eosinéfilos sobre cada corte de tejido (Gundersen ef al., 1988).

Para ello se empleo la relacion de Weibel (1969):

Vv= Pi/P

donde

Vv = densidad de volumen de un determinado componente (ejemplo: volumen

de leucocitos/estroma del cérvix).

Pi = nimero de puntos incidentes sobre ¢l componente en estudio (ejemplo:

puntos incidentes sobre leucocitos).
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P = total de puntos del reticulo (ejemplo: total de puntos incidentes en el

estroma del cérvix).

7.2 Neutrdfilos y células mononucleares

Ademas del reconocimiento de sus caracteristicas morfologicas distintivas
apreciadas con Hematoxilina-Eosina, se procedié a caracterizar estas células por
la_tincion diferencial de sus granulaciones citoplasmaticas utilizando la
coloracion de Giemsa prolongado, adaptada a cortes en parafina. Los mejores
resultados se obtuvieron desparafinando el corte hasta su inmersion en agua y

luego sumergiendo el tejido en una dilucién 1/10 del colorante durante 60

minutos.

8- ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DEL COLAGENO
Debido a que las moléculas de coldgeno normalmente se disponen en forma
ordenada con una orientacion paralela, una de las caracteristicas clasicas de las

estructuras de colageno es presentar birrefringencia (Junqueira et al., 1978).

Por otro lado, dichas moléculas son ricas en aminoacidos basicos, por lo tanto
tienen gran avidez por los colorantes acidos como el Picrosirius. Dicho colorante
incrementa la birrefringencia de las moléculas ordenadas y enteras de colageno,

ya que adopta una disposicion paralela a la de la fibra de colageno. Cuando esta
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proteina sufre algin proceso de remodelacién o degradacion (colagendlisis)
dicha birrefringencia disminuye considerablemente mostrando un aspecto
desordenado, esto ultimo puede medirse cuantitativamente por el método de
Picrosirius-polanzacion asociado con microespectrofotometro (Junqueira ef al.,
1978; Montes, 1996). Los cortes histologicos fueron tefiidos en una solucion de
Sirius rojo al 0,1% saturada de acido picrico durante 30 minutos y finalmente
montados en resina sintética. La polarizacién se obtuvo con dos filtros Polaroid
ubicados uno por debajo del condensador y otro por encima de la lente objetiva.
Se utilizé una objetiva Zeiss aplanatica de bajo aumento (2,6x) y la intensidad
de luz transmitida fue medida por un microespectrofotometro Reichert modelo
6AE9/65 a una longitud de onda de 585 nm. Las condiciones del sistema optico
fueron calibradas para que la transmitancia de luz proveniente de la

birrefringencia se exprese la relacion porcentual de érea birrefringente sobre

area total.

9. PROCESAMIENTO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA (ME)
Pequefios fagmentos de biopsias de cérvices de ovejas fueron fijados en
glutaraldehido al 2% en buffer fosfato 0,15M a pH 7,2 durante 12-16 hs a 4°C.
Luego se efectué una posfijacion con tetroxido de osmio al 1% por | h para
luego dejar la muestra en acetato de uranilo durante toda una noche. El tejido se

incluy6 en resina de poliéster (Polilyte). obteniéndose cortes finos en un
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ultramicrotomo LKB para ser coloreados con acetato de uranilo y ser

observados en un microscopio electronico de transmision (Luque & Montes,

1989).

10- TRATAMIENTO HORMONAL Y DISENO DE GRUPOS
EXPERIMENTALES
Para establecer con mayor claridad los diversos grupos experimentales

utilizados se dividira la secuencia en 4 etapas.

ETAPA 1: Estudio de la influencia de la Pg y el E; en la infiltracion de
eosindfilos y la colagendlisis del cérvix en ratas prefiadas.

Los animales fueron tratados con E, (Sigma Chemical Co, St. Louis MO) y/o Pg
(4-pregnano, 3-20 diona) de acuerdo al protocolo descripto por Downing y
Sherwood (1986). La Pg (Sigma Chemical Co, St. Louis MO) fue suministrada a
través de dos implantes subcutdneos (sc) de Silastic (0,15 em x 5 ¢cm; Dow-
Corning, Midland, Ml) conteniendo 60 mg de Pg cristalina cada uno, siendo
sellados sus extremos con sellador de Silastic (Dow-Corning, Midland, MI). Los
implantes fueron preincubados en animales huéspedes durante 24 hs antes de ser
colocados en los animales experimentales, de esta manera se permite llegar a
una velocidad constante de liberacion de la hormona evitando los picos de

secrecion iniciales. Los implantes fueron colocados en la region dorsal y detras
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del cuello del animal al momento de realizarse la OVX (D9 de prefiez). En el

mismo momento de la OVX, se contaron los sitios de implantacién que cada

hembra estaba gestando. Los animales controles recibieron implantes vacios.
Para imitar la caida de los niveles séricos de Pg al final de la prefiez, los
implantes fueron retirados bajo anestesia con éter alrededor de 30 hs antes del
momento del parto esperado (entre las 6:00 y 7:00 hs del D22 de prefiez). Los

animales controles de nuestra colonia tienen el parto entre las 12:30 hs y las

14:00 hs del D23 de preiiez.

El E, fue suministrado disuelto en aceite de sésamo en dosis de 0,05 ug a través

de inyecciones sc diarias a partir del momento de la OVX (D9 de prefiez). Para
imitar el aumento de las concentraciones séricas de Eg al final de la preiiez las

dosis fueron incrementadas a 0,5 pg el D21, 1 pg el D22 y D23 de prefiez.

Con el fin de estudiar los posibles efectos de la terapia hormonal de reemplazo
sobre el desarrollo fetal se procedio a evaluar algunos parametros de prefiez a
saber: el nimero de sitios de implantacion en el D9 de prefiez, los tamarios y
pesos individuales de cada cria al momento del parto y 48 hs después. A su vez
se analizaron parametros de lactancia utilizando madres adoptivas con el fin de
apreciar capacidad de succion y adhesion al pezén por parte de las crias de

madres tratadas.
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Los grupos experimentales disefiados fueron Jos siguientes:

Grupo O: ratas no prefiadas OVX y sacrificadas 2 semanas después de la OVX.

Grupo Ip: ratas prefiadas sacrificadas Intraparto, luego de parir 2 crias.

Grupo In: ratas prefiadas intactas sacrificadas entre las 11:30 y 12:00 hs del

D23.

Grupo Shaml: ratas prefiadas, sometidas el D9 a OVX simulada, con implantes

vacios € inyectadas con vehiculo de E; sacrificadas entre las 11:30 y 12:00 hs

del D23.

Grupo OPE: ratas prefiadas, OVX el D9, tratadas con Pg y E,, sacrificadas
entre las 11:30 y 12:00 hs del D23,

Grupo OP: ratas prefiadas, OVX el D9, tratadas con Pg y vehiculo de E,,

sacrificadas entre las 11:30 y 12:00 hs del D23.

Para poder estudiar el efecto de los Eg en ausencia de Pg se utilizo un modelo de
rata psp. La rata psp nos permiti6 contar con cuerpos luteos funcionales y un
nivel sérico de Pg similar al de las ratas prefiadas hasta el momento en que se
realizan las OVX (D9) (Castro-Vazquez & Carrefio, 1981; Luque & Castro-
Vazquez, 1983). De esta manera los animales psp, OVX 'y tratados con E,, se
hacen comparables con el resto de los grupos de animales prefiados. Sin
embargo, es necesario hacer notar que el tratamiento con E; sobre los animales
Psp no permite la extension €n el tiempo del estado neuroenddécrino/enddcrino

del animal posterior al momento de la OVX. Por lo tanto, las biopsias de cérvix
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tomadas el D23 a partir del inicio de la psp, no serian diferentes a las que se
hubieran tomado en ratas castradas crénicas tratadas con E,.

Grupo pspO: ratas psp, OVX el D9 del inicio de la psp.

Grupo pspOE: ratas psp, OVX el D9 del inicio de la psp y tratadas con E,.
Grupo pspOPE: ratas psp, OVX el D9 del inicio de la psp y tratadas con E; y
Pg.

Todos los animales fueron sacrificados entre las 11.30 y 12.00 hs del D23.

ETAPA 2: Estudio de la influencia de la Rlx en la infiltracién de eosindfilos y
la colagendlisis del cérvix en ratas prefiadas.

Se ha demostrado que la RIx es producida fundamentalmente por el cuerpo lateo
en la rata (Fields er al., 1992) v que sus niveles séricos son maximos en el
periodo de preparto (alrededor de 30 hs antes del parto, es decir D22 y D23 de
prefiez) (Sherwood et al.,, 1980). Esta serie de experimentos fueron disefiados
para estudiar la influencia de los niveles maximos de preparto de esta hormona,
sobre la infiltracion de eosinofilos y la colagenolisis del cérvix durante el parto
de la rata. Por otra parte varios autores han sugerido que el efecto de la Rlx es
mediado por los Eg (Kroc ef al., 1959, Zarrow & Yochim, 1961) por lo tanto, se
diseflaron grupos experimentales para conocer las posibles interrelaciones en la
accion de la Rlx, la Pg y el E;. Los animales fueron OVX el D22 de prefiez y
tratados con E; y/o Rlx porcina de alta pureza (donada por el Dr. O.D.

Sherwood, Urbana, Illinos, EEUU) en dosis que simulan las concentraciones
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séricas de final de prefiez (Downing & Sherwood, 1986). El E, se suministro
disuelto en aceite de sésamo en dosis de Ig a través de una inyeccion sc diaria
a las 8:00 hs de los D22 y D23 de prefiez. La Rlx fue suministrada disuelta en

benzopurpurina al 1% a través del siguiente esquema (Tabla 3):

Tabla 3: Esquema de administracion de Rlx a ratas prefiadas.

DIA DE PRENEZ HORA DOSIS*
D22 7:00 hs 100 pg/0,2 ml
D22 14:00 hs 200 pg/0,2 ml
D22 18:00 hs 200 pg/0,2 ml
D23 7:00 hs 200 pg/0,2 ml

* Las inyecciones fueron via sc

De acuerdo a estos esquemas de tratamiento los grupos experimentales de
animales prefiados en esta etapa quedaron conformados como siguen:
Grupo C: ratas OVX alas 6:00 hs del D22 de prefiez.

Grupo Sham2; ratas sometidas a una OVX simulada e inyectadas con vehiculo

de E, y vehiculo de RIx.

Grupo OE: ratas OVX a las 6:00 hs del D22 y tratadas con E, y vehiculo de

Rix.
Grupo OR: ratas OVX a las 6:00 hs del D22 y tratadas con RIX y vehiculo de

E,.
Grupo OER: ratas OVX a las 6:00 hs del D22y tratadas con E, y Rlx.

Todos los animales fucron sacrificados entre las 11.30 y 12.00 hs del D23.
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ETAPA 3: Estudiar el mecanismo de accign de los esteroides ovidricos Pgy E;
sobre la regulacion de la infiltracién de eosindfilos en el cérvix de la rata.
Se utilizaron ratas psp, OVX el D9 del comienzo de psp. Los animales

recibieron E; y Pg de acuerdo gl protocolo de Downing y Sherwood (1986)

mencionado anteriormente.

Con el fin de estudiar el efecto de antagonistas de la accion de ambos esteroides
ovaricos sobre la infiltracion de eosindfilos, se inyectaron animales con
tamoxifeno (Tx) y RU-486 (Sigma Chemical Co). El Tx se suministré por via sc
utilizando como vehiculo aceite de sésamo y 10% de etanol, en dosis de 1mg/0,2
ml, 90 minutos antes de la inyeccion correspondiente de E, durante los D21,
D22 y D23 de psp. El RU-486 se suministro a través de inyecciones sc con dosis

de 0,04 mg/0,2ml disuelto en aceite de sésamo con 3% de etanol.

Se disefiaron los siguientes grupos experimentales utilizando ratas psp y OVX el
D9:

Grupo pspO: ver etapa 1.

Grupo pspOE: ver etapa 1.

Grupo pspOP: ratas psp OVX el D9, tratadas con Pg.

Grupo pspOPE: ver etapa 1.

Grupo pspOETx: ratas psp OVX el D9, inyectadas con E, y tratadas con Tx .
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Grupo pspOTX: ratas psp OVX el D9, inyectadas con vehiculo de E; y tratadas
con Tx.

Grupo pspOERu: ratas psp OVX el D9, tratadas con E, y RU-486.

Grupo pspOPERu: ratas psp OVX el D9, tratadas con Pg, E, y RU-486.

Todos los grupos mencionados fueron sacrificados a las 12.00 hs del D23 del

comienzo de la psp.

Para conocer si el efecto del E; es mediado por la sintesis de proteinas, se
utilizaron animales tratados con E; de acuerdo al protocolo usual, a los cuales se
les inyectd el inhibidor de sintesis de ARNm Actinomicina-D (ACT-D,
Cosmegen”, Sidus) en forma intraperitoneal (ip), utilizando una tnica dosis de
100 pg/100gr de peso corporal, 30 minutos antes de la correspondiente
inyeccion de E;en el D21. Un grupo de animales fue sacrificado a las 7 hs luego
de la inyeccion del inhibidor mientras que otro grupo se sacrificé a las 31 hs.
Para conocer el efecto de las dosis crecientes de E, sobre la infiltracién de

eosinofilos, se sacrificaron animales tratados con E; durante los D20, D21, D22

y D23.
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N

ETAPA 4: Estudiar la existencia de infiltracion leucocitaria y colagendlisis en
el cuello uterino de ovejas intrapareo,
La infiltracion leucocitaria se estudio utilizando las tinciones de Sirius Alcalino
y Giemsa prolongado. La colagendlisis se cuantifico utilizando el método de
Picrosirius-Polarizacion. Debido a que se observé una distribucion heterogénea
de leucocitos, la cuantificacién se llevo a cabo en las siguientes areas:
I- Moco luminal
2- Estroma cervical: en este caso se procedié a dividir el estroma cervical en
dos zonas a saber:
2.1) Zona mucosa subepitelial (Zona I): banda de tejido que va desde la

lamina basal hasta una linea virtual ubicada a 1.600 um de profundidad.

2.2) Zona submucosa (Zona II): banda continua a la anterior de 1.600 um de

espesor (Fig 10).

Se disefiaron los siguientes grupos experimentales:

Grupo P: ovejas prefladas cuyas muestras de cérvix fueron tomadas

inmediatamente antes del nacimiento de la cria.

Grupo Control; ovejas no prefiadas controles sacrificadas a los 150 dias de

comenzado el experimento Cuyas muestras de cérvix fueron tomadas de la

misma forma que los animales prefiados.
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Figura 10: Fotomicrografia de cérvix uterino de oveja extraido intraparto y cortado
transversalmente. Se muestra el moco luminal (ML) y las diferentes zonas en las que se
dividio el estroma. Hematoxilina-Eosina con magnificacion 41x. Modificado de: Lugue et

al. (1997). J. Vet. Med. 44, 501-510.

11- ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon los siguientes parametros:
a)- densidad de volumen por muestra.
b)- promedio de las densidades de volumen por grupo.

c)- promedio del % de érea de birrefringencia por grupo.

Se usaron diferentes test estadistos no-paramétricos, los que fueron

seleccionados de acuerdo con las recomendaciones de Siegel (1956). En la

58




P

seccion Resultados y para cada anglisis

utilizado.

Materiales y Métodos
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4 1: Influencia d
ETAP. /1 ¢laPgyel E; sobre Ig infiltracién de eosindfilos yla
colagendlisis del cérvix en ratqg Prefiadas y psp

cuerdo a lo que se
De a q muestra en la Tabla 4 no se observaron diferencias

significativas en los pardmetros de viabilidad fetal evaluados, entre los grupos
controles y los tratados con terapia hormonal de reemplazo. Esto nos permite
inferir que dicho tratamiento no alter e desarrollo fetal ni produjo disminucién
en la viabilidad de las crias, de estg manera y de acuerdo a numerosos trabajos
(Catala & Deis, 1973; Cheah & Sherwood, 1988: Burger & Sherwood, 1995) se

puede inducir que los niveles plasmaticos de hormonas esteroideas estuvieron

dentro de rangos fisioldgicos.

Tabla 4: Valores obtenidos en los parametros fetales para los distintos Zrupos

experimentales
GrupoIp | Grupoln | Grupo Grupo OP  Grupo OPE
. Shaml
| _N°de madres 6 7 L. 3 L6 b >
Crias vivas/sitios de 90+1 92+2 | 902 | B9%] 87+3
e

_implantacion (%) | |l
N°de erias (X £ SD). g43. | : I
Pese de crias al parto| 6,52+ 1,02(6,59+ 1,08, 648+098 ' 642+088 @ 6,5
| oalsacrificio( | [ e S
Tasa de crecimiento | 0.44 + 0,10 1 0,47 + D._{]?_r 0452018 | 0491016 0,48

-____E“_ﬂm)_——____l__—
* No disponible.

H+
mJI

-
10£2 | 832 | 9+2 8
5

[+

1,1

N

I+

Los animales sacrificados intraparto (Grupo Ip) fueron los que presentaron los
niveles mas altos de infiltracion de eosindfilos en el estroma del cérvix uterino

(Fig, [1A). Los animales intactos sacrificados inmediatamente antes del parto
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mas bajos de Infiltracién aunque no se lograron

diferencias. Sin embargo, cuando observamos [os resultados obtenidos en los

animales prefiados tratados cop esteroides ovaricos (Grupo OP y OPE) los

valores de eosinéfilos en el céryix €acn muy significativamente al punto de no

distinguirse de los valores de |os animales OVX cronicos (Grupo O) (Fig. 11A).

Si en cambio analizamos log resultados referentes a los niveles de colageno

organizado en el estroma cervical, se observa que los animales que presentaron

altos niveles de infiltracion de eosingfilos mostraron muy bajas areas de

birrefringencia (la birrefringencia esta inversamente relacionada con el
porcentaje de colagenodlisis que ocurre en el organo) (Fig. 11B). Por otra parte,
los grupos que no presentaron infiltracion de eosinofilos tuvieron muy altos

niveles de birrefringencia (Figura 11B), lo que implica que el colageno cervical

no mostré significativos signos de degradacion en estos grupos.

Debido a que no se pudo disefiar un grupo de animales prefiados OVX y tratados
s0lo con E; dado que la prefiez es inviable en ausencia de Pg, se utilizé un
modelo de rata psp OVX el D9 de iniciada la psp y tratada con E; y/o Pg con las
mismas dosis que se utilizaron en el protocolo anterior de rata castrada durante
la gestacion. Aqui los resultados mostraron interesantes diferencias (Fig. 12A):
los animales que recibieron E; (Grupo pspOE) presentaron muy altos niveles de

infiltracién, mientras que los animales tratados con E; + Pg (Grupo psp OPE)
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Grupos Experimentales

Figura 11: Densidad media de volumen de eosinéfilos (A) y dreas de birrefringencia (B)
en estroma de cérvix uterino de ratas preiadas y no preiiadas. A) Se observa gran
infiltracifn en los controles (Grupos Ip, In y Shaml) vs los valores de animales OVX
tratados con Pg (Grupo OP) o Pg+E; (Grupe OPE) cuya infiltracién fue comparable a la
de los castrados erénicos (Grupo Q). B) Obsérvese que los animales controles (Grupos
Ip, In y Sham1) presentaron una extensa degradacion del colageno mientras que en los
OVX tratados con Pg (Grupo OP) o PgtE; (Grupe OPE) dicha macromolécula
permanecio intacta, con valores de birrefringencia elevados bajo la luz polarizada. Las
diferentes letras en minisculas arriba de las barras indican diferencias significativas (p<

0,01).
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Figura 12: Densidad de volumen media de eosin6filos (A) v dreas de birrefringencia (B)
en estroma de cérvix uterino de ratas psp tratadas con Eg. A) Notese la alta infiltracién
de eosin6filos presente en el grupo tratado con E; (Grupo psp OE) mientras que los
inyectados con Pg+E; (Grupo psp OPE) y con vehiculo (Grupo psp O) no presentan
infiltracién. B) Por otra parte no se observaron diferencias en la organizacién del
coldgeno, verificandose en todos los grupos de amimales psp altos niveles de
birrefringencia. Las diferentes letras en minusculas arriba de las barras indican

diferencias significativas (p< 0,01).
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vieron niveles de infiltracion tan bajos como los de las ratas psp OVX

inyectadas solo con vehiculo (Grupo psp0) (Fig, 12A). Las ratas psp tratadas
con Ea, a pesar de presentar una profusa infiltracién de eosin6filos, no mostraron
signos de degradacion del colageno (4reas de birrefringencia muy elevadas) lo

mismo que los animales psp OVX que recibieron E; + Pg y los psp OVX

tratados con vehiculo (Fig. 12B).

Estos resultados se ilustran en la Figura 13. Obsérvese la presencia de
cosinofilos en el estroma cervical de los animales prefiados sacrificados
intraparto (Foto A) y la extensa degradacion del colageno que se manifiesta por
una escasa birrefringencia a la luz polarizada (Foto B). Los animales psp
tratados con E, presentan altos niveles de infiltracion (Foto E) pero a la luz
polarizada las fibras de colageno se muesiran ordenadas y altamente

birrefringentes, lo que indica ausencia de colagenélisis (Foto F).

ETAPA 2: Influencia de la Rix sobre la infiltracién de eosindfilos y la
colagendlisis del cérvix en ratas prefiadas.

En forma coincidente con los resultados de la primera etapa, todos aquellos
animales prefiados OVX el D22 y que su tratamiento incluy¢ al E, presentaron
niveles altos de infiltracion comparables con los controles de operacion

simulada (Grupo Sham2). En la Figura | 4A se pueden apreciar las altas
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Figura 13: Fotomicrografias de secciones de cérvices uterinos en diferentes condiciones
experimentales. A la izquierda las secciones fueron teilidas con sirius alcalino para la
deteccion de cosindfilos (Eo) v a la derecha, secciones tefiidas con picrosirius-
polarizacién. El cérvix de una rata intraparto (Grupo IP) muestra una importante
infiltracién de eosinofilos (A), que se corresponde con una imagen de degradacion del
coldgeno (B) verificada por baja birrefringencia. En ratas no prefiadas OVX (Grupo O),
no se observan eosinofilos en el estroma cervical (C) y el picrosirius muestra una alta
birrefringencia (D) debida al ordenamiento de gruesas fibras de coligeno. Los cérvices
de ratas psp OVX tratadas con E; (Grupo pspOE) muestran gran infiltracién (E) pero
acompanada por alta birrefringencia del coligeno, al igual que los animales OVX no
preiiados (F), lo que evidencia ausencia de colagenolisis, Magnificacion 500x (izquierda)

¥ 870x (derecha). Modificado de Lugue et al. (1 G06). Biol. Reprod 33, 1206-1212,
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densidades de volumen que se verificaron en los grupos tratados con Ep y Ea +

Rlx no presentando diferenciag estadisticamente significativas con respecto a los

controles sham OVX. Cuando Jos animales fueron tratados con RIx, en ausencia

de Ep, los niveles de infiltracion fueron significativamente mas bajos, no

haciéndose distinguibles de los OVX e inyectados con vehiculo (Fig. 14A).
Dado que no se observaron diferencias en la infiltracion de eosinéfilos entre las

ratas tratadas con E; (Grupo OE) y aquellas tratadas con E; + Rlx (Grupo OER),

esto nos permitiria concluir que la Rlx suministrada 48 hs antes del parto no

produce modificaciones en los niveles de eosinofilia cervical.

Consistentemente con los resultados encontrados en la etapa 1, los animales
prefiados intactos presentaron dreas de baja birrefringencia en el estroma
cervical (Grupo Sham2) correlacionadas con una extensa reduccién en la
densidad y orientacion de las fibras de colageno (Fig. 14B). Cuando las ratas
OVX a las 6:00 hs del D22 (Grupo C) no recibieron ningun tipo de terapia
hormonal de reemplazo, los niveles de birrefringencia fueron elevados,
indicando que la matriz de colageno permanecia inalterada. Los animales OVX
tratados solo con E, (Grupo OE) no presentaron diferencias significativas con
respecto a los castrados sin tratamiento hormonal, no encontrandose signos de
degradacion del colageno. Sin embargo, los grupos inyectados sélo con Rlx
(Grupo OR) o los tratados con E; + Rlx (Grupo OER) mostraron un estroma

cervical con fibras de colageno desorganizadas, orientadas al azar, evidenciadas
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Figura 14: Densidad media de volumen de cosindfilos (A) y drea de birrefringencia (B)
en el estroma del cérvix uterino de ratas prefiadas OVX en D22 tratadas con E; v Rix.
A) Los animales tratados con E; (Grupo OE) y con E;+Rlx (Grupo OER) mostraron
niveles de infiltracién similares a los controles intactos (Grupo Sham2). Mientras que los
tratados sdlo con Rix (Grupo OR) presentaron muy bajos conteos de eosinéfilos en el
estroma cervical, al igual que los animales OVX no tratados (Grupo C). B) Los cérvices
de animales intactos presentaron baja birrefringencia a la luz polarizada indicando la
presencia de coldgeno desorganizado con fibras orientadas al azar (Grupo Sham2). El
mismo resultado se obtuvo en los grupos tratados con RIx (Grupos OR v OER), no
habiéndose registrado diferencias estadisticamente significativas entre estos grupos. Los
animales tratados sélo con E; (Grupo OE) presentaron alta birrefringencia al igual que
el grupo OVX inyectado con vehiculo (Grupe C) Las distintas letras en mindscula

arriba de las barras indican diferencias significativas (p<0,01).
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por arcas de baja birrefringencia observadas a la luz. En los grupos donde se

suministro RIX, ya sea como wnjcq hormona o bien acompafiando al Ej, se

reciaron evident '
ap ¢S cambios en la estructura fisica del colageno cervical,

fortaleciendo la hipotesis que asigna a esta hormona un rol preponderante en la

extensa colagenolisis observada ep animales intactos al momento del parto.

Las fotomicrografias de la Figura 15 muestran la profusa infiltracion de

eosinofilos que se verifica en el estroma cervical de todos los grupos tratados
con E,, por el contrario, solamente aquellos animales tratados con Rlx mostraron
degradacion del colageno. Unicamente en las ratas tratadas con ambas
hormonas, se lograron reproducir los mismos efectos que en las intactas

intraparto, es decir, la sincronizacion de infiltracion y colagendlisis.

ETAPA 3: Mecanismo de accidn de los esteroides ovdricos sobre la regulacion
de la infiltracion de eosindfilos en el cérvix de la rata.

Con el fin de determinar la dosis de Tx necesaria para producir un marcado
efecto antiestrogénico, se evaluo su capacidad mhibitoria sobre la accién trofica
del E, en los cuernos uterinos de animales controles. En la Tabla 5 se exponen
los valores encontrados de peso humedo, peso seco vy % de agua en cuernos
uterinos de animales psp OVX tratados con I, y/o Tx en las dosis explicitadas

en Materiales y Métodos. Se observa que los animales tratados sdlo con E,
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Figura 15: Fotomicrografias de secciones de cérvices uterinos de ratas en diferentes
condiciones experimentales. El estroma cervical de las ratas prefadas intactas (Grupo
In) muestra una masiva infiltracion de eosindfilos (A) v un bajo nivel de organizacion
del coldgeno (B). En ratas OVX tratadas con E; (Grupo OE) se observa una extensa
infiltracién (C), sin embargo el coligeno se muestra sin signos de degradacion (D). Al
contrario, los animales OVX tratados con Rix (Grupo OR) muestra una baja infiltracién
de eosindfilos (E) pero una extensa degradacion del coligeno (F). En los animales OVX

tratados con E; v Rlx (Grupo OER) la infiltracion de eosindfilos y la degradacion del

coldgenos son similares a los animales preindos intactos (G y H). Magnificacion 800x a

la izquierda y 450x a la derecha. Modificado de Luque et al. (1998). Biol. Reprod. 59, 793-

8010,
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ueron los que presen
fue que presentaron mayores efectog réficos, demostrado por los altos

alores de peso humedo :
va P » PES0 seco y contenido de agua de sus cuernos uterinos

acciones mejor ¢ '
(ac JOr caracterizadas del efecto estrogénico sobre éste organo). Las

; tratadas con -
ratas E; + Tx tuvieron pesos de sus cuernos uterinos

significativamente mas bajos, tanto himedos como secos, asi como un bajo

porcentaje de contenido de agua. Por otra parte es un hecho conocido que el Tx,

en determinadas circunstancias, presenta actividad estrogénica; sin embargo, los

animales que recibieron sélo Tx no mostraron ese efecto agonista con relacion a

los parametros estudiados. Estos resultados nos permitieron concluir que las

dosis de Tx elegidas v el momento de su administracion fueron efectivas para

producir inhibicidn de actividad estrogénica en el ttero.

Tabla 5: Accion del E; y el Tx sobre el peso humedo, seco y contenido de agua

en cuernos uterinos de la rata.

Gru po* Peso Ha medo Peso Seco % de Agua

psp O 2532 mg  (a)** 2495 mg  (d) 1.46 % (g)

| sp OF 117,01 mg (b) 86,00 mg (¢) 26.50 % (h)
psp

psp OETx | 7667mg (c) 6933 mg () 957 % (i)

psp OTx 70,50 mg  (c) 6521 mg () 750% (D)

*Todos los animales fueron psp, OVX el D9 y sacrificados el D23 (ver Matenales y Métodos)
**[ as distintas letras representan grupos con diferencias significativas,

Los animales tratados con E; y sacrificados el D23 luego del inicio de la psp
fueron los que presentaron los mas altos niveles de infiltracion de eosinofilos en

el cérvix. En la Figura 16 se observa que los animales tratados con E,+Tx
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(Grupo pspOETX) presentaron bajos valores de infiltracion de eosinofilos no
distinguiéndose de los tratados solo con Tx (Grupo pspOTx). Sin embargo,
todos los grupos anteriores tuvieron recuentos de eosinofilos cervicales

superiores al grupo control inyectado con vehiculo (Grupo pspO).

Estos resultados muestran que el Tx bloqueé la estimulacion del E; sobre la
infiltracién cosinofilica, permitiendo sugerir que seria un mecanismo mediado
por el receptor de E;. Sin embargo, los niveles de infiltracion alcanzados por los
amimales tratados s6lo con Tx, fueron significativamente superiores a los
ammales psp OVX controles, lo que se interpreta como una actividad agonista
estrogénica que presenta el Tx en esta circunstancia. A pesar de esto, los valores
alcanzados fueron muy bajos comparados con los obtenidos en animales tratados
con E; y no fueron diferentes a los tratados con Ex+Tx (Figura 16). Por lo tanto,
la infiltracion eosinofilica seria un fenémeno regulado fundamentalmente por

los niveles de E; e implicaria, necesariamente, una interaccion inicial con el

receptor de Es.

Al final de la etapa 1 habiamos postulado que, si bien los E; son capaces de
promover la infiltracién eosinofilica en el cérvix, la Pg tendria una accion

contraria inhibiendo este efecto. Para poder investigar este fenomeno, se trataron

ratas psp OVX el D9 de iniciada la psp con E; y Pg reteniendo los implantes de
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Figura 16: Efecto del Tx y de los Eg sobre Ia infiltracion de eosinéfilos en el cérvix
uterino de ratas psp y castradas el D9. Las ratas tratadas con E, v sacrificadas el D23
(Grupo pspOE) presentaron los valores mas altos de eosinofilia cervical. Cuando
ademas de los E; se administra Tx durante los D21, D22 y D23 (Grupo pspOETx) la
infiltracion de eosinéfilos desciende significativamente y no presenta diferencias con el

grupo que recibié solamente Tx (Grupo pspOTx).

Densidad do Volumen do Ecsindfilos
(W x 100)

i pep OF prp CFE = PR pep OF e OERD
Grupos Exparimentales

Figura 17: Efecto inhibitorio de la Pg sobre la infiltracion de eosindfilos al cérvix uterino
en ratas psp OVX el D9. Bajos valores de infiltracién se observan en el cérvix de
animales tratados con E;+Pg en comparacion con los tratados solo con Eg. El efecto
inhibitorio de la Pg sobre la infiltracién se revierte cuando se inyecta RU-486 (Grupo
psp OPERu). La administracion de RU-486 no produce interferencia con la accion
estimulante de los E; (Grupo pspOERu). Las distintas letras en minuscula arriba de las

barras indican diferencias significativas (p<0,01).
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animal, mien inis
pg en el lras se suministraban Jag dosis crecientes de E, durante los

p21, D22y D23 (simulando los incrementos del final de la prefiez y el parto),

de esta MANCIa S¢ mantuvieron -simultaneamente- altos njveles de E; y Pg. Con

este esquema experimental se encontro que los animales a los cuales se les

retuvo los implantes de Pg, mientras se Jes suministraba E,, presentaron niveles

de infiltraciOn muy bajos similares a los inyectados con vehiculo (Grupo

pspOPE) (Fig. 17). Esta inhibicion fue completamente abolida cuando a los
animales tratados con Ex+Pg se les suministré el antiprogestageno RU-486
(Grupo pspOPERu), apareciendo niveles de eosinofilia cervical tan elevados
como los correspondientes a animales tratados sélo con E, (Grupo pspOE). Por
otra parte las ratas que recibieron solamente Pg no presentaron infiltracion de
eosinofilos (Fig. 17). Con estos resultados podemos concluir que la Pg posee la
capacidad de bloquear la estimulacién mediada por los E; sobre la infiltracion de
eosinofilos del cérvix uterino, siendo este efecto inhibitorio completamente

revertido por el antiprogestageno RU-486 (Fig. 17).

Para conocer la cinética de infiltracion de eosinofilos en respuesta a las
crecientes dosis de E; se usaron ratas psp OVX tratadas con E, y sacrificadas los
D20, D21, D22 y D23. Todos estos grupos de anmimales que recibieron E,
presentaron diferencias significativas con respeclo a los controles castrados

cronicos. En la Figura 18 se observa el aumento gradual de eosinofilos
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afiltrantes @ medida incre
il QUE€ se incrementan |ys dosis de E,, siendo los resultados

estadisticamente diferentes enre cada uno de los grupos

Al comprobar la asociacién entre el E; y la infiltracién de eosin6filos al cérvix,
nos Propusimos como nueva hipotesis estudiar i este efecto promotor observado
en los animales tratados con E; estaria mediado por la sintesis proteica. Para ello
incluimos en nuestro protocolo experimental el tratamiento con un inhibidor de
la sintesis de¢ ARNm: la ACT-D. Se disefiaron grupos de animales tratados con
E;+ACI-D sacrificados los D21 y D22, inyectando el inhibidor el D21 de
iniciada la psp, 30 minutos antes de la dosis correspondiente de E,. Con este
esquema experimental se encontré que la ACT-D inhibia la infiltracion de
eosinéfilos inducida por E, en los animales sacrificados los D21 y D22 de
iniciada la psp (Fig. 18). Dichos valores de densidad de volumen de eosinofilos
fueron estadisticamente diferentes a los de los correspondientes grupos de
animales tratados solo con E; (Fig. 18). Estos resultados nos permiten sugerir
que el E,, ademas de la necesaria interaccion inicial con su receptor especifico,

necesitaria del mecanismo de sintesis proteica para promover la infiltracion de

eosinofilos en el cérvix uterino.
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Figura 18: Cinética de infiltracién de eosinéfilos en el cérvix uterino de ratas psp OVX
tratadas con ACT-D vy con dosis crecientes de E; . Hay un significativo incremento de la
infiltracion de eosinoéfilos en paralelo con el incremento de la dosis de E;. La
administracién de ACT-D inhibe el efecto estimulador del E;, observiandose valores de
eosin6filos semejantes a los de los animales que recibieron la dosis minimas de E; (D20).

Las diferentes letras sobre cada barra indican diferencias significativas (p<0,01).
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Erapa 4 Correlacién entre g infiltracion de leucocitos y Iq colagendlisis en el

Jstroma cervical de la ovejq durante e} parto

la - ‘ ol
qe evaluaron las diferencias morfologicas del estroma cervical entre ovejas

prefiadas al momento del parto y OVejas no preiadas. Tal como se describio en

mMateriales y Métodos, el estroma cervical de ambos grupos fue dividido en dos

sonas de 1.600 um de ancho desge la membrana basal hacia las capas mas

externas, denominandolas zona | (subepitelial) ¥ zona II (submucosa) (Fig. 10).

El estudio de las poblaciones celulares en las biopsias de cuello uterino de
ovejas no prefiadas, mostrd que los fibroblastos eran el tipo celular mas
abundante, con muy bajo contenido de leucocitos. Por el contrario, en las
muestras intraparto la poblacion leucocitaria fue mayor, con un incremento
notorio de la presencia de polimorfonucleares neutréfilos (Vv: 3,55 + 0.83),
acompanados por algunos eosinéfilos (Vv: 0,01 £ 0,01) y células mononucleares
(Vv: 0,28 + 0,08) (Fig. 20). La densidad de volumen de leucocitos en la zona
subepitelial (zona I) de las biopsias intraparto fue significativamente mayor que
en las muestras del grupo control (Grupo P: 3,76 + 0,56, Grupo Control: 0,04 +
0,07, p<0,01). En lo que respecta a la zona submucosa (zona II) también se
observo una mayor infiltracién de leucocitos en animales prefiados con relacion
a la misma zona del control. Cuando se analizaron ambas zonas pero dentro del
mismo grupo, se obtuvieron diferencias significativas entre la zona [ y la zona II

de los animales intraparto {zona I: 3,76 0,56, Zona I1: 0,39 + 0.22; p<0,01). Sin
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embargo, la mayor cantidad de leucocitos s€ encontrd en ¢l moco cervical (6,72

| : : '
+ 0,75). En el grupo contro], por el contrario, no se encontraron diferencias

siguiﬁcativas entre las zonas (Fig, 194).

Se utihzo la técnica de Picrosirius-Polarizacion, la que permite poner de

manifiesto la estructura fisica del colageno cervical y sus modificaciones bajo
diferentes condiciones experimentales. Los resultados mostraron que los
cérvices de ovejas no prefiadas estan compuestos por tejido conectivo denso que,
en su mayor parte, lo constituyen gruesas fibras de coldgeno. Estas fibras, a la
luz polarizada, presentan gran birrefringencia y se destacan por sus intensos
colores rojo y amarillo. Estos indicios nos indicaron que estabamos en presencia
de fibras de colageno tipo I, densamente empaquetadas y que mantenian altos
niveles de ordenamiento. Por el contrario, el cérvix de animales prefiados
intraparto presenta fibras de colageno finas y dispersas cuya densidad fue mucho
menor a las muestras de animales no prefiados (Fig. 21). La baja birrefringencia
que presentaron a la luz polarizada indicaba un extenso proceso de degradacion
del colageno, con estructuras fibrilares laxas, poco brillantes, no encontrandose
diferencias significativas entre las porciones uterina, media y vaginal de los

cérvices estudiados.

I.as muestras de los animales controles no prefiados mostraron altos niveles de

birrefringencia no verificandose diferencias entre las diversas zonas (zona I:
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66,32 * 18,48, zona II: 54.6] * 19,85), Con relacion a las muestras de ovejas

intraparto los valores de Iransmitancia fuerop bajos en ambas zonas (zona I:

29,92 + 12,52; zona II: 19,43 + 12,85; p<0,01). Sin embargo, es importante

T 'ue_
destacar que cuando se tOmpararon los valores de birrefringencia entre los

animales prefiados vs no prefados Jas diferencias fueron altamente significativas

(Fig. 19B). Por microscopia electronica de transmiciéon se corroboraron las

dramaticas diferencias entre las biopsias de ambos grupos estudiados. Las fibras

de colageno de los animaleg intraparto se observaron fragmentadas

longitudinalmente, con contornos irregulares y desiguales, perdiendo gran parte
de su estructura organizativa. También se confirmé la presencia de los

neutrofilos como la principal célula infiltrante en 1a oveja intraparto (Fig. 22).

Tomando en conjunto estos resultados se observa que en los animales intraparto
aparcce una estrecha correlacion entre los altos valores de infiltracion
leucocitana y la degradacion del coldgeno en la zona I, sin embargo en la zona T1

la colagendlisis se produce asociada a muy bajos niveles de infiltracion.
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Figura 19: Infiltracion de neutrofilos (A) y drea de birrefringencia (B) en el cérvix
uterino de ovejas controles no preiadas vs hembras intraparto. A) El nivel de
infiltracion de neutrdofilos fue superior en los animales intraparto vs los controles. En los
cérvices intraparto se encontraron diferencias en la cantidad de leucocitos que infiltran
las distintas zonas, alcanzdndose la mayor cantidad en el moco cervical. B) El estroma
cervical fue analizado separandolo en Zona I (subepitelial) y Zona 11 (submucosa). El
direa de birrefringencia refleja la proporcion de coligeno organizado en el estroma
cervical. Se aprecia un alto nivel de organizacion en las fibras de coligeno de los
animales controles, mo presentando diferencias significativas entre ambas zonas
(subepitelial y submucosa). Los animales intraparto, por el contrario, mostraron bajos

niveles de birrefringencia lo que indica un extenso proceso de remodelacion del

coligeno, sin verificarse diferencias entre las zonas (p<0,01). )
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Figura 20: Densidad de volumen de leucocitos poiimorfonucicares que infiltran la region

subepitelial del estroma cervical de ovejas intraparto. Se observa que los neutréfilos son

los polimorfonucleares mas abundantes, en segundo lugar s¢ encuentran las células
mononucleares.
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Figura 21: Izquierda: Fotomicrografia que muestra el estroma cervical de una oveja
control no preiada observado al microscopio de polarizacion, luego de ser tedido por la
técnica de Picrosirius. Se observa un elevado nivel de birrefringencia de color rojo,
denotando la estructura ordenada vy empaquetada de las fibras de coligeno intactas.
Derecha: Corte transversal de um cérvix de oveja intraparto, notese la menor
birrefringencia, con predominic de tonos verdoso-amarillentos sobre fondo obscuro, lo
que denota um fuerte proceso de degradacion del coligeno, con pérdida del

ordenamiento visto en las ovejas controles. Magnificacion: 200 x. Modificado de Lugue et

al. (1997). J. Vet. Med. 44, 501-510.
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Figura 22: Fotomicrografias electrénicas que muestran un cérvix uterino de oveja
control (no prefada) (A) y de una oveja intraparto (B). A) Notese que el estroma
cervical de un animal no prefiado esti constituido easi exclusivamente por densas fibras
de coligeno, acompafiadas por procesos citoplasmiticos interdigitados provenientes de
fibroblastos. B) En esta micrografia se muestra la ultraestructura de un neutrofilo
hallado como leucocito mas abundante en el estroma cervical de los animales intraparto.
S¢ puede observar que se ha perdido el arreglo regular y denso de las fibras de colageno,
siendo reemplazado por delgadas fibrillas desorganizadas, consecucncia de la extensa
colagenolisis, Magnificacion: 8.000 x. Modificado de Lugue et al. (1997). J. Vet. Med. 44,
301-510).
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no del parto es una i
¢sultante de diversos factores tanto fetales como

jos trabajos de la literatura (Danforth 1947, 1954; Bryant ef al., 1968; Kleissl et

al, 1978; Vasilenko & Mead, 1987; Cheah & Sherwood, 1988: Kuenzi &

gherwood, 1995; Hwang et al., 1996) y de Jos trabajos que forman parte de esta

tesis se observa que en el proceso de dilatacign del cérvix se producen profundas
gransformaciones en la composicién fisica del tejido conectivo cervical.
Utilizando la técnica de Picrosirius-polarizacion que permite la identificacion y
cuantificacion del colageno, hemos podido dar cuenta que en el momento del
parto en ratas intactas se produce una desorganizacion del colageno tipo I, ya
que sc observa una significativa disminucién de su poder birrefringente (Luque
& Montes, 1989; Luque er al., 1996). Esta situacién seria la responsable de
permitir que ocurra una disminucion en la rigidez tensional que caracteriza a
este organo durante la prefiez (Conrad & Ueland, 1983). Este ablandamiento
permite que la resistencia al paso de la cria sea menor, llevando a un parto sin

raumatismo fetal. La regulacion de este fendmeno tan importante es aqn

desconocida en sus detalles.
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1.. r & p o &
Asociados con ¢l proceso de degradacion del coldgeno en el cérvix uterino

durante el parto, numerosos trabajos han demostrado la presencia de células de

nfiltracion provenientes del torrente sanguineo (Junqueira ef af, 1980; Luque &

Montes, 1989; Knudsen er al, 1997). Dichos fenémenos han sido asociados

causalmente basandose en los siguientes hechos:

1) Numerosas cclulas infiltrantes, tales como pelimorfonucleares neutrofilos,

leucocitos eosindfilos y macréfagos poseen en sus estructuras granulares y

lisosdmicas enzimas capaces de degradar el colageno, como colagenasas

especificas y proteasas (Hibbs et af 1982),

2) Cronolégicamente es coincidente la presencia de leucocitos infiltrantes con el
proceso de degradacion del coligeno cervical en diferentes especies tales
como ratas, ovejas, cobayos, humanos, etc. (Junqueira et al., 1980: Luque &
Montes, 1989; Rajabi e al., 1988; Hegele-Hartung e al., 1989: Fosang et al.,

1984; Owiny et al., 1995; Luque ef af., 1997).

3) Se ha demostrado en diferentes situaciones que los leucocitos infiltrantes
intervienen en procesos de remodelacion y degradacion del tejido conectivo

(Rajabi ef al., 1991a,b).
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4bajos antério
En traba)0s res hemos Mostrado que asociado en ¢ tiempo al proceso de

dcgrﬂdﬂ“'ﬁﬂ del coldgeno de| cuello wering durante el parto en la rata, se

prn{lﬂ‘:ﬂ una ntensa mﬁltraci-ﬁm de Iﬁu.cﬂcitﬂs eosinofilos “,-UQU'E & Montes,

1989). Por olra parte, en animales Prefiados intactos hemos observado que la

infiltracion de eosindfilos es un fendmeng que se da en forma aguda en los

gltimos dias de la preficz (Ramos er qf, 2000). Con ¢l fin de conocer si existe

una regulacion hormonal de la infiltracion de eosinéfilos y de la degradacion del
coligeno a término y para determinar si hay una relacién causal entre ambos
fenomenos, se examinaron biopsias de cérvices de animales preflados OVX el

D9 de prefiez y tratados con terapia sustitutiva de Pg y E,. Este tratamiento

hormonal mantuvo la gestacién y la viabilidad fetal, hechos que fueron

registrados a través de la medicién de algunos parametros de prefiez a saber: el
nimero de sitios de implantacion en ¢l D9 de prefiez, los tamafios Y pesos
individuales de cada cria al momento del parto y 48 hs después. No se
observaron diferencias significativas en todos estos parimetros con respecto a
los controles prefiados intactos, de esta manera podemos inferir que los niveles
hormonales séricos alcanzados durante la terapia sustitutiva se mantuvieron en
rangos fisiologicos. Los animales OVX prefiados tratados con Pg o Pg+E; no
presentaron evidencias de infiltracion de eosindfilos ni de degradacion del
coldgeno cervical (Luque ef al., 1996). Para poder estudiar el efecto de los E; en
ausencia de Pg se disefiaron grupos de animales psp, OVX el D9 de psp, a los

cuales se les inyectd dosis de E; iguales a las usadas en los animales prefiados.
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se estudiaron las bigps;
(uand® PSIas de céryix ge ©51os animales se observe
5€ 0DServo una

 infiltracion de leucocitos €0sindfilos «:
gré _ » SN embargo, ¢l colageno cervical no
r6 ningun signo de degradacis
most N, presentando yng estructura organizada y

on altos val irrefri
c ores de birrefringencia o la luz polarizada (Luque et al.,

1996). Estos resultados nos permiten establecer dos conclusiones:

a) La infiltracion de eosindfilos es yn fenémeno influido por los esteroides

ovéricos Pg y E,. La administracién de E, en concentraciones fisiolégicas

promueve la infiltracién de eosindfilos, mientras que cuando se tratan

animales con Pg+E; o s6lo con Pg dicho efecto no se observa: esto Gltimo
seria explicado por un posible mecanismo inhibitorio que ejerce la Pg sobre
la actividad promotora de la infiltracién del E,. Estos resultados son
coincidentes con numerosos trabajos en donde se usaron diferentes modelos
experimentales que incluian dosis farmacolégicas de esteroides y/o ratas
inmaduras (Tchernitchin et al., 1974; Lee et al., 1989; Duchesne & Badia,

1992).

b) La infiltraciéon de eosinofilos en el cérvix uterino de la rata es en si
insuficiente para provocar la degradacion del colageno cervical, que se
observa durante el parto. Se puede lograr una intensa infiltracion de

eosindfilos sin alteracion en las prﬂpieda{ies fisicas del colageno del estroma

cervical. Estos resultados muestran que los eosinofilos per se no son capaces
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presente €n altos niveles plasmaticos durante Ja segunda mitad de la prefiez

{Shen#ﬂﬂd et al., 1980). Numerosos trabajos muestran que la Rlx interviene en

procesos promovedores del crecimiento Y ablandamiento del cuello uterino
durante la prefiez de la rata (Hwang et al, 1989; Lee et al., 1992; Cheah et al.,

1995). El mecanismo usado por esta hormona para producir las extensas

modificaciones histologicas del cérvix de la rata es aun desconocido, sin
embargo existen evidencias que indican que la restitucién de Rlx en los altimos
momentos de la prefiez, sobre animales prefiados OVX, permite obtener los
mismos parametros de parto y de sobrevida de crias que en los animales intactos
(Cheah & Sherwood, 1988). Si los animales OVX eran tratados solamente con

Ey (sin Rlx), dichos pardmetros se alteraban significativamente (Cheah &

Sherwood, 1988; Luque et al., 1998).

Con ¢l objeto de conocer la posible influencia de las altas concentraciones de

RIx durante las aitimas 30 hs de la preficz sobre los fenomenos de la infiltracion
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de eosinofilos y colagenélisis ol cuello uterino, ratas prefiadas se OVX el D22

de preficZ y 8¢ Inyectaron con Rix y/o B, A partir del D22, se produce la caida

fisiologica en las concentraciones séricas de Pg en la rata, debido a la lutedlisis

funcional del final de prefiez (Luque et al, 1998), por lo tanto al realizar la OVX

el mismo D22, dicha cirugja ng modifica significativamente el perfil sérico de

Pg. Los animales tratados solamente con E, presentaron altos niveles de

infiltracion de eosinéfilos y ausencia total de degradacién del colageno cervical,

mientras que los animales tratados sélo con Rlx presentaron altos niveles de

colagenodlisis en ausencia de infiltracion de eosinéfilos. Solamente aquellos

animales tratados con ambas hormonas mostraron un cuadro de infiltracién de
eosinofilos y degradacion del colageno similar a los animales prefiados intactos.
Estos resultados permiten deducir que ambos fendmenos estan regulados por
hormonas diferentes. La infiltracion de eosin6filos en el cérvix uterino de la rata
seria fundamentalmente promovida por los E,, mientras que la Rlx estaria
encargada de producir la intensa colagendlisis cervical observada en el momento
del parto. De acuerdo a nuestros hallazgos, ambos fenémenos actuarian en
forma independiente y no seria necesaria la presencia de leucocitos eosinofilos
en el cérvix de la rata a término para que se produzca el proceso de

ablandamiento y dilatacion (Luque ef af., 1998).

La fisiologia del parto nos muestra que, mientras la porcion caudal del utero

(cérvix) se ablanda y dilata para permitir el pasaje de los fetos, la porcion
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cUEmos uterinos
L:ra"-:ﬂl ( ) debe contraerse aumentando su rigidez tensional

- wac funciones, contradictor; :

Estas fune ’ dictorias y Simultaneas llevadas a cabo por el mismo
, implican que no i

grgano, 1mMp q fecesariamente los resultados obtenidos en cada una de

estas porciones del dtero pueden ser €Xtrapoladas. Este razonamiento nos llevé a

estudiar diferencialmente el efecto de Jos Ez y la Pg sobre las distintas regiones

del titero. Numerosos trabajos han mostrado diferentes aspectos de la influencia

de los esteroides oviricos sobre |a infiltracién de eosinéfilos en los cuernos

uterinos, utilizando ratas inmaduras como modelo experimental (King et al.,

1981; Lee et al., 1989; Howe er al., 1990), sin embargo los resultados de esta
tesis pretenden dar cuenta sobre la influencia de dichas hormonas sobre la
porcion cervical del itero, utilizando un modelo mas cercano a la fisiologia

normal de la rata prefiada (Downing & Sherwood, 1986: Luque et al., 1996).

Hemos podido comprobar que el fenémeno de infiltracion de eosindfilos en el
cérvix uterino estd finamente regulado por las hormonas esteroideas hacia el
final de la prefiez. Con el objeto de estudiar los mecanismos de accion de la Pg y
el E» sobre dicho fendmeno infiltratorio se disefiaron grupos experimentales con
animales psp, OVX el D9 de su psp ¥ tratados con Pg y/o E,. Es conocido el
hecho que las ratas sin una fuente constante de Pg no pueden desarrollar la
prefiez normalmente, produciendo el aborto de los fetos cuando dicho suministro
de Pg es interrumpido. Por lo tanto, pard poder estudiar el efecto de los E; en
ausencia de Pg se utilizé un modelo de rata psp. L.a rata psp posec cuerpos luteos
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séri o
co de Pg similar al de las ratas prefiadas hasta el
en que i
momento €n que se realizan lag OVX (D9) {Castm-va;quez & Carrefio, 1981;

Luque & Castro-Vazquez, 1983). De esta manera los animales psp, OVX vy

tratados con Ez, serian comparables con el resto de los grupos de animales

prenados. El tratamiento suministrado con ambos esteroides permite mantener
valores plasmaticos similares a los de yna ratg prefiada intacta e inclusive

continuar con la gestacion en ratas prefadas OVX, manteniendo viables los fetos

(Downing & Sherwood, 1986; Luque er al., 1996).

Los resultados obtenidos en animales psp OVX fueron similares a los hallados
en animales prefiados OVX en el D9 y tratados con Pg o Pg+E;. Es decir que los
animales psp OVX tratados con Pg y los tratados con Pg+E, no presentaron
infiltracion de eosindfilos, solo lo hicieron aquellos psp OVX tratados
unicamente con E; y en ausencia total de Pg. Esto nos permitio postular como
hipétesis que la Pg, en concentraciones plasmaticas similares a las observadas
durante la prefiez, produciria un efecto inhibitorio sobre la infiltracion de

eosinfilos Ep-dependiente. Para comprobar esta idea se SISERANIL BpOR: e o

cuales se utilizé el antiprogestageno RU-4386, suministrando dicha droga a ratas

tratadas con Pg y Ea. En efecto, cuando a los animales tratados con ambos

esteroides se les inyectd RU-486 se observo una intensa infiltracion de

eosinofilos, similar a la obtenida en animales tratados solamente con E,. El RU-

486 evité el efecto inhibitoric de la Pg sobre el E;, permiticndo que cste ultimo
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gjerciera libremente su-efecto promovedor (Ramos er al., 2000). Cuando a
animales tratados solamente con E, se les suministr el antiestrogeno Tx, el
efecto promovedor desaparecié, Teniendo en cuenta que tanto el RU-486 como
¢l tamoxifeno bloquean a nivel de |og receptores, los resultados obtenidos
indican que tanto la Pg como el E, realizan sus correspondientes efectos

iphibitorio ¥ promovedor respectivamente, a través de un mecanismo en donde

|a interaccion receptor-hormona esteroide es necesaria.

Estos resultados son similares a los publicados en trabajos anteriores en los
cuales se investigaron los efectos de la Pg y el E, sobre la infiltracion de
eosinofilos en los cuernos uterinos de ratas inmaduras (Lee et al., 1989; Howe et
al., 1990), mostrandose antagonica la Pg sobre la accién estrogénica,
caracteristica verificada en numerosas situaciones fisiologicas y patologicas
(Piroli et al., 1998) . Sin embargo nuestros hallazgos implican un acercamiento a
lo que serian las condiciones fisioldgicas de la prefiez y el parto y, por otro lado,
permiten mostrar que, a pesar de las diferencias funcionales de las porciones
caudal y craneal del Otero al momento del parto, la infiltracién de eosindfilos es

regulada de forma similar en ambas regiones (Ramos et al., 2000).

Es conocido el hecho que el E; es capaz de promover la sintesis de numerosas
proteinas en el utero de la rata, tales como el receptor de Pg, la enzima

fosfoquinasa BB, insulin-like growth factor-1, etc (Lee et al., 1989). Por otra
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-~ s¢ ha demostrado : o
et 5% que la infiltracign de eosinofilos en el Gtero de ratas

eadures € ediada por la sintesis de proteinas (Lee er al.,1989). Con el
gbjco 62 estudiar si. en concentraciones plasmaticas similares a las encontradas
en 1z preez de 1a raa, el efecto promovedor del E, en la infiltracién de
»g= mofilos al cérvix uterino es mediado por la sintesis de proteinas, se disefiaron
diversos Erupos experimentales. Los animales fueron tratados con las dosis
nebituales de E; a 1as que se les sumo el inhibidor de sintesis de ARNm., ACT-
D. Los animales fueron inyectados con ACT-D en el D21 de comenzada la psp ¥
sacrificados a las 7 hs o0 31 hs de post-inyeccion. En las ratas tratadas con E; y
ACT-D no se observo infiltracion alguna, mientras que en los animales tratados
solo con E; se constatd una extensa infiltracion de eosinofilos. Los resultados
nos permiten deducir que el E; ejerceria su efecto promovedor de la infiltracion
através de su propio receptor y mediado por la sintesis de algun factor proteico
(Rzmos et al., 2000). Dicho factor podria tener un efecto quimiotactico para los

eo=inofilos, tal como lo proponen los trabajos realizados con ratas inmaduras en

las cuales se estudid la infiltracion en los cuernos uterinos (Lee et al., 1989;

Howe er al., 1990).

El complejo mecanismo de la dilatacion del cérvix uterino es objeto de estudio

dehido a las profundas implicancias que tienen los partos distosicos tanto en el

humano como en las especies de interes zootécnico. Teniendo en cuenta esta

problemética también se procedié a estudiar los fendomenos de infiltracion
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itaria ¥y de remo '
Jeucoc! 4 delacion de) colageno en cérvices de ovejas durante el

coldgeno en las muestras intraparto se mostraron finas y dispersas formando un

entramado laxo y poco denso que abarcé todo el cérvix uterino, sin observarse

diferencias entre su porcién uterina, media y vaginal. De la misma manera,
cuando se compararon los valores de birrefringencia evaluados en dos zonas
(zona I y zona II), divididas arbitrariamente en sentido luminal-serosal no se
presentaron diferencias significativas. Estos resultados nos permitieron concluir
que cl proceso de colagendlisis en el cérvix uterino de la oveja intraparto, es un

fendmeno homogéneo y que alcanza a todo el entramado de colageno del

estroma del cérvix uterino (Luque ez al., 1997).

Cuando se estudié la poblacion de leucocitos en el cérvix uterino de ovejas
intraparto se observd que la mayoria de las células infiltrantes eran
polimorfonucleares neutrofilos, acompaifiados por algunos cosindfilos y células
mononucleares. Nuestros resultados en relacién al tipo celular infiltrante, son
coincidentes con lo descripte por Owiny et al. (1995), pero difieren de lo

observado por Fosang er al (1984). Estos altimos autores describen una
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_ ion preferentem -
Iﬁﬁ“mc P €nie de lEucﬂ':“'DS €osinofilos en el cérvix uterino de
] 1

iag i arto. El io di .
ovejas Intrap estudio diferencig) POr Zonas luminal-serosal reveld l
-serosal reveld que la

epitelial (zo .
zona Subep (208a.1) erg Mas abundante en leucocitos que la zona

sa (zona II), i -
cubmucosa ( ), obteniéndose diferencias estadisticamente significativas.

1 ovejas controle
En las OVE] S MO prefadas, |a presencia de leucocitos siempre fue

significativamente  mucho  menor que en los animales intraparto

independientemente de la zona evaluada. Estos resultados muestran que no
existio una correlacién entre | distribucién de leucocitos infiltrantes y el
proceso de colagendlisis en el estroma del cérvix uterino de ovejas intraparto. Si
bien ambos Sucesos aparecen solamente en la oveja intraparto y no en los
animales controles, no hemos podido detectar ningin signo de causalidad,
apareciendo de acuerdo a nuestros resultados y en similitud con los encontrados
en la rata, como fendmenos coincidentes en el tiempo aunque independientes en

sus mecanismos de accion (Luque et al., 1997).

Quizas el proceso de dilatacion cervical podria visualizarse como un
epifenomeno, en el cual diferentes factores actiian conjuntamente para lograr
llevarlo adelante con éxito. La infiltracion de leucocitos polimorfonucleares
podria relacionarse con un proceso inmunologico (Kelly, 1994), que ofreceria
alguna proteccién frente a infecciones provocadas durante la apertura del canal
¢ervical durante el trabajo de parto. A su vez, €s un hecho conocido que el atero
de ratas y ratones es invadido por diferentes leucocitos infiltrantes durante el
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F_L.flﬂdﬂ P del huevo, Sugiriendo para estas células, un rol

0 que evite ' :
cgulatorto @ reacciones inflamatorias de rechazo durante la reaccién
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gecidual (De 00d, 1991; Me Master el al., 1992). Por otra parte, tal como

Han mostrado algunos estudios (Hibbs ¢ al., 1982: Milks et al., 1986) la

nfiltracion de leucocitos aumenta g Permeabilidad de ciertos tejidos. Teniendo

en cuenta estas observaciones, otro posible rol que se podria asignar a los

leucocitos polimorfonucleares infiltrantes en Ja prefiez tardia y en el parto, es la

formacion de canales intercomunicantes a través de la matriz extracelular

cervical. Estos canales permitirian una répida difusion de hormonas u otros

factores activadores de colagenasa, que actuarian sobre las colagenasas

preexistentes al final de la prefiez (Luque et al., 1998).
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po———— e Canclusiones

08 resultados obtenidos Cn ey e .
| 2 tesis nos permiten claborar las siguientes
conclusiones:

1) Los fendmenos de infiltracion de cosindfilos y |a colagendlisis en el cérvix

uterino de la rata intraparto son fenémenos sincrénicos pero regulados por

hormonas diferentes ¢ independientes entre sj

2) La colagendlisis en el cérvix uterino de la rata intraparto es promovida

fundamentalmente por la Rix, dunque trabajos previos indican la necesidad

de priming por parte del E;, para que la Rix sea biolégicamente activa.

3) La infiltracion de eosinéfilos en el cérvix de la rata es un fendmeno

promovido por el E; e inhibido por la Pg.

4) El electo promovedor del E; e inhibitorio de la Pg implicaria la interaccion

receptor-hormona esteroidea.
5) El efecto promovedor del E; seria mediado por la sintesis de proteinas.

6) El cérvix uterino de la oveja intraparto presenta altos niveles de infiltracion

de polimorfonucleares neutrofilos y una extensa colagendlisis.
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MMEI-!IMS AND METHODS
Al

I'Il,‘m_jlq : s
il “Er'; :llllhlllllll'l.\ ar mits fover M) gl were awed Ani
A Al
L S [T i e under comrolled ens inmment (22 +
PR AN 1y i by They had free access

W peller 151
| Athn il
Oy ot sham vochew g Lip waler Either bilateral

esthiesin oy oy UPETAlion were performed under ether an
Yiay | - “1 'H:]I Lf"""""l-: rats |9, un [-fcj:n.1n| fats o [y
it “." ) E oy spening wqps Fosumdd 1m 1l vaginal smicar)
wller o Iri;tr”-u"l"'l'-'"-“"l Al oon Day 9 iDay | = the day
Flu_d " ' "% E||L'|,-l1'tf.‘ CCT% pun, ‘F|||_|_|I w1 prriilal won wias ap
Mt‘“ '{1'-‘ cvenmg of proesirus | 10 L
3 er OVX ur sham operabion, the animals were as
|E|1fl| LET] d’”t“_-m

cxpenimental proups (o receive varous
regines of honmone or vehicle trcatment

Hormwone Teeatmients an Exprenimental Cerongrs
Amimals were tremed w ith estradid 178 1 E ) and/
pesicnone +Pe) accotding 10 the protoco]  described by
”""""“"_E aml Sherwod I12] Progesterone was given in
E[w formy of mnplants made from Silastic twhing (id , 015
% 5 em; Dow-Coming. Midland, M1, each contamning )
mg crystallme Pe (Sigma Chemical Co, S1 Lowss. MO)
Both f!_lllﬁ of the implams were wealed with Silastic glue
Do € wming). Implants were premcubated in host rats for
at least 24 h hefore use o mminimize the i ansiliry relatively
high rate of Pg release that accurs after « ¢ placement. Two
Slastic implants were insented «¢ in the back of the neck
at the time of OVX, Emply implants were inserted 1n con-
trols. “Tir mimic the fall of Pg a1 the end of pregnancy, both
mmplamts were removed under ether ancsthesia belween
UE00 aml 0700 b of Day 22

2 In our eolony, delivery in
untreated control rats occurs on Day 23 between 1230 and
[EIUIRE

Daily s.c. administration of either 005 pg F, iSigma)
or its vehicle (01 ml sesame vil) was given Trom the time
of OVX until Day 20, To mimic the increase of E. levels
belure the onsel of il partuntion, the doses were increased
to 5 pe on Day 21 and o 1.0 pg on Davs 22 and 21

Amimals were allocated 1o groups a5 follows (summa-
rized in Table 1), and tissues (whole cervices, with adjacem
parts of buth horms and vaginal were collected at the time
animals were killed.

Group |, nonpregnant OVX rats in = 5). Rats were killed
2 wk after OV X.

i I"H'ir
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1t

were killed during labor, whey they
Pk AP cach.

CGroup WL pregnant-sham CVY rats in = 21 On Dy 9,
s were subpecied 1o "~|:'|=lll'|_ﬂ"|.-']‘{, cquipped with CIpy
mplants. and ingected with B; vebicle (0.0 ml sesuye ail
sc.)onee daily uotil Day 23, Animals were killedd at 110}
1200 1 of Dhay 23

{.:ru:.ll;J IV, pregnant OVX-J 2 HE rals (o= 5 Animols
weeived PE+Es, and were Killed o P3O 1200 Iy of Day
i
" Group V. pregnant OVX-Pg rats 60 = 60 Animals re.
l ceved Ppomplants and Ey vehicle, and were kil jed al

had already delivered

(130~ 1208 b oof Day 23,

Growp VI pregnant-intact s (n = 73 Animals were
killed at 11301200 1y of Day 23,

To evaluate the elleel of stervid replacement therapy on
~ fetal development, the number of IMplamolion siles swas
- pecodded at Day @ of pregnancy. Linter sire aml il iy idual

pup weight were recorded at term and after 48 b When

mothers were Kalled, healthy lactating nuthers (] -5 days of

[actation} were tsed for I'u:-clfrmg .'iuc"l'.ling :II!"Ilil}' aml nip-
= ple anachment were evaluated for Taciational perlfrmanee,
[ Tissues Teom pregnant OVX sats treated wilh By could
nol be collecied, because estropen alone is no able to main-
tun gestation ancd abortion occumed soon after OVX. Thus
a preudopregnant OVX il model was chosen (o test the
effect of By In pseodopregnant rats @ Tunclional COMPs
[uteum is Tormed [13], and semom Pg levels, until the mo-
ment when OVX was performed in this experument [y
%), are cquivalent (o those of pregnant rats [14], Thus, m
the moment of OVX (Day %), a comespondence can be
established amiong the differemt groups, However, in OVX
peewdopregnant rals, E. treatment during a formight will
not prolong the neuroendocrine/endictine state present a
the mement of OV X, and the cervix obtained in this group
on Day 23 15 equivalent to that of an estrogen-treated, long-
term-spayed rat, )

Group VI pseudopregnant OVX rals in = 4). Animals
equipped with emply implants and injected with E; vehicle
tsesame oil} were killed at 1130-1200 h of Day 23, )

Group VI psoudopregnant OVX-E, rals (n = 7). Ani-
mals were equipped with empty implanis and received E;,
aml were killed at 1130-1200 b of Dn:.rEIJ-- T

Croup X psevdopregnant OVX-Pg+E, rals (n = 5). An-
imals Ifﬁfi'b'gﬂl Fg+#5)‘:1§nd were killed m 11301200 h of
Day 23

- Tissue Preparation and Light Microscopy

Tissue samples were fixed by immersion in 10% buf-
fered formalin for 24 h, dehydrated in graded concentra-

TAILL 1. Expetimental o ol
oy Uram
Grings  Pregnangy  Pai I=rgianl Dy Oy i Vehicle e R “Hhmlm
S — ! (33

I Wi - i e
[] L] TR 1% rlagy aher (852
il Vi y I a, by
I Yies Ves L, Yea Vs 12, Hiewn
Y ¥y ¥, Vs Lo IR L, Bewan
Wi Wi ¥ea et U3F 3, Fesein
VIl Yk, F32 0, Blrswry
Vil Wiy, :H ¥ ¥ 1351, Misan
i i ,.H ¥4 Wl LRF Y, Bdewreny

i Ve Wit [0 1, Phesais
* praprarium i

Graup M, pregnantantrapartum rais in - fil. Animals

Noins of alcohol, embedded in poraffin, and tectioned at $
wm. Scrial sections were stnined wilh cither picroniriue
IIEIH.'IHIH}'hH o Kirius ved in olkaline sialuniinf

Preresinios-Benmtongyling Sectloms were eiained frr 0
T A 01 Sirae pedd sohilbon (51 rus red Fildyip, Mobay
Chemical Corpuration, Unson, M1) in saturaled picnc acid,
this wis Totlowed by rapil washing i inp water anil comn-
terstniming. with Hagris® hematoxylin for 15 min, and de-
|I3’1.|-fn1i|ll| il l|1i1|_||1li|'|,g n 1.:,,-|||I|¢-||¢_ resif. Ficrosinue- he-
mtony b stained sections were evalunted by polatization
mictoscopy, “This methad is specific Tor orientated collagen
muleenles in the sense that enly thewe structuges prevent a
bright Direfringence [15] Mensirernents of the intensity of
birelrimgence were perfunned in specimens from the vari-
aus experimental grovps. Polarization was obtained with
W Polaroid fillers, one of them located below the Can-
demser il the othier ahave the vljective lens, Light inten-
shty was measured with a Reichert model 6 A E 965 mi-
crospeciiophotometer { Reichen Jung, Nossloch, Oermany),
at 3 SRS -mm wavelength, A low.power (% 2.6) Zeiss (Carl
Zeiss, Thornwoml, NY) aplanatic objective was ueed in
these imeasurements. The liEh! imensity of the whole cer-
vical stromey (mscre than 40 hields) from one section of cach
specimen was measured. Optical conditions were regulated
s that the transmittance light intensily of sections was ex-
pressed as percentage area of birefringence

Sirtus red in alkaline solution. Sections were stained for
60 min i 0.5% of Sirius red dissolved in alkaline solution
(N2, pl 16.5) and then counterstained with Harris" he-
matoxylin for 10 min This method permits a distinet char-
actenization of cosinaphils in tissue sections: their specific
granules were deeply sinined in red, which sirongly cone-
trasted against o pale background [4, 16). Taking into ac-
count that eosinophilic infiltration asiumes o helermgencous
patiern, the quantification in each section was performed in
the fibrous layer of the whole cervical wall.

Sralistrcs

The point counting rocedure [17] was used 10 obiain
data concerning the morphometric parameters of eosino-
phils invading the cervical tissue. Losinophils were esti-
mated in the chosen fichds using o glass disk with 3 squared
grid inserted in o focusing eyepiece and on immersion oh-
pective of % 100 [18]. The fraction of points oocurming with-
in the structure of cosinophils (stained in red) was deter-
mimed and then compared 10 the 1wl number of points
Iying within the cervical stroma. The volume (raction was
calculated by applying the fonmula given by Weibel [17):

M

Ve = e
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where Vv is the estimated volume fraction of the vlijecl
teosinophilel, Pi s the auimber of ducident ponts over the
cosimoplils] and P oix the todal number of incident points
et the wolumse wimil (afroma of the ulenine cervis

Kruskal-Wallis one-way analysis of variance wis used
lix anal W 1lee il lerences iy r-_u.innpl'ulic el lirates and col-
lagenadyais ol the cervical steomi between geoups os well
as the differences i pup parnmeiers, Probabilites were is-
signed wsing s Mana-Whitney U iest, Correlation analysis
s cosinophilic infilatien and collagenslyic of the
::l.-n:lull stroania was accomplished by the Spearman rank
osl | 19),

RESLILTS

As shown in Table 2 there were nonsigmificant differ-
ences in pereentage of live pups born, litler size, pup weight
al term, and pup growih mile between coalnol and paeprant
OVX steroid treated proups; these reslts are similar (o
these published peeviously by oiher researchers | 10-22].
Pup from expenmeental groups alse showed a high lacta-
tinal perfuemance as ey alualed by mipple attachment, k-
ling ability, and growtl rate. These results demesnsirte that
berrmsene replacement did ned alfect fetal developnsenl or
viability amd closely mimicked normal bevels of seroid se-
rum Juring pregnancy

Megnant rats killed during delivery showed the highest
cosinophilic infilirate in Ahe cervical stroma, which was m
a direct association with a widespread collagenolysis (Fig.
1, A amd By, these resulis contenst with those eblaned in
ponpregiant chronic OVX rats, in which neither cosing-
philic invasion nor eollagenclysis wis obierved Fig. 1, C
andd 10 When pregnant-intact {group V1) or pregnant sham-
OVX tgroup 1) rats were killed (at 11301200 h of Day
2V} immisahiately before the time of expected partvrition, a
fower bl nonsignificantly different infiltention was found
iy comparisen W 1he intraparium group (geoup [ iFig. 2A)
The inassive ssue invisen by cosimoghils G iw these
conteol groups (11, T amd Y[} was closely associled witls
2 considerable reduction in the inlensity of birelringence of
cullagen flers (Fig 203 This reduction in collagen bire-
Irngence spraks sticagly in Favaor of 0 massse decreate in
wirented collagen mwdecules associnted with cet vical dila-
(T

When pregnant OVX rals weie ireatedd with Pg-+Ey
fgroup IV) or P group V), the eovinaphilic il itaca
funnad i pregnant shoam OVX fgroup 111 animals was ned
reproduced (Fig. 2A). Even though OVX wax performed
on [ray 1 ol preginngy. the lwriswnal replacement reat-
et clisen raintaned fetal vinbility until the day ol par-
puriiion {see Tabde ) A ohaerved in chromic OVX s,
e pheence of cosinupliilic infillration was associated with
pir collogen degradation in the groups Ireated wilh Tg or
PgtE; (Fig 21 _ _ ,

A significant eosinophilic infiliralion was foind in k-

fllgnlﬂffﬂll 2L ] isee Mmieriah

mals trested with E; alone {group VI, bt o direct cor.
respondence between these high levels of eosnophilic in.
Talradican and collagen depradation wias ol seen tE:a; ILE
and E nmd Fig. 31 When rats OV X duning peeudopregnancy
were trealed with B, Pg (group LX), cosinophibe infilira.
i was nid observed, (hese results pgree with thowe ob.
waincd in pregnamt OVX wms treated with By #Pg (proup
% The pn,-n:u.mu:-rmld.nul:mn riethcad showed fo colls.
gen degradation in the cepvical sromn of either of these
tecated groups (Fig. 3Bk the sime resulls were obtained in
chronic 11X rats (group D (Fig 1CE

As shown an Figure 4, o pegative cofrelation [(Spearman
r; ~(0 6584 g < 00 belween cosinophilic infiliration angd
collagen degradation was observed in bodly e pregnam
igroups 11, 1010, TV, W, and Vi and the clhroically OV pats
dgroarp 1. On the wther hand, rats OVX during pseudopreg-
nancy and tieated with By (group VIl showed an fmpor-
tant fevel of cosimaphilic nfilration tugether with an intact
collagen framework (Figs. | and 1) Lhis i the reason the
latier group could not be included the correlation amal-

’-'I:I'l

MMSCUSSION

Parturitons resulis foom a complex interplay of malernal
and Tetsl factors [B). For o normal labos, delation and ef-
facement (ripening) of the Cervis is a nECESSAry prefedui-
sate, amd 1l pro<ess is pecimnpanicd by a disruption of the
pedered collogen bundles [2. 23] The physiological mech-
amisms invidved in starting the fpening proscess an lesm are
atill wncertain, Bur ihere i3 good evidence that both colls-
genase and proteolytic enzymes increase al lerm [6, 7] in
asgocistion with a widespread collagenolysis, and ol the
same lime a massive pelymorplionuclear leukocyte infilira-
tion is obsorved in ihe cervical stroana of humans, sheep,
pabbits, and rats |24, 24, 25) I thes study we have cons
firmed previcus hndings [4] showing o very cluse 550l
alion between the eosinophilic infiliration and collageno-
lysas (xee Fig. 4y in the corvical sttoma dunng rat parun-
ton. [t may be pertinest 1o nole that the presence of poly-
morphonuelear leukocyles in penparturient tissues has been
repurled in clectron microscopic studies [2, 4, 26] and im-
munehilviochemical studies wang speciic antiboches agnanst
aculiophil enzyies of against eosinophil major bassc pro-
tein |5, 27). However, the physiological role of this infiltra-
tion is not Dully resolyved

Farlier aftempls were made 1o comelale changes in the
utesine corvin willy the endocrine events aroand parunimon
[28, X9]. Tt is miveworthy that in FaE Serem, Pg level am
high during pregnancy and gradually decrease 4871 h be-
fore partuntion | 30]. On the other hand. placma concentra-
lions of esiropen. which are low during pregnancy, INCTEASE
2h-48 h before delivery [31], and this increase coincides
with 1he antepartum elevation of serum relanin [32]. AS
suggested in previcus work, ovarien steroid hormaones may
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b an effect on cervical npeming- Progeslorone is essen Recently, Duchesne and Badio [27] showed that P was mol
Bil for the maintenance of pregnancy, and its achons have able 1o promoie rl sterine cosinophilic invason. Although
I'-'":’.'_ﬂ nicrprefed oa Blocking myomeinum stienolants and an early degranulatron premaoted by Pg [33] canpor be muled
Whititing cerwvical tiasue ®reakdown (8] In the present owl n opder to explain o decreased number of eounophils
Hudy, Pg wat nod able to promote eodvnophalic infiliration an both the results of Duchesne and Badin [27] and our
E 1k cervical stroma of either pregrant rals of those OWXE present resulid, there are many reasons (o suspct Ehat an a
during pretopregnaney. These results controst with find physiologic sate P has an inhibitory effect on leukocyie
:' from g prevacus woik n which Pg promoted 2 sig- whbraton Afier ndmoirstralion of the Pe anioponisl ana-
Hcant infilration [4); the discrepancy may be explaned  pristone to pregnant guinca psge, 2 corvical infiltralion by
o 1akey infe account that a pharmacolegical icheine polyvinoepbonucleas leakooyies asvociated wilh the r||i::.|'r-]"|-|:|._
*u applied 10 chroncally spayed rats in our carlier study bogical uigne characienstic of cervical nipeming was ob
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FIG, 1. Ecainophihc anfiliraton (Al and intesay of birefringence values
E., u_'-l'h:-i:hur'.;gI fl1e* Quantity ol cosentaied cr.-ll;ggﬁ_ in cervital cofiieTivE
tisspe frarm pregnart (P and nonperegnant (MP s ssigoed io diferent
expenimeTiial pronoendd. A Bars roprement mean value of yoleme denly
fareal fractene oooupied by rwru-:.".-nnn Wn, amnel does are individual dars
ficem rach anirmal Mean Vv ol ecsnggdu b were sipnificantly brgher g =
ED B ery aritrapartuen (ardags B, sahamO0 (gt 10, and inWct paegnant
f W) rats Cenmpared w0 ot pioups. Hetwesen these control preasps

were nonsignificant defferens ey Baty teated wnth PR akaods 1reated
with Pp+E, and chronic OVE anirmals shesmed wery low Wy bevelds of
“lﬁ{.lpl‘uh._ weith o differernic e aFrIng 1T Erindfr B Bars repiresen
mreean antensity of borsfningence valoes, and dets are indivrdual vatuees in
ewth expeniemtal grrap A fefect oeeelilsin btween sosnophilic in-
Teleratoen arid [eon o rnlldgr'ﬂ i]-:rtl'i-n;;rnl:n wias houmd (oanpa 11, KL, and
Wi, whereas in the proups without infiltraton the intenauty of barcdrin.

e wert bugh (e 1 N afed W

served [26]. The possibility that Pg withdrawal might be
associated with eosinophil influx is @ very important 1ssue.
Further studics along this line are curremly underway in
order to determine whether Pg owithdrawal may cause the
cosinophilic infiltraton of the rat cervix. Findings on the
respanses cffected by Pg withdrawal as well as the influ-
ence of relaxin on cervical nipening at term will be pub-
Iished eliewhere

On the other hand, many reports (for a review see Kelly
[34]} have suggested tham Pg and its agonists have an im-
munosuppressive or antnnflamatory effect; these observa-
tions arc in agreement with the absence of infiliration re-
sponsc. It has heen shown that Pg prevents graf rejechion
[35], and this may be largely due o 4 direct inhabition of
leukeocyte infiltration. The antiinflamatory nature of Pg con-
tralling the influx of leukocyies 1o surrounding tissue may
depend om its action on the hlood vessels or on its amlity
1o block chemaatiractant protein sSynthesis | 34d],

In contrast, in Es-treated rats OVX duning pseudopreg-
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AIG. 3 Eosnophilic infiliration (A) and intensity of birelringence 0 in
cendical droma from ats QVE CUIFIAE PRruEsCp g nancy and assigned g
chfferent experimentsl protocols Al Bars represent mean values of volume
densiny Lareal fraciion oce wpied by eosinophifs: ¥, ared dhots are indfivig.
ol data froen each animal Mean Vv of eosineghils in OVE-E b igroup
VTl were sigaaficantly higher (p < 0,01 than in cantrol VX Igreup v
ar CWX-E,+ Pg rats igroup X, B) Bars represent mean intenity of bire
fnrgence values, Jﬂj.r 3 are indrvidual values I all grougs, including
the cne with heavy eosinophilic infilration, collagen birefringomee was

high.

nancy, there was a striking cosinophilic cervical infiliration
reaching levels similar 1o those of intrapartum animals. Pre-
vious studies estallizhed that eosinophils appear in the uter-
ine horn of rats afier estrogen administrzation [36, 37 this
effect appears to be medizted by the production andfor re-

]
.. ry ® = O 3
® a0l w00
E .
¥ -
gl
;
= =
]

& -
E 10 = -
-
1 1 '] i il e [
nﬂ ¥ F 3 4 5 [
F oy, S O ina T v w 0B B
FHG, 4 C el gt Bertaoren me.mr_rphilu: infillralion and infensaty o ba-

refringence in cervical stroma of all cxperimental groeps except the rats
O during pseudopregnancy arl eeated wath B, alooe (geowp VIl For
dretals of the cxpromenial RIS S Sipierials and sethock
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o TIRRRUL, O CERVIC

- of an :uﬁ'i[ll.'l']']'l'l“ fh_l."ll\'li"'ll."l.ll.'
I adivl-receplor IlTH‘i]mll:'d [3%)

.‘|]~ mntir he cervical "“-‘“‘:tillﬂ{"l! Partunniog gof Toel oy

' greatmenl may rescmhble '.‘I"" POCess of Ei e
M aton from the blood 1 sites ul LT ETRTTT ¥
l:ﬂll!;ul:- The dm?ml phases of lcuk“‘-'!f"-" CMigiating —}r ﬁ
¥ activation. firm adhesion, ansendutheliy) l'rlib'.'li.'llli.lrl':_-
e edated by a cnrnhlm.j.l achion of multiple famities of
jrevion mrolecules, cytokines, nng chemamiraciay [39)

- aentind of the cervical LISSUE a0 teray o alter “‘*"“!-ttrll

ment 10 _f,.}-n!ﬂmwc powerlul :;Im-mm.ti.r:u-:_;nuu b imdluge
I:P-'I eusimophil influx Tould be SONElY considere Che.
[ Lachic activity at the end of pre Buancy has been observed
i e pabbit cervix, and mierleukin.§ Mroduction has been
hown in the human cervix [25, 40) Ax e Previously

grested 4], 10 s inleresting 1o note (g regionally spe-
dlic Clanges GECUr m 'ht. Eenital wact of the femgle ran i
ﬂ~|.'t'“-“: oo BIVERN uvarian stepo

. Duseheme ol Dol
2 _x.upl-“-‘“‘_:"l amel :xlgndm.l _|:11i.11 ubservition aller studying
11‘1'3 distribution of eosinophils in the 1y uterus liom pnd

Cervin N various endocrine contexte: Pre- and postpanuri-
4 dllﬂ'"E the estrous cycle, and after UYAnectomy fil-
ioed by |._:. and ]-I"g :u;lr_:lmm’lrmlu:lrn- They Tound remuarkahle
fiterences in costnophil infiltration in the wlerus o sl

phe corresponding cervix depending on the honmonal en-
wrcmenk.

The eflect of ovatan steroids on the ¢
ol 1he cervical fissue hn:»'.lhc-_-n previously investipated 128,
411 In nuce, treatment wtlh_c.-al:_mdml induces loosening and
,;_ﬁn:rirlj! E—"E the ﬂ“"-'lﬂl‘ll librils [.HJ In winnen, thepe i
indirect evidence o suggest a relationship between estiogen
gl cervical sofiening. Prelabor cervical changes nonmally
accur at a time when plasima estradiol is HISINE Lo muaimal
feocls [42). Onur resulis showed that in the rat, neither E,
por Pg alone 15 responsible for the collagenulysis seen m
jerm. An increase in the estrogen-progesterone ratio and an
wicrachion of both sieroids with relaxin may modulate
moomelrial contractility and cervical npening. Whetlier
thesz are direct actions or whether they are mediated vig
ghanges 1n local faclors (ie., prostaglanding is not Tully re-
solved. As nomatter of fact, an important role of relaxin in
the growth and softening of the cervix has been ubserved
[15. 43, 24] By injecting a monoclonal antibody for rat re-
lauin that neutralized the endogenous relaxin of pregnant
rats. Sherwood’s group [44] swudied the histological
changes in the cervical tissue and identificd relaxin.depen-
deni chamges in the exiracellular matrix. The mechanismis)
by which relaxin modifies the rat cervin remains 1o he de-
lermined, and studies underway in our laboratory are de-
signed 1o investigate the mfluence of relaxin an the rela-
timships. between collagenolysis and eosinophilic infilira.
ti.

An understanding of the regulation of labor at term
woold be of great benefit to the diagnosis, management,
md outcome of dystecic parturition, a major problem in
human health care and in animal production. 'I:'.'umn.lcri_:n_g
the ssmilarities in polymorphonuclear leukocyte cervical n-
fliration at term between women and rats, the rat wierine
cervin could be a useful model through which to perform
Mudies related 1o the physiological role, if any. of this in-
filtration in the mechanism of labor. Several other I'culurcs
fupport the ral wienine cervix as o useful model Tor studies
teliled to (wmor biology, tissue invasion, and melastases-
feluled processes (see Lugue amd Momes [4]) In cervical
Carcinomas of women, a posilive c{:une]mi-.ru was found be-
lween the degree of eosmophilic infiltration and a better

Fctor Whase Symbesiy

K CCIUlment of COLIR-

aracellular matrix

AL I:'U.'iIHI}NI!I.IE' INFILY

RATION 1211

I’E‘Rmnn ol the disegae 145] More
:_:I1::|:::'|I|::.|:r:“ Il1h;||;|'F i;._“ru,»"m.;._-.|;|1l_-p induced cervical
bk I-‘I m_u:. | clm:ng m-;!u_q,-uun the mice were treal-
B VB the incidence of carcinumas decreased 1o half
‘,?:1 'uru: could posiulage thst the lower m-:h.l:n_ﬂ:_ in ccr-

WM 1% due (o gn mereased cosimophalic infiltration

promoted by esirogen and 1o 5 protective action of that
mifiliration,

I conclusion, this Study indicates that cosinophilic in-
liltration and

I collagen degradation may be under different
wrmonal controly, |y seems that E; sumulates and Pg in-

hibirs cosimophilic infiltration of the cervix bul that other
mﬂum. e responsible fur triggering the collagenolysis
found in the cervical tissue af ferm. The fact that steroid
"-‘I-"h_lﬂ.'l.'lnrm in OVX Pregnand rals has nol fully mimicked
the intrapanym cervical changes is under investigation. We
postalate thal the E;-promoting effect on eosinophilic infil-
triilion octs when g levels are low or absent and that minor
‘.'I-“lnﬂﬂ"i in tIIE Flti_‘ljnlﬂg I':'i'e.lﬁ ur SETUM P-E may e -!,ul'r-.-
Clem 1o block the E; effect, T

Even though it appears that cosinophilic infiltration and
collagen depradation may be involved in the physiological
process of cervical dilation, more information 1s needed 1o
establish their precise roles, As proposed earlier by Liggins
et al. [1]. the onset of labor may be wuly controlled by a
“eomplex multifuctorial syslem™ in which no factor is

dominam and more than one factor acts over the same pro-
tesscs lo warrant the success of cervical dilation.

wer, another interesting
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Summuary

Sheep uferine cervices and corvieal mucus were heavily mdileared by neutrophils during labserur,
whereas tamples of cervices abrames] frenn non prrcpmant cotpls badd owr anfilerare. The !11:l.l-|:1'1ri'||1llll'

| infiltrate of the sheep werine cervit ar term was nor hompeneoush distributed throughour the organ:

Jusninal mucus contamed mere neutraphils iham pssoce which, m e, displaved 2 ehifferenual distraluation,
ﬂ“_- 5u!:{'[ﬁ¢|:1 s.|.|||4.'p-i|:|11."|1:|l f:u'l_'r |.5|-|.'i.n],1h Ny |'|:_';'|'|.'i|1.' il aneel thiai I!I'Il' ||.|{'1."|'!-l:r EAR ST LRIV I RN L I.‘I.].'El't. .I"Ilu
w-j;lfjl:lq’{'.‘ll;] l,l::l“igl:l'u:lh"l:iw was absserved i the -;l“_-._-!-. utenine cervie ot e The h''|'|'!'l'h,"'-"""-":”-l-5 1“'_“"
phologcal aspeet of degradation of collagen ilsres thioughoue the whole corvieal stroma crntrasted “_"th
the above-mentoned differential divnbotion of nowrepints. Cn the hasis of previous reports showing
that collagenalysis follows the leskocytic invasion of human amd rat cervices at term, a possible role for
the neutrophilic infilirate of the sheep utenne cemvax s discussed

Introductiom

An understanding of the physiological mechamsms involved 1o repulavon of labour would
be of great Benefit o the diagnosis, management, and ourcome of distooc parturition, a RYEL)
problem in human health care and in aniinal pr aluction. The rate and degree at whach the
cervix must dilate and efface 1o allow expulsion of the foews{es) varics among specics. At one
end of the spectrum, the corvix is pracucally oo barrice i muoltiparoos species such as rodenis
amd swine: at the other extreme 15 the '|'|ri|'r1.'|.lg' cerviv, which presents a major Liareier tos thie

] delivery of the Toctus and froquemtly comtributes to considerable obsteroe problems (CHALLIS

and (150w, 1988). In this eontext, the ewe cervix has been considered close to the primate
Cervix,
As 15 the case in other mammahan speoies, the cervix of the owe uterus 15 composed of

- fibroblasts, smoath muscle cells, and an extracellular matnx in which large bundles of collagen

fibrils, elastic fibres, and proteoglycans are the main consttuents (FITAPATRICK and DOBSON,
1979 FOSANG ct al., 1984). Previous studies have demonstrated thar cercical dhlation ;Iminp;

. parturition is due to a widespread collagenolysis which Follows a heavy polvmaorphonuclear

leukocyte invasion of the uterine cervix. In women, it was found that the polvimorphonoclear
leukocytes that invade cervical tissue are neutrophils (JUNOQUEIRA et al, TYBOY aned in rats are
cosinophils (LUQUIE and MONTES, 1989, DUCTIESNE and Bamia, 1992; LuoQuis e al, 1990).
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(1995) dosenbeal a sipmficany mercase m sheep corvacal m .
o the vabicr band, there 15 preal evulence thar leath crdlaponase and protordine ETFYMes o,
increase a1 teem in humans and ears (K vae ey er al, 197790 Rapait er al, 1985 and o, o
Illt_' LERTT nlr ||:r,-.¢. CRFVITNCS A |||1_ rnl-lltr_:frnl; ;v.--h lltr-:"r'h-llru-l'_'ll 14 EL'U;"-IE'..!T_'i it BA-R et gl
1992). Takmg m comssdoranon thar previeus studics sopprees that the _F"I"'ﬂ-"'"r?"}"“-"-'-":in_-l
leukocytes found in cermacal tigsue at 1erm s :|“-.H-r=rﬂ1 a crtical el in the Ph‘ﬂi’shrﬂﬂ
process of cervical ditanon (JUsoU R eral, 9805 T GEn - HARTUNG e al.. 1989, Lyep-
amd Mosires, 1989), n appeared cxpedicnt o i cetigate whether there 15 any ASSMCia
between eollagenoly s and leukocoy te sfiltration in the ewc’s cenvieal stroma during rarturitien
using specific |1Itllu..||1.'mu; al techimigques, Thic tash was underraken and ns olbjecnve was o ang g,
eollagenalysis and polvmerphonuclear leukocy e invasion in the owe's cervical stroma at term
by mecans of the Perosinus pelansation micthend and transnneaon electron microscopy.

Materials and Methods

L

Eleven cwes of corrredale bireed, 33 vears of age. avcrage 45 £ 2 kg bendy moght imean + SIEAL),
wiere mainitaicicd i the countryaide ar the University Teachmg Farm. Ammals were fed har o fibyrneny a7l
=4l concontrates per day and given free aceess o water, All fermales weed in the study had prey writhy
hadl a normal delivery.

Seven ewes wore naturally mated ar ocsirus fday = 1) The averapes duration of pestaton in thee Aok
is 149 + 5 days. Corvieal samples were obtamcd from pregnant enes at the onser of labour immedarely
prios i delivery of the foetus (when mest of the softening of corvical ussue had already taken place) under
anacsthesia with sodiom pentabarbital (63 m’,_-,fml of saling; Sipma Chemeecal Co., St Lowms, MO)), Before
the traumatic Hn:n:hing of the cervix by passage of the focius, the cervix af the cae = delincated from
the uterute by the presence of 4-6 annular rings which project into the luminal F[T:II:I:_'FLlﬂhtmnfr, this
tiszue has a disiinct striared appearance. After rermeval Feeoom the animal, the cervis was iemoved '!1:}' gentle
dissection with mimmum traction) from the uterus immediarehe alwwe the annular fng located on the
uterinie side, and separated feom the vagina by coning below the annular nng lscated on the vaginal side.
The rissue was washed in cold saline and tommed of excess fascia and vasculature with fine sciseors. Bach
cervix was divided into uterine, imermediate and vaginal thirds, and samples were nbrained across the full
thickness of the cervical wall, cut transversely from a longitudinally open cervix, The nther four ewes (non-
pregnant controls) were killed in the bocal slauphter howse and thoir corvices were obtained following the
same procedure described for pregnant females. Immedinele afier collection, the ossue was !.ubm:[:ggd in

the approprate fixative.

Tierme ﬁjrp..-mﬁh:.r aite fghit sFCPRICAT

Tissue samples were fixed in 1P huffered formabn duemge 240 ar 5%, dehvdreared in eraded
concentrations of aleoheol, L'I'!"!lll.'tlllr_'l.l i paralfing aud cecrioncd ar 5 pme Senal scctions were alternately
stained with either hacmatoxylin-ensin, picrositive-hacmatoxyling Sirius red in alkaline solution or by
{ricmsa, '

Sectons from all segments were examined for the presence of leukoevtes using Smrmus red in alkaline
seslutiosn and Ciremisa. Collagenolyvsis was siudicd I:}- the rlli_l_'f{]_l:i[iu_l;,-.l'ﬂ'pll‘lrllzﬂti”n method (MONTES, 1996),
smce a heterogeneous leukocyte distribuion was observed, cell counts were made in luminal mocus and
in twao different areas of cervical stroma, Cervical stroma was divided into two zones (1 and 1T}, cach
TGO o waede o preegnant animals, Teom basal membranc towards the owter layers (Fig, 1).

Serzns Fled i albaivee slwtion. Secions were siameed during 60 min in 00.5% Sirus Red dissolved in
atkaling solution (Nat ] pll HES) followed by coumersiaining with arris' haematoxylin for 10 min, This
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Fig 1. Fh“"‘“”“”!ﬂ‘_‘[’h of a sccoon across the utenne cervix of an ntraparum ewe showing the luminal

mucus (=) and the different zones of the stromal nssue used to perform morphomernc studies. Zone |

comresponds 0 the adluminal subepithelial layer (lamina propria), whereas Zone I corresponds 1o the

decper submucous layer. It should be stressed that the layers defined in the present paper do not correspond
to those of MORE (1984). Magnificanon: 41 x.

method permits a distinet characterization of eosinophils in rat tissue secnons: their specific granules were
deeply stained in red, which strongly conerasted against a pale background (LUQUE and MONTES, 1989).

Ciemsa. Secdons were stined for 60 min in 1:10 Giemsa stain (Aldrich, Mibwaukee, USA). This
procedure permined to study the leukocytes chat invaded the cervical seroma, all the eosinophil granules
are marked in red and neutrophil granules are not suined (though ther nuclel were stained blue with
haematoxylin.

Prarosiviur-haematoayiin, Sections were stained for 30 min in 2 0.1% Sinus Red solution (Direct Red 80,
Aldnch) in saturated picne acid followed by rapid washing in running tap water and counterstanming with
Harmns' haematoxylin for 15 min, dehydranon and mountiong in synthetic resin. Picrosirius-stained secnons
were cvaluated by polanizaton microscopy. This method is specific for onenrated collagen molecules, in
the sensc that only these structures present 3 boght birefnngence MonTEs, 1996), Collagen Rbres
normally appear regularly arranged, forming thick bundles of contnuous and densely packed fibres (and
thus correspond to baghtly birefnngent strucrures throughout the whale microscopic field). The disturbed
appearance of the eorroded collagenous framework {charactenstic of collagenolysis) corresponds to
fragmentary and irregularly separated eollagenous structures, that are weakly biretningent. Thus, measure-
ments of the intensioy of birefnngence were performed in specimens from both expenmental groups.
Polarizanon was obuined with rwo Polaroid filters; one of them locared below the condenser and the
other one above the objecuve lens Light intensity was measured with a Reichert model 6 A E 9/63
microspectrophotomerer, at a 585 nm wavelength. A low-power (2.6 % ) Zeiss aplanane objectve was used
ni these measurements. The ight intensity of the whole cervical stroma (more than 40 ficlds) from one
scction of cach speaimen was measured. Opucal condinons were regulated so that the transmittance bght
intensity of sections was expressed as percentage arel of birefnngence

Flectron micrarcepy
Semall fragments of samples of the utenne cervix were fixed in 2% glutaraldchyde dissolved in .15 m
phosphare buffer at pH 7.2 for 2h, followed by postfixagon in 1% osmiun terroxide for 1h, and overnight
black staining in 0.3% aqueous uranyl acetate. The ussues were embedded in a polyester resin (Poblyee),

thin-sectioned in an LKB ultratome, double-stained by uranyl acctate and lead citrate, and studied warh a
Philips 4{0) clectron microscope (LUQUE and MONTES, 1989,

Statestical analycer

The point counung procedure (GUNDERSEN et al.. 1988) was used to obran the volume fraction of
the neutrophuls that invaded the cervical ussuc. Meutraphils were estimated in the chosen felds using a
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plass dline with o sapuared god inserted in s focuung eyepiece and 3 * 100 immernion objeetive (Ann; R

1K) Phe drmctiosn ool e nhrite @S eI withun the structure ol nrulrnph.lll W drtf"m"lrd 11".;1 M
cornparesd 1o the onal numbser ol [ewnts hing within the cervical stroma The volume fracuon Ny ,,;-j:n
by (nir utrophily) was calculsted by .A"rphllu.l' the formuls pven by WEIBEL fl',rﬁt.lr_ as 'l““ﬁlgd h:

Luoun enal (1994

The Mann-Whotney U-test was used 1o analyse the differences in neutrophubic infileraces and ¢
Lagenolyas of the cervical siroms berween proups The Foruskal=%allis ene-way analysis was i il
analyse the differences of this vanable berween the utenne, intermediate and vaginal thirds of the c::n.rl:

in each group (MEGIL, 1956)

' Results

Under the light microscope, the most prominent feature of the non-pregnant cenay wy,
'!’m 1t 1s compnsed almost exclusively of dense connectve ossue formed of thick collape,
fibres that were stained dark red in the Picrosirius-stained sections. The study of intrapareym,
cervices disclosed the dramatc ch;[ngcg. n CU”H?{EI’I murphulug}' rtpurltd carlier 1n hun,m
(JUNQUEIRA er al,, 1980) and rat (LUOUE and MONTES, 1989) cervices. In fact the morphe.
logacal evidence for collagenolysis could not be seen n the cervical stroma of non-pregnan,
controls whose collagen fibres were very well preserved (Fig. 2). In the intrapartum mareria],
the collagen Abres appeared o be much thinner and more spread out, and the amount of
collagen fibres per area was drasucally reduced. No significant morphological difference was
observed berween the uterine, intermediate and vapinal thirds of the cervix with any of the
stains used.

Electron microscopic examination of sheep cervical stroma during labour disclosed dra.
matc changes in collagen fine structure, deseribed catlier in human (JUNOQUEIRA er al, 1980;
and rat (LUQUE and MONTES, 1989) cervices. The regular arrangement of collagen fibrls,
which 15 rwpical of non-pregnant controls (Fig. 3a), 1s markedly disturbed in the intrapartum
cervical biapsy specimens. The electron microscopic picture of collagen degradaton showed 3
corroded aspect: in longiudinal secuons collagen fibrils appeared fragmentany; cross-secuoned
fibnils showed a ragged and irregular oudine (Fig. 3b).

The study of the cell populatons in biopsy specimens of non-pregnant cervices showed
that fibroblasts were the main constituent. In the intrapartum matenal the cellular populanon
increased, with the appearance of a few mast cells and macrophages in addinon to the fibroblasts.
The most common cells, however, were the polymorphonuclear leukocytes, which heavily
mfltrated the stroma. The study of our material in the light and clectron microscopes revealed a
series of characteristcs in regard to the appearance and distributon of these polvmorphonuclear
leukocvtes. In sheep tissues, Sirus red in alkaline solunon marked most of the poly-
morphonuclear Jeukocvtes (i.e: neutrophils, eosinophils), thus it was not useful for dis-
pnguishing amonyg the different types of leukocytes.

Leukocvte infiltration in the subepithelial layer (zone I) of the intrapartum cervix was
significantly higher (V'v: 3.76) than in the material obtained from non-pregnant ewes (Vv (.04),
and mostly corresponded to neutrophils (Vv: 3.55) vs. eosinophils (Vv: 0.01) and mononuclear
leukocytes (Vv: 0.28) (Fig. 4). The identity of neutrophils as the most numerous polvmorpho-
nuclear leukocyie tvpe was confirmed by electron microscopy (Fig. 3b). As the distnbudon of
the neutrophils was uneven throughout the extracellular matrix, this allowed us to perform
morphometric analysis in two different zones (as described in M and M) of the cenvical stroma.
The intrapartum tssue showed higher infiltraton in zone 1 (Vv: 3.55+ (L.83) than 1n zone 11
(Vi (.39 + 0.22); however, the greatest amount was found in cervical mucus (Vv: 6.72£0.75)

“ig. Sa).
“e Cilla renolysis could not be detected by the methods used in the non-pregnant group
(Figs 2b, 3a and 5b), whereas the intrapartum cervical tissue displayed a widespread collage-
nolysis, as measured by the considerable reduction in the intensity of birefringence of collagen
fibres when observed by polarization microscopy (Fig. 5b). The quantitanon of collagen nbrous
matenal by the picrosirius-polarization method showed the intense reducton in birefringence
observed in histologic sections of intrapartum cervical stroma of both zone 1 {20924+ 12.52)
and zone 11 (19.43 4 12.85). While a significant associaton in the intrapartum cervical stroma
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Infiltration In Cervical Tissuc
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Fig. 2. (a) Photomicrograph of an iNLIAPartum ewe Cervix Studicd With e ad Picrosinus-polanzanon
method (a specific pr cedure for the derecuon of onentated collagenous structures in 0ssuc scCtons) Wl

boghtly bircfningent structures, which shine agamst a daek backeround, are of a collagenous nature
Observe that collagenous Bhres appear fragmentar
Sccuon of a non-pregnant ¢ mtral cervix studied wath the ad o1 the Picrosinus-polanzibon rnethod
Observe thar collagen appears as thick bundles of continuous and denscly packed hbres; comparc the
regular arrangement of coliagen fibres in this sec
collagenous framework depicted in section

and irrepularly separated in mtrapartum cervices, (b)

L

n with the disturbed appearance of the cormoded
1). Magnification: (a} 360 x; (b) 140 x

was found in zone | berween ncutrophibic infiltradon and collagen degradaoon, this pheno-

menon was not observed 10 zone 1L [osinteresting to ubserve that the widespread collagenolysis
tound in zone I was L'rrr[-_'iml_d with the absenoe of |'|-_-|_|‘.r|-i:-|1'.?:r.' inhltranon
Neutrophils migrated [~r1_~|:'¢;r:-n[i4|]'. towards the cervical lumen and they reached the higher

amount in the luminal mucus

Discussion
The forepning resules strongly suggest char- (a) lekoeyte infiltraton of the utenne cervix
in intrapartum sheep at term corresponded mainly neurrophils; (b) levkocytes were found in
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irregular outline (arrowhead). Mapruficanon: (2) and (b) = 8,000,

the conax of 3 control (non-prepnant cwe (2) and of a cervix samnple
obtained dunng partuninon (b). (a) The non-pregrant cenax 15 composed almost exclusively of denscly
packed blocks of collagen fbrils. Few Abroblasts and their slender cvtoplasmic processes intermingle
among the fibnls. (b) This cleciron micrograph contains the ultrastructoral cquivalent of the neurrophils
detected under the light microscope in the cervices obraned dunng labour, shserve thar this cell displays
the hine structural pattern typical of neutrophilic leukocvies and contains conspicuous specific granules,
The T'f:-:u].'l.." arrangoment ok culiu;.:r_'n fnibnls. whielh 1= tﬂjLEﬂI i non-pregnant Controls = compare with the
electron micrograph in (a) — 15 markedly disturbed in this picture. An evident halo surrounding the
neurrophil occupies most of the area normally Alled by collagen abrils. Note the vaning diameters of the
transversely sceuoned fibrils that are being degraded: the electron microscopic picture of collagen degra-
dation shows a corroded aspect, parm:ul:ui:'. ohviows in cross sections, where Abals show a ﬂm:d and
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Fig 4. Polymorphonuclear beukocy e snbileeanon m 1l subepithchal layer (Zone 1) of the cervical stroma
of an Intrapanum ewe, MNewrraphils are the

pe at polymorphonuclear leukoeyte found i the
cervical stromaslunng partuntion,

greater amounts in ceovical luminal mucus than in the stronma;
distoibunion hur a widespread cervie
beukocyre distribiution and coll;

() there was a polanized neutropil
al eollagenelysis; () there was a lack of associaton berween
geniealysin i the submucous layuer (zone ).

Pfu'n'inuﬁ stuclics |1;H.'l.: lll.'l'l-‘llll‘l.‘ﬂ'r:ill.'l| e tlie ph_-,:..lnh |.H|:_-:'|_| |'1'['|.|,_r|'|,|n1; that DTS dilarien
of the eervical canal during pareuninon s duc o o witlespread eollapgenolysis thar follows a
heavy pqu'g'murplu muclear Icu’n.-m;uc wvasion of the wrerne cervix (Juimfatn-ama et al, 19RO,
MasAsOTor croal, TYHT, Lot and Al TS, PHY) OSMER et al, 1992), The cells thar

infiltrate human cervieal tissue ar twem are neutrophils (JUNOUIRA et al,, 1980, MINAMOTE
ct al., 1987} while comsing pluls are responsible for the infilee

ation of the rar cervix (LUt and
MeTEs, TURY, DUenssg: and Badans, 19932 |

AL er al, 1UG). The current study for the
hrst time, o our knowledge, mdicares thar the leukocyne innltranon of the ewe cervix is

neutrophilic. OWINY et al. (1995), measuring mycls iperoxidase activiry, have found a significant
increase of this enzyme in ewe cervical tissue turing labour; since it s well known thar
this enzyme is found in neutrophils and, at much lower concentrations, in monocytes and
macrophages; thus, OWINY's ohservation supports the present findings,

The significance of cervical neutrophilia at teem is subject o speculation. However, since
the foregoing observations present marphologic evidence for a widespread collagenolysis at
teem and previous studies have shown that neutraphils contain callagenase (HORWITZ et al.,
1977; QSMER ex al., 1992), it may be sugpested that these polymorphonuclear leukoeytes are
involved, at least in parr, in the loosening of the collapenous framework that follows the
ncutrophnhic invasion of the uterine cervik, owever, ather authors described a leukocynic
infiltration of the ovine cervix in assoaciation with established labour, but they do not sugpest a
role for these cells before the onser of Tabour (CWINY coal,, 1995), Based on their observations,
they supgrese that leukocytes could parnicipare in cervical conneerive-tissue reorpanization dunng
dilatanan (OWINY et al, 1995). Stadying the changes in sofening of the ovine cervix during
pregnancy, it was found that most of the softening 1akes place immediately prior to the onset
of labour and delivery of the foerus (CWINY e al., 1991), This observation supports the wdea
that cervical dilanon is an acute process.

Anather possible role for the neuraphilic invasion of the cervix in late pregnancy may be
the formaton of intercommunicating canals through the cervieal extracellular matrix. These
channels wioulid permie a r:lpii' diffusion of hoarmones or other c::'II.-.1H::n;|5:_--.“;[u..':||:i,ng factors
that would act on pre-existing colligenases (such as collagen-hound collagenases) at term,
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Fig. 5. Neutrophilic infiltration (2) and mtensity of birefringenee values (b), the latter reflects the amount
of orientated collagen in cervieal conncetive tissue from intrapartum and nonspregnant cwes. (a) Bars
represent mean values of volume density {arcal fracoom eccupicd by neutrophils: Vo) -F 50, Mean Vv of
neutrophils were significantly higher (1F < (0000 in imeapariom ewes compareel to the non-pregnant control
group, When comparing the neatrophilic invazion in different arcas of intraparium cervices significant
dilfferences were also found: the lﬂlH{“ﬂ amemint was fommed in lominal mueus, whereas zone 1 has a
moderate neutrophilic invasion amd zone 11 has very low levels of polymorphonuelear leukocyte infilrration,
(b} Bars represent mean intensity of hirefringenee values mocach grovp, A perfect correlation was found
Letween the absence of neutrophilic infilteation with a high collagen Bireltingence (no collagen degradation)
in non-pregnant control animals. o intrapartum cervical stroma (zowe 1) an associaton was found between
neutrophilic infiltration amd b titensny oof barefrmpence {loss of collagen onentation), but in zone 11 the
bow intensity of hirefringence was conrclined with absence of neatroplilic infiliration.

because it has been shown that the migration of neatrophils increases the permeability 313
certain tissucs (MILKS et al, 1986} In addition, it has been postulated thae the polymorpho-
nuclear leukocyte invasion of the cervix at partunition might be involved in an immunological
[rrocess, constituting a bartier o infections through the opening of the cervical canal (KELLY,
1994).

It scoms 'E‘.Il'l':llll'r'l.l'llﬂ' that neuwtrophibic wvasion in 5|'|L‘L'p cervical tissue at term should be
under hormonal control, Progesterone is essential Tor the maintenance of pregnancy in most,
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(BSTRACT

gipenin and dilation of the ral cervix 3t term involves a
,_.,j'rrducﬁnn in the demity and organization of colla-
lers follawing a palymorphonuclear eosinaphilic invasion,
sre harmonally regulated events; however, (he correlalion
mﬂﬂn hormanal miliew and these morphologicsl chanpes i
e understood. To investigate the role of preparturient re.
i and estradiol- 170 {E,] in cervical collagen remadeling and
dic nfiltration, pregnant rals were either sham.ovar.

" oemized (group C) or ovariectlomired in Lhe marning of Day
:_ ﬂ.ﬂpi.gﬂnmilld rals were trealed with E, igroup OF), relax.
:I;l"""'-'P 0R), E, plus relaain igroup OER), or hormone vehicles
: 01, There were 4 or 5 animals per group. Cervices were
uken from animals Killed approximately 1 h before expected
ition. Five-micromeler serial sections of paraffin-embed.
cervices were sLained with either Sirius Red in alkaline so-
ticn 1o measure eosinophil inﬁll_ullun- of i MNerosirius to mea.
qre collagen biftfrinfnu. Ovarieclomized rats treated with E,
group OF or OFR) showed high levels of eosinophilic infiltra-
wan that did not differ from thase in group C intact controls,
However, the values of eosinophilic infiltration in ovariecto-
wmired rats treated with relasin or hormone vehicles igrovps OR
wd 0) weere low and far below (p < 0.01) those of groups OF

g

 and T In ovarieciomized rats treated with E; alone igroup OF),

e widespread reduction in collagen organization that eccurred

i group C contrals was notl observed. 11 was only in ovarier.

wenized rats treated with relaxin or E, + relaxin (groups OR
wd DER) that the values of birefringence were low, and they
were a4 bow a5 in conlrol group C. In conclusion, this study
edicates that eosinophilic infiltration and collagen remodeling

m the rat cervin al lerm are under the contraol af different hoar-

mones: E; stimulates eosinophilic invasion, and relaxin promotes
a widespread reorganization of collagen fibers.

INTRODUCTION

In mammals, including humans, rats, and pigs, cervical
npening i3 essential for vaginal delivery [1-3], Cervical
ngening is thought 1o be largely ainbutable 1w disruption
of ordered collagen bundles [1-5] following a polymorpho-

- muclear Jeukocyte invasion of cervical tissue in humans,

rats, sheep, and guinea-pigs [6-13].
The mechanisms that control polymorphonuclear leu-
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kocyle invasion o cervical tssue and the role, if any, of
polymorphonuclear leukocytes in subsequent disruption of
collagen bundles are ponrly understood for all mammalian
species. Neventheless, some progress has been made with
sludics on the rar. We reponed that, in the rat. the couno-
philic infiltration and collagen divuption that normally oc-
cur at the time of delivery may be under control of different
hormones [14]. We found that estradiol-1 7R {Es) stumulates
cosinophilic infiltration of the rat cervix [14], and this find-
g is supported by the demonstranon of estrogen regula-
tion of an cosinophil chemotactic factor in the 1mmature
ral wterus [15). [n contrast, progesterone was found 1o in-
hibit cosinophilic infiltraton of the cervix [14]. Neither c3-
trogen nof progesterone alone were found to be responsible
for the collagen remodeling seen at term [14].

There is reason 10 suspect that relaxin plays a key role
in regulating the modifications that cccur i the rat cervix
dunng pregnancy. Relaxin, which is produced in the corpus
luteurn and endometrium of the fernale rat [16], 15 present
at high levels in the peripheral circulation throughout the
second hall of pregnancy [17]. It 15 well established that
relaxin plays a major role in promoting growth and soft-
ening of the rat cervix [18=20] Whereas the mechanismis)
whereby relaxin modifies the rat cervix remains 1o be de-
termined, there s limited qualitative evidence that 11 does
so by reducing the density and organization of collagen
bundles [19, 20]

The hypothesis tested in this report is that relaxin brings
about its effects on rat cervical collagen remodeling, at least
in part, by promoting eosinophulic nvasion and degranu-
lauon. In the study reported in thas paper, relaxin-induced
changes in the orgamzation of cervical collagen fibers were
quantified for the first ume. The Picrosirius-polarization
method. a histochemical procedure that allows morpho-
metne analysis of collagen fiber organization, was used
[21. 22). Emploving this procedure, Junqueira et al. (6] ob-
served a greater reduction in collagen fiber density than was
found by measuring the amount of collagen by means of
s hydroxyproline coment.

MATERIAL AND METHODS
Armmals

Female adult rats (approximately 90 davs of age and
200-250 g of Bedy weight) of a Wistar-denved strain bred
in the Depariment of Human Physiology (Santa Fe, Argen-
tina) were used. Ammals were mointained in a controlled
environment (22 = 2°C; lights-on from 0600-2000 h), and
they had free access to pellet laboratory chow (Mutrie, Cor-
doba, Argentina) and tap water. Either bilateral ovancclomy
or sham ovariectomy was performed under ether anesthesia



on primiparons pregoant s al GO0 b on Doy 22 (Day |
= the day spern were found in the vaginal smear). In our
colony, delivery in untreated control rats ponmally vcours
on Day 23 between 1230 oodd TAGHY T, Adler ovanicclomy
or shan vperation, the amimals were nssigned o Iwo sels
of 5 dilferent experimental groups.

FHearmone Treatmeonis

Hoth sham-ovariectomized (group C, n = 5) and ovar-
icctomized (group O, n = 5) controls received s.oo injec-
tions of E; vehicle (0.1 ml sesnme oil) ot 0800 h on Day
22 and Day 23, and of relaxin vehicle (0.2 ml of 1% len-
zopurpurin [Sigma Chemical Co., SU Louis, MO in sterile
saline) at 0700 I, 1400 h, and 1800 b on Day 22 and at
0700 h on Day 23, The remaining ovariectomized rats re-
ceived hormones. Group OE (n = 5) received 1O pg I
(Sigma Chemical Cu. ) and relaxin veliicle as descrnbed Tor
groups C and 0. Group OR (n = 5) received highly purilied
porcine relaxin [23] (100 pg at 0700 h on Day 22, 2} g
al 1400 b and 1800 I on Day 22, and at 0700 h on Day
23) and E; vehicle as deseribed for groups C and O. Group
OER (n = 4) received both E; and relaxin as described for
groups OE and OR. The protocol for E; administration was
chosen because it maintains serum E; levels comparable 1o
thuse in late pregnancy [24], The regimen of relaxin aul-
ministration was chosen with the intention of reproducing
the second antepartum elevation of plasma relaxin levels
[25]. All rais were killed at 1200 h on Day 23,

In order 1o determine whether hormone replacement with
E, and relaxin had effects that were similar to those of
endogenous hormones during pregnancy. a second set of
rats, (reated as above, delivered pups. Birth parameters
were determined in groups C (n = 8), OE (n = 5), OR (n
= 4). and OER (n = 4) as previously described [26]. The
birth paramelers were as [ollows: 1) length of gesiation—
number of hours between the estimated time of ovulation
(0200 h on Day 1) and the initiation of aclive labor; 2)
duration of straining—time interval between the start of
active Jabor and the appearance of first pup: 3) duration of
delivery—time interval between the appearance of the hirst
pup and the expulsion of the last pup and its placenta; 4)
percentage of pups bom alive—the number of pups bom
aliveftotal number of pups borm X 100; 5) percentage of
pups surviving 48 h postpactum—the number of pups alive
alter 48 hW/number of pups born alive X 10,

Preparation of Cervical Tissue for Light Microscopy

Uterine cervices were [ixed by immersion in 10% bul-
fered formalin for 24 h, dehydrated in graded concentra-
tions of alcohol, embedded in paraffin, and sectioned at 5
pm. Serial sections of whole cervices were laken along a
cervical canal and stained with cither Picrosirius-hematox-
ylin or Sirius Red in alkaline solution,

Measurement of Fosinophil Invasion

Cervical sections were stained for 60 min in 0.5% Sirius
Red (Direct Red 80; Aldrich, Milwaukee, WI) dissolved in
alkaline solution (NaOH, pH 10.5) and then counterstained
with Harris' hematoxylin (Biopur, Rosario, Argentina) for
10 min. This method permits the identification ol eosino-
phils in tissue sections: their specific granules are deeply
stained in red, which strongly conitrasts against a pale back-
ground |7, 27]. Because eosinophilic infiltration does not
occur uniformly throughout the cervical stroma, the quan-

Hlication m cach sectiun was perfonmed in the whole cer
vicel slioia. For each cervical apecimen, Uuee sections
were evalunted, and at least 40 ficlds were counted in each
seclion |14, 28] Means for each rat were calculsted s
used for statistical analysis

Measurement of Ocgamization of Collagen Filser Bundles

Cervical sections were stained for 3 min o a 0 1%
Sirius Red solution in saturated picric acid, washied rapadly
in tap waler. counterstained with Harns' hematoxyhin for
15 min, dehydrated, and mounted in synthetic resin. Picry
sirius-hematoxylin-stained sections were evaluated by po-
larization microscopy, This method is specific for onentated
collagen mulecules, in the sense that only these struciuses
present a bright birelringence [22] Collagen libers nor-
mally form thick bundles of densely packed and regularly
arranged libers, and they appear as brightly bicelningent
structures throughout the whole microscopic flield When
collagen fibers are not dense and/or not regularly ammanged,
they are weakly birefningent. In order to quantfly the influ-
ence of hormone treatment on collagen fiber organizaton,
measurement of the intensity of birefningence was per.
formed in specimens from the different experimental
groups. Polanzation was obtained with two Polarod lilters,
one located below the condenser and the other. above the
objective lens. Light intensity was measured with a Reich-
ert (Reichert Jung, Nossloch, Germany) model 6 A E 9/65
microspectrophotometer at a 385-nm wavelength. A low.-
power (%2.6) Zeiss aplanatic objective (Carl Zeiss, Inc.,
Thornwood, MJ) was used in these measurements, The light
intensity of the whole cervical siroma (more than 40 fields)
from one section of each specimen was measured. Oplical
conditions were regulated so that the transmittance light
intensity of each cervix was expressed as the percentage
area of birefringence. This technique has been used previ-
ously lo measure the extent of change in collagen fiber
organization [6, 14, 22].

Statistics

The point-counting procedure [28] was used to obtain
the data used Tor morphometric analysis of the number of
eosinophils invading the cervical tissue. Eosinophils were
counted using a glass disc with a squared grid inserted in
a focusing eyepiece and a X% 100 immersion objective [29].
The fraction of points occurring within the structure of eo-
sinuphils (stained in red) was determined and then com-
pared 1o the total number of points lying within the cervical
stroma. The volume fraction was calculaled by applying the
formula given by Weibel [30): Vv = PV/E. where Vv is the
estimated volume [raction of the object; Pi is the number
of incident points over the eosinophils: and P is the lotal
number of incident points over the volume umit

In order 1o investigale the differences in eosinophilic in-
filtration of the cervical siroma among experimental groups,
values were subjected o the Kruskal-Wallis one-way ANO-
VA [31]. To assign probabilities of the dilfercnce between
two groups, the Mann-Whitney U test was used [31].

RESULTS

Eifect of Hormone Treatments on Birth Farameters

Table | contains data clearly indicating that administer-
ing relaxin restored normal birth parameters. Treatmen
with estrogen alone (group OE) resulted in a sigmficant
increase in duration of straining, a decrease in the percent-
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age of pups bom alive, and a decrease in pup survival rate.
In contrast, when rats were treated with relaxin (group OR
or OER), birth parameters did not differ from those 1n intact
controls (group C).

Measurerment of Eosinophilic Invasion

Consistent with previous studies [7, 14] in which preg-
nant intact rats were Killed dunng delivery, pregnant sham-
ovariectomized rots (group C) that were killed at 1200 h
on Day 23 {immediately before the ume of expected par-
tunition) showed high ecsinophilic infiltration in the cervi-
cal stroma (see Figs. 1A and 2A). When pregnant rals were
ovarectomized at 0600 h on Day 22 and given no subse-
guent hormone replacement therapy (group O), cervical eo-
sinophilic infiltration was extremely low (Fig. 2A). When
ovaneciomized rats were teated with estrogen alone (group
OE), a massive cosinophilic infiltration was found (Figs.
IC and 2A). Levels of cosinophils in cervices from group
QE rats were as great as those in group C raws (Fig, 2A).
Treatment with relaxin did not increase cervical cosinophil
levels. In ovaricctomized rats ireated with relaxin alone
(group OR), the eosinophilic infiltration did not exceed that

TABLE 1. Effect of E, and R replacement iherapy on binh parameters.

found 1n group O (Figs. 1E ang 2A). Moy
fectomized rats were treated with i Cover, 4 =
{group OER; Fig. 1), eosing Lgen ULFTS

j Philic inf) Us e
vical stroma did not differ fro Fation o 1 BXig
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ngl
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[ pregnant intact rats {group C), g bi
obscrved in the cervical stroma (Figs. ig r
lating with the widespread reduction i, den
tation of collagen hber bundles tha St dL!;JI!
pancy. When pregnant rals were ovarieciom: .
on Day 22 and given no subsequen; e at 0
(group O), collagen birefringence was ]"Ehum thery v
which 15 indicative of a dense and highly orpa (Fig IB).
gen framework. When ovanectomizeq “uEwiugd colla.
with estropen alone (group OF), hi’ﬂfingmc;t? reateq
There was no indication that either collagen de“’_‘"h high
ertation in the cervical stroma was lower i WY or on.
(Figs. 1D and ID). In ovariectomized raps w“c’:‘ Eroup
laxin alone {group OR) or estrogen plus relax wilh g,
OER), collagen birefnngence was low apg I'Lu-1”:j ;%mu
from that in the sham-ovanectomized (group C) P feren:
{Figs. 1. F and H. and 2B). Controly

DISCUSSION

The current study indicates that eosinophilic :
and remodeling of the collagen within the fmtf;l?f “F"m
arc under control of different hormones Estrogen ngJHm
lates eosinophilic invasion but not remodeling of col)y ek
Relaxin promotes remodeling of the collagen by nmgm
sinophilic invasion. aa

The present study not only confirms our previous fnd;
that estrogen promotes infiltration of eosinophuls ing ;
cervix in pregnant rats [14] bur also extends oyr und,,;
standing by demonstrating that eosinophilic infiltration I
dependent upon the continued presence of elevated l-,h_,,_.:;
estrogen levels dunng late pregnancy. In rats thy were
ovanectomized on Day 22 and not given hormone replace.-
ment therapy with estrogen (groups O and OR). cervieg
eosinophil levels were low by Day 23, The presem stud
15 consistent with previous observations that treatment with
estrogen alone does not reduce the density and organization
of collagen fibers [20], and that it results in prolonged de.
livery with reduced fetal survival [26].

The present study also extends our understanding of the
hormonal regulation of eosinophil infiltration by providing
evidence that relaxin does not increase the level of sasin.
ophil infiltration in the cervix beyond that promoted by
estrogen alone. Thus, relaxin does not appear to play a role
in cervical eosinophil infiltration during the second half of
rat pregnancy. The widespread disruption of collagen fibers
and the absence of eosinophilic invasion found in pregnant

Treatment group*

Pararmelar C O (8] (IER
Mo, of motherdgroup B 5 4 4
Cestation length (hi 5371 =048 53155 =10 e -
D’uri-l'_-ﬂr: of straining (hj 1.45 = 0.8 08 = 1.9 5?13 - l?lg 5-::;; - g:
Duration al delivery (h) 151 = 0.41 1.84 = 0.7 1.60 = 0.12 150 + 0.61
Born alive (%) 100 B3 T 100
Aleve 48 b perit partum (%) 100 S0 1060 'Iﬁ

® Results are the mean = SE or the mean percentage of pugs.
fp < 000 v conlol g e



. d only with relax;
_omized mulu::nle : ¥ with relaxip | rou
P “nﬁcs that relaxin’s aclions on (he 1 a

: rat cervix
| : : are not
I,.dl':_:l ed by the promotion of cosinaph b

ron L invasion, The ab-
: :: of cosinophils in rats treated wih relaxin alone could

.*fp;“ﬁhuluhlﬂ o either the lack of estrogen stimulation [14]
2] ,clﬂl“""'j""":d m!.umphnhg: degranulation. Since re-
o deling of collagen occurred in ovanectomized rals yrear
.-eh“h estrogen plus relaxin (group QER) iq the presence
“ cosinophils, 1 appears that degeanulation of cosinophils
of sot the comrect explanation,

" 1;:1[_'_“1“'3 cifects on the cervix in PIEgnant rats are es.
ws:n'**fp“:“d_':“t (32]. It seems likely that the ability of
elatin alone in this study 1o redyce collagen vrganization
e 1o the fact that the rats were uvaneciomized near the
'ﬂpﬂ.tgd ume of delivery lapproximately 30 h before (.
fvery). when the amimals were esse atally primed with (e

endogenous estrogen that rises in the penipheral bload dug-
g lote pregnancy [32].

The results of thas sta.\l‘dy are consiste
gs that relaxin is required for rapid
e rat (26, 33=37]. Neither inducrion

shoruon oceurted alter ovariectomy. There was ng need for
progesterone replacement I:l-m:m.!m the ovVaneclomy was
performed about 32 h before delivery. This is the time rel-
sive 1o delivery when functional luteolysis occurs, and se.-
am levels of progesterone fall precipitously (25]. Previous
work showed that rats ovanectomized 30 b before parturi-
gon and treated with either estrogen plus relaxin or relaxin
slone restored pup survival and all parturition parameters
w values not dilferent from those of imlact controls [26].
n the present study, we also found no differences in pup
survival and delivery rauma in either ovariectomized rats
weated with relaxin alone or estrogen plus relaxin.

Pethaps the process of cervical dilation should be visy-
tlized as an epiphenomenon, in which several factors act
to bnng about its success, Polymorphonuclear leukoe
ifiltration may be related to an immunslogical process [38)
that offers some protection from infections tha could be
provoked during the opening of cervical canal at parturi-
tion. A link between the immune system and induction af
labor is supported by evidence of an association of preterm
labor with infection [38]. Another possible role for the
polymorphonuclear leukocyte invasion of the cervix in late
pregnancy may be the formation of Intercommunicating ca-
nals through the cervical extracellular matrix. These chan-
nels would permit a rapid diffusion of hormones or other
collagenase-activating factors that would act on pre-exist-
ing collagenases (such as collagen-bound collagenases) at
term, since it has been shown that the migration of poly-
morphonuclear leukocytes increases the permeability of
certain tissues [39, 40].

In conclusion, this investigation does not support the hy-
pothesis that relaxin brings about its effects on rat cervical
collagen remodeling through eosinophilic invasion and de-
granulation. Eosinophilic infiltration and collagen remod-
eling in the ral cervix at term are under control of different
hormones; it appears that estrogen stimulates ensinophilic
invasion and relaxin promotes collagen remodeling.
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and safe delivery in
ol early delivery nor
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Abstract

Ripening of the rat cervix involves widespread collagenolysis that follows an eosinophilic leukocyte infiloation. The hormonal control
of these events is not well undersicod. The aims of this study were to Investigate the mechanism through which progesterone (F) and
17f-estradiol [_E,‘.Ib modulate eosinophilic invasion and to determine if this event is protein synthesis mediated. Cervical easinophilic invasioa
was measured in intact rats during the second half of pregnancy and compared with values from ovariectomized (O) pseudopregnant (PSF)
rats treated with P and E; in doses that mimicked the levels of pregnancy, Other O-PSP rats were reated with an E, antagonist {wmoxifen)
ynd the antiprogestin RU-486. To study the role of protein synthesis in eosinophilic invasion of the cervix, rals werc treated with
actinomicin-D {an inhabitor of mRNA synthesis), and animals were sacrificed on D21 or D22 1o evaluate eosinophilic invasion. Rats reated
with E, showed high levels of infiltration and tamoxifen blocked this E; effect. On the other hand, P antagonized the sumulatory effects
of E, on eosinophilic invasion. bowever when the F and E, treated rats were injected with RU-486 the inhibitory effect of P was reversed.
In intact pregnant rats a sharp rise in cosinophilic infiltration was detected on D23, 20 h after the fall of serum P. Finally, E; ueated rals
injected with actinomicin-D had no invasion of eosinophils. In conclusion, the estrogen-triggered eosinophil invasion is affected by the
classic estrogen receptor antagorust tamoxifen and by the mRNA synthesis blocker actinomycin-D suggesting 2 genomic action of E;.
Furthermore, e esteogen effect is blocked by P and this inhibition is reversed by RU-486. © 2000 Elsevier Science Inc. All rights reserved.

Keywords: Pastunition. Estrogen; Progesterone; Eosinophils; Cervix; Tamoxllen; RU-48S

L. Introduction that polymorphonuclear leukocyte infilration of the cervix

at term may be incidental (6], it is gencrally accepied that

During ripening, marked biochemical changes take place this infilration may be an important aspect of the parturition

i the ulerine cervix, causing it to became soft and dilatable
at the time of parturition [1]. The physiological mechanism
involved in the nipening process at term is sull uncertain (2]
This process involves a disrupuon of the ordered collagen
bundles that occurs after polymorphonuclear leukocyte in-
vasion [3-5]. Neither the process of polymorphonuclear
leukocyte infiltration, nor the physiclogical role of this
invasion, is clearly defined. Though some authors suggest

& This study was supporicd by grants from CONICET (PIF S2R%98),
CONICET/CHNPg (N* 1786). SECYT-CAPES (BRO4/99/0G), and Univer-
sidad Nacional del Litoral (CAL+D 027-193),

= Comesponding author, fax: + 54-2472.4550044,

E-mail address: eloqued fch unl.eduar (EH. Luque).

process.

In previous studies we found that eosinophilic infiltration
and collagen remodeling of the rat cervix at term arc under
differential hormonal control [5.7]. When studying the eo-
sinophilic invasion, it was found that 17B-cstradiol (Ey)
stimulated (whereas P blocked) infiltration of the cervix
[7.8). Thus, if B, and P modulate eosinophulic infilraton of
the cervix by acting through their classic receptors, pretreat-
ment with antiprogestin (RU-486), or antiestrogen (tamox-
ifen) should reverse the above-mentioned cvents, On the
other hand, previous studies using an in vitro chemotactic
assay on immature rat ulens demonstrated that the promo-
tion effect of E, on cosinophilic infiliration depends on the
synthesis of a specific chemotactic protein factor [9].

O019-1 2B X008 ~ see (ront matter © 2000 Elsevier Science Inc. All rights reserved.
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The fact that, at lerm, the caudal portion of the uterus (the
cervin) softens whule 1ts cranial regions (ulerine horms)
gongly contract, suggests that the same hormones at iden-
geal concentrations, may have different effects on these
sitinet segments of the uterus [10,11]. In fact, regionally
pecific changes mught be expected, because the different

of the ulerus in term pregnancy should serve the dual
wat conflicuing funcuons of acting as a bamer to retain the
-onceptus and opening the cervix at the ume of delivery [4].
Thus, though the effect of E; [12] and P (13,14] on cosin-
pphilic infiltration of the uterine horn have already been
eported, it appeared expedient Lo investigate whether the
wme results would be demonstrated in the uterine cervix.

It should alse be remarked that, whereas the studies by
King <t al. [12]) and Howe ct al. [13] used immature rat
aerus lo evaluate the steroid regulation of eosinophilic
migration, the present paper reports our observations on this
process using the cervix of adult rats, that were ovanecto-
mized (O) during pregnancy or pscudopregnancy (PSP).
The widely used expenmental model of the O-PSP rat [7] is
carticularly useful for these determinations. To investigate
whether our observations in the present studies were a result
of pharmacological effects or due to physiclogical levels of
lhe hormones administered, O pregnant rats treated with the
same protocol were allowed o complete pregnancy, indi-
cating that exogenous hormonal levels were physiological,
To study the effect of P on the O-PSP rat model, an
wti-progesterone  (RU-486) was administered to O rats
seated with E; and P. To evaluate E, action on the cosin-
ophilic infiltration of the uterine cervix, an anti-estrogen
(lamoaifen) was adminisiered to O rats reated with E;. To
sudy the estrogenic effect on protein synthesis, O rats
weated with E, received an inhibitor of mRNA synthesis,
Actinomicin D (ACT-D}).

The aim of this study was to achieve better insight into
the mechanism through which E; and P modulate eosino-
philic invasion of the utcrine cervix and to determine
whether the eosinophilic invasion of the cervix is depen-

pscudopee gnancy is the day afler cervicovagioal stimulation

dent, as is the case in the uterine horn [9), on protein
synthesis,

1 Experimental
2.1. Animals

Female adult rats (over 200 g of body weight) of a
Wistar-denived strain bred at the Department of Human
Physiology (Santa Fe, Argentina) were used. Animals were
maintained in a controlled environment (22 = 2°C; lights on
from 6:00 a.m.-8:00 p.m.). Animals had free access o pellet
laboratory chow (Nutric, Argentina) and Lap water.

Vepginal smears were used to confirm normal cyeling
[15]. To obtain pregnancy, proestrous females were caged
overnight with males of proven ferulity. The presence of
sperm in the vaginal smear taken on the following morning
was the criterion for designating day 1 (d1) of pregnancy.

To obtaned pscudopregnancy, virgin cycling rats re-
ceived artificial cervicovaginal stimulation on the evening
of proestrous [16], and the following day was considered as
dl of PSP. On d9 of PSP, bilateral O was performed under
ether anesthesia. In PSF rats, a functional corpus luteum is
formed [17] and serum P levels are equivalent 1o those of
pregnant rats until the moment that O is performed (d9)
[18]). After O, PSP animals were assigned to different ex-
perimental groups to receive vanious hormone teatment
regimens (see Table 1)

2.2. Tissue preparation and light microscopy

Cervical tssue was obtained on d23, unless otherwise
specificd. Tissue samples were fixed by immersion in 10%
buffered formalin for 6 h, dehydrated in graded concentra-
tions of alcohol, embedded in paraffin, and sectioned at 5
pm. Seral sections were stained for &0 min in 0.5% Sirius
Red (Direct Red 80, Aldrich, Milwaukee, WI, USA) dis-
solved in alkaline solution (NaOH, pH 10.5) followed by
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pierstaining with Harris" hematoxylin (Biopur, Argen-
LM} for 10 min, "'I|_"_|_-“5 r..-..:u-.md _pcrmllT.:d distinet character-
o of Tat ._.;mmuphll._s In Lsiue sections: their specific
! L es were deeply stained red, which strongly contrasted
| £t a pale background (4], Taking | '

v . E into account that, in

: (roma of the cervix, l:ﬂil!lﬂph.'il'ic infiltration assumes o

Hlf:uﬂcnmus patiern, quantification in cach section, was
| F‘.,-; on the mucosal lamina propria and on the fibrous
| orme | layer of the whole cervical wall,

'3 Kinettes of eosinophilic invasion of the uterine cervix
;:hr ¢nd of prégnancy and in O-PSP estrogen-treated
" (Table 1)

the pattemn of eosinophilic infilration in the uterine
.:u""‘ of intact pregnant rats at the end of pregnancy was
:ﬂmpuﬂj with that of O-PSP steroid-treated rats, Pregnant
s Were sacrificed at 5:00 p.m. on d20, d21, and d22 and
; |-00 p.m. O d23. O-P5P animals were treated with E,
| gigma Chcmical_ Co., 5t. Lows, MO, USA) after a protocol
iously described [7.19]. Daily subcutancous (s.c.) in-
| etions of 0.05 g of either E; or its vehicle (0.1 ml sesame
| 1) were administered at 10:00 a.m. from the ime of O (d9)
| gntil 420. To mimic the increase of E; levels before the
| caset of rat parturition, the doses were increased 10 0.5 pg
s d2l,and to 1.0 pg on d22 and d23. O-FSF animals were
| acrficed after the same schedule used for the intact, preg-
ant rats. Uterine cervices were collected at sacrifice and
processed as mentioned above.

s 4. Evaluation of the effect of estrogen antagonist
namoxifen) on eosinophilic invasion

To examine the effect of tamoxifen (Tx) on E,-stlimu-
ated cosinophilic infilration of the rat cervix, a group of
| -PSP rats treated with E,, as mentioned above, received 1
| mp0.2 ml s.c. of Tx, 90 min before cach E; dose on d2l,
1, and 23. The comesponding control groups were con-
| ducted: one group was injected with E; and vehicle of Tx,
| snother with Tx and vehicle of Eq, and the third with both
vehicles.

15 Evaluation of the effect of progesiin antagomnist (RU-
485) on eosinophilic invasion

To study the effect of P on E,-induced eosinophilic
infiltration, we uscd the synthetic anticorticoid/antiprogestin
RU-486 [20). E, was administered as described above, and
P was given in the form of implants made from Silastic
' wbing (internal diameter, 0.15 x 5 cm; Dow-Corning,

Midland, MI, USA), each containing 60 mg crystalline P
(4-pregnene-3,20-dione; Sigma Chemical Co.) [T]. Two Si-
lastic implanis were inserted s.c. 1n the back of the neck at
e time of O. Both implants were removed at the ime of
sacrifice (1:00 p.m. of d23). RU-4B6 was dissolved in ses-
ime oil + 5% ethanol, and 0.04 mg RU-486/0.2 ml was

given s.c. at 10:00 am. on 420, 21, 22, and 23, Control
groups received cmpty implants and/or RU-486 vehicles.

2.6. Evaluatlon of the role of protein synthesis In
cosinophilic invaston

To determine if the cervical eosinophilic infilration in-
duced by E; requires mRMA synthesis, we evaluated the
effect of Actinomicyn-D (ACT-D, Cosmegen®, Sidus, Ar-
gentina) administration on E;-treated O-PSP rats. A single
injection of 100 pg/l00 g body weight of ACT-D was
administered intraperitoneally (1.p.) 30 min belore E; ad-
ministration on d21. Animals were sacrificed either on d21
(7 h after inhibitor injection) or on d22 (31 h after injection).
Another group was treated with ACT-D and E; vehicle.
Animals were sacrificed at 5:00 p.m. on d20, d21, and d22.

2.7, Stereology

The point counting procedure [21] was used 1o obtain
data concerning the morphometric analysis of the number of
eosinophils invading the cervix. Eosinophils were counted
using a glass disc with a squared gnd inserted in a focusing
eyepiece and a 100X immersion objective [22]. The fracuon
of points occurring within the structure of cosinophils
(stained in red) was determined and then compared to the
total number of points lying within the cervical stroma. The
volume fraction was calculated by applying the formula
given by Weibel [23]:

Yy = T

where Vv is the estimated volume fraction of the abject
{eosinophils); Pi is the number of incident points over the
eosinophils; and P is the ol number of incident points
over the volume unit (stroma of the utenine cervix).

To investigate the differences in eosinophilic infilration
of the cervical stroma among experimental groups, values
were subjected to the Kruskal-Wallis one-way ANOVA.
Probabilitics were assigned using the Mann-Whitney L-test
[24].

3. Resulls

1.1 Kinetics of eosinophilic invasion of the uterine cervix
at the end of pregnancy and in O-FPSF estrogen-treated
rats

Consistent with previous studies [7] measurcment of
estrogen-induced cosinophilic invasion in O-PSP E;-treated
rats showed very high values of volume density compared
with O-PSP controls on D23 (4.06 * 0.19 versus 02 x
0.09; P < 0L.05).

As shown in Fig. 1 O-FSP animals injected with E; (7 h
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fore sacrifice) demonstrated an increased effect on eosin-
philic infilration from D21 onwards. The time course of
.asinophilic infiltration in the intact pregnant control group
Fa.iually increased from d20 to d22 and showing an acute
soginophilic invasion on d23.

12, Evaluation of the effect of estrogen antagonist
(amoxifen) on eosinaphilic invasion

Because most Ey-induced events are regulated by an
initial interaction with classic estrogen receplors, we exam-
ined the effect of an antiestrogen on cosinophilic infilration
of the uterine cervix. As shown in Fig. 2, in animals treated
with E, + Tx a drastic fall of cervical eosinophil levels was
sbserved as compared with rats teated only with E;. On the
sther hand, animals injected only with Tx showed a small
bt significant cosinophilic invasion compared with vehicle-
mjected control rats.

13 Evaluation of the effect of progestin antagonist (RU-
188} on eosinophilic invasion

When O-PSP rats were treated with E; plus P they
showed a very poor cosinophilic infiltration similar to that
found in control © group (Fig. 3). To further understand the
hormonal regulation of this event, the P antagonist RU-486
was administered simultaneously with E; and F. This coad-
ministration reversed the P inhibition of cosinophilic infil-
tration.
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Fig. 2. Effect of wmoxifen (Tx) oo eosinophilic infilration of the
uterine cervix. Ovanectomized preudopregnant rats treated with E; showed
8 dramatic cosinophilic 1avaiion that was blocked by the antiestrogen Tx
T alone induced & alight, but significase, eosinophalic invasion Control:
vebucle injected. Animals were wacrificed oo D23, Momber of animals per
group i iadicated in brackeis. Means with differeat leners differ signifi-
aantly (7 < Q.01).

3.4. Evaluation of the role of protein synthesis in
eosinophilic invasion

As shown in Fig. 1, O-PSP animals treated on d20 to d23
with increasing doses of E; demonstrated an increased in
cosinophilic infiltration with increasing days of treamment.
Thus. the number of cosinophils observed on d23 was sig-
nificantly higher than those found on d20, d21, and d22. To
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Fig. 3. Effect of the progesizrone antagonist RU-4B5 oa eodinophilic
invasion of the i wienne cervin, ln ovanectomized (O) pseudopregnant
rats progesteroae (F) blocked estradiol (Ey)-induced sosinophilic iafiltra-
tion and this effect was completely revenied with RU-456 (Ru). The control
group coctained empty umplants and was injected with vehicles of E; and
RU-485, Animals were sacrificed on D23, Number of animals per group is
indicated in brackets. Means with differens begters differ significanty (P <
0.00).
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g, is clearly istubited by actinomycin-D (ACT: ). Number of animals per

i indicated in brackets, Means with dufferent letters differ signifi-
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sderstand if this response pattern was protein-synthesis
mediated, the E; doses were coadmunistered with ACT-D on
21, Animals treated with ACT-D showed o dramatic inhi-
ntion of the estrogen-stimulated leukocyle invasion of cer-
vical tssucs on both d21 and 22 (Fig. 4).

i, Discussion

A variety of early responses to E; administration were
eeported in the rat uterus and cervix, such as changes in
vascular permeability [25], water imbibiton's [26] and eo-
unophilic infillration [7,9]. The rat cervical stroma at par-
mnuon 15 an excellent model 1o study P and E; intecracton.
However, because the majonty of the above-mentioned
mesults were obtained using the immature rat uterus andfor
pharmacological doses of steroid hormones [4,9,13], littde is
tnown regarding the physiological conditions of this inter-
wtion in the pregnant intact rat. Previous works have shown
that rat cervix at term is invaded by easineplulic leukocytes
ind 2 similar pattern of infiltrotion is obtained in O-PSP
E;-treated rats [5,7]. The E; therapy used in these studies
mantained physiological plasma levels similar to those of
pregnant intact control rats [19]. In the present work we
pied the same model of O-PSP steroid weated rats; there-
fore, we can postulate that the results obtained liere are in
tlose correlation with those found in pregnant intact animals
st the tme of panurition. In this work we show that the
capacity of E, to promote eosinophilic infiluation of the
cervix is blocked by the anti-E; Tx. The small but signifi-
cant Tx-induced effect on eosinophil invasion was inter-

el al / Steroidy 45 {2000 008 - 000

Preted as an estrogenic acuvity of Tx at the given doses
!Iﬂl Taken together, these results show that eosinophilic
Inﬁlt_mu::rn 15 an estrogen-regulated event that seems 10
fequire an initial interaction with estrogen receplors.

Eosinophilic invasion found on d21, d22, and d23 in the
cervical stroma of O-PSP E,-treated rats, showed & direct
cﬁ!'rclluﬂn with increasing doses of E, (Fig. 1). This mech-
anism did not demonswate saturation within the range of the
doses utilized and the infiltration pattern differed from that
observed in pregnant animals. In the latter, an acute cosin-
l:ljlphilil: invasion of the cervix was observed on d23, coin-
cident with P declination [27). The data presented here show
ﬂ.ul P anwgonizes the effect of E; on eosinophilic infiltra-
ton, The animals ueated with P + E, did not show signif-
icant infiluration, however, when these rats were injected
with RU-486 the eosinophilic invasion was evident. The
finding that RU-486 blocks the inhibitory action of P on
cosinophilic infilration of the cervix suggests that the P
cffect 1s mediated through the progestin receptor. These
cxpenments confirm the ncgative modulation that P exerts
on Ej-stimulated eosinphilic infiltration of rat cervical
$trooa [7.8]. The antagonistic actions of both steroids ex-
plains the time course of the leukocyte invasion in the intact
pregnant rat duning the last days of pregnancy (Fig. 1).
When the P decrease takes place during the last 36 h of
pregnancy [27), increased E; levels act through the E;
receplor promotng the massive infiltration observed on d23
of pregnancy (Fig. 1).

The cffect of estradiol on cervical eosinophilic invasion
was blocked by ACT-D, an inhibitor of mRNA synthesis.
Thesc results strongly suggest that the E,-stimulated eosin-
ophilic infilration could be protein-synthesis mediated.
TIhi.s finding is in agreement with the results found in the
immualure rat utenne hom [9]. These avthors demonstrated
the existence of an cosinophul chemotactic protein that me-
diawes the E, stimulation of eosinophilic infiltration.

In summary, the physiological conditions used in our
work permit an interesting approach to the real events that
occur in the cervix of pregnant rats at term. Our results
demonstrate that the cosinophilic infilration of the uterine
cervix at the ime of partunition is under complex hormonal
control. This physiological control has similanties with the
results found in the uterine homns of immature rats, showing
that in both regions (cervix and utenne horns) the estrogen-
tmggered cosinophilic infilration 1s P inhibited and recep-
tor-ligand and protein-synthesis mediated.
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