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Introduccion

Es interesante destacar que muchas veces en el
contenido vaginal se comprueba una gran respues-
ta inflamatoria con la presencia de microorganis-
mos considerados normales en la vagina entre los
que figura Corynebacterium spp' y realmente no hay
explicacién sobre esta particularidad.

La Inmunidad Innata (II) forma parte del siste-
ma mas antiguo y universal para controlar las in-
fecciones en sus comienzos; es decir, en la fase agu-
da de la infeccién. Entre sus principales funciones
se incluyen la opsonizacién, la activaciéon de la
cascada del Complemento, la fagocitosis, la activa-
cién de cascadas proinflamatorias y finalmente la
apoptosis.

Ademads, este Sistema Inmune Innato juega un
papel muy importante en la activacién y expresiéon
de la respuesta del Sistema Inmune Adaptativo, a
través de la induccién de moléculas y citoquinas
coestimuladoras.?

El mecanismo de accién de la II se basa en los re-
ceptores de reconocimiento de patrones (RRP) que iden-
tifican secuencias conservadas de los microorganis-
mos (MO) denominadas patrones moleculares asocia-
dos a patégenos (PAMPs).* Estos receptores pueden ser
secretados y expresados en las superficies celulares o
pueden encontrarse dentro del componente intrace-
lular. Se conoce un grupo importante de RRP cuyos
integrantes principales son los Receptores Toll-Like
(TLRs).?

Hasta la fecha se encontraron 11 miembros de la
familia TLRs, TLRs 1-11, y sus ligandos, incluyendo
productos moleculares de bacterias, hongos, virus y
protozoarios. El reconocimiento de los mismos pro-
duce una cascada de sefializacién que desemboca
en la expresiéon de citoquinas proinflamatorias y
péptidos antimicrobianos.*
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Dentro de esta familia, los TLR 2 y TLR 4, entre
otros, son los de mayor expresién a nivel del epitelio
vaginal.® Si bien algunos autores afirman que no se
produce expresiéon de los TLR4 en el epitelio vagi-
nal,* otros sostienen que sucede por las diferencias
en la ubicacién anatémica de donde se toma la
muestra.®* También se encuentran expresados en cé-
lulas amniéticas,® células trofoblasticas, macréfagos
y neutrdfilos de placentas.®

La respuesta inmune innata frente a diferentes
patégenos puede llegar a afectar la evolucién natu-
ral del embarazo. Se piensa que complicaciones cli-
nicas del embarazo, tales como preeclampsia, retar-
do del crecimiento uterino y parto prematuro, pue-
dan estar asociadas a infecciones. Algunos autores
observaron que durante el primer trimestre del em-
barazo no se produjo expresién de TLR 2-4 en el sin-
ciciotrofoblasto.* La apoptosis mediada por TLR 2 en
las células trofobldsticas puede proveer una explica-
cién sobre la fisiopatologia de las diferentes compli-
caciones clinicas del embarazo y su relacién con in-
fecciones.*

En el contexto de la microflora se ha visto que
los acidos grasos poliinsaturados poseen propieda-
des antibacterianas y en algunas ocasiones se com-
portan como probidticos, interviniendo en la cons-
titucién de la misma.” Recientemente Kankaanpaa
y col. demostraron en medios de crecimiento, que
varios acidos grasos libres poliinsaturados median
la adhesién de probidticos al mucus y células epite-
liales.® Asimismo, alteraciones de la II llevan al
cambio de la flora vaginal normal, constituida fun-
damentalmente por Lactobacillus spp, a una flora
atipica con capacidad patogénica, cuya actividad y
proliferacién provoca la denominada Vaginosis Bac-
teriana (VB) de etiologia diversa.” De esta manera,
una induccién generada por esta microflora paté-
gena provoca una inhibicién en la expresién y/o
actividad de TLR, disminuyendo la respuesta inmu-
ne, facilitando la proliferacién de bacterias vagina-
les atipicas.” La VB es una de las patologias mas fre-



cuentemente observada en mujeres embarazadas y
en edad fértil.

El término Microbiota Intermedia (MI) se utili-
za para caracterizar ciertos disturbios de la II que
se manifiestan en los extendidos celulares de las
pacientes que la padecen por tener deficiencia de
Lactobacillus spp, cocos positivos o coco bacilos po-
sitivos, células epiteliales parabasales y/o leucoci-
tos, muy similar a lo que ocurre en las vaginitis
aerdbicas.”

Existe evidencia de que la relaciéon de VB y la
acumulacion de dcidos grasos insaturados en las cé-
lulas vaginales podria resultar en el bloqueo del TLR
2-4 con el consiguiente bloqueo de la respuesta in-
mune.*

La Vulvovaginitis candididsica (VVC) causada
por Candida albicans continua siendo un problema
entre las mujeres en edad fértil y embarazadas.! No
se conoce con exactitud el rol de los TLRs en la VVC;
diferentes estudios en la literatura se contradicen. Si
bien se demostré que los TLR 2-4 intervienen en la
respuesta inmune a patégenos fiingicos, existe evi-
dencia demostrada que el TLR 2 es capaz de supri-
mir la respuesta inmune frente a C albicans a través
de la induccién de IL 10 y células T supresoras.'? De-
bido a esto, se deberian desarrollar nuevas investi-
gaciones para determinar con mayor precision el rol
de la I en la VVC.

El tipo de interaccién entre MO y células es im-
portante para el desarrollo de muchas enfermeda-
des enddgenas.*® Es de interés conocer la relacién del
metabolismo celular con la adherencia bacteriana
y, por ende, con la constituciéon de la microflora y
sus posibles modificaciones.

En cuanto a la presencia de lipidos intracelulares
(LIC) en células vaginales exfoliadas durante dife-
rentes estados hormonales y condiciones neopldsi-
cas, indican claramente la influencia de las hormo-
nas sexuales, sobre la distribucién y tamanio de lipi-
dos intracelulares.” Lamentablemente no se ha en-
contrado bibliografia que relacione los LIC con las
distintas patologias enddgenas del tracto genital in-
ferior femenino o con la presencia de respuesta in-
flamatoria en el mismo.

No se conoce si los lipidos intracelulares de las
células vaginales contribuyen con la adherencia de
los microorganismos de la microbiota vaginal tal
como ocurre en la piel de la zona axilar con Coryne-
bacterium spp. Bojar y col. demostraron que estos mi-
croorganismos interactiian con los lipidos y ello se
traduce en el incremento de la adherencia facilitan-
do su colonizacién.!

Objetivos

1.Estudiar la presencia de lipidos intracelulares
(LIC) en las células vaginales de mujeres embara-
zadas (emb) sin y con infecciones del tracto geni-
tal inferior endégenas (ITGIE). Comprobar si exis-
te alguna asociacién entre las mismas.

2.Relacionar la presencia de LIC con la respuesta in-
flamatoria (RI) segun las patologias.

Materiales y métodos

Se estudiaron 115 emb que acudieron a consulto-
rios externos de diferentes hospitales para el control
de Streptococcus agalactiae entre las semanas 35y 37
de gestacion (H. Rivadavia, H. JPenna y HIGA Eva
Perdén). A todas ellas se les efectué examen ginecolé-
gico y la aproximacién diagnéstica (AD) inicial del
exudado vaginal mediante el pH, prueba de aminas,
examen microscopico y criterios de Amsel (Tabla 1).

El estudio de los lipidos se efectu6 sobre las célu-
las vaginales, con extendidos de las paredes latera-
les de la vagina, mediante citoquimica (CQ) em-
pleando la técnica de negro-sudan (Recuadro 1).

Se establecié un indice lipidico (IL) mediante la
relacion entre células con lipidos intracelulares (CL)
y sin ellos (CS), (CL/CS), a través de microscopia ép-
tica (Foto 1y 2).

El estudio estadistico se realiz6 aplicando la
prueba del chi cuadrado y Mantel-Haenszel.

Tabla 1. Criterios de Amsel .’

Criterios de Amsel (se requieren tres o mas de las si-
guientes caracteristicas para realizar el diagnéstico
de VB)

1. pH del flujo vaginal >4,5

2. Presencia de una descarga vaginal gris,
homogénea y adherente

3. Liberacion de olor a pescado al adicionar
KOH al 10% al flujo

4, Presencia de clue-cells en la observacién al
microscopio 6ptico

Recuadro 1. Pasos para la realizacién de la técnica
histoquimica Negro-Sudan.*

Técnica Histoquimica Negro-Sudan:

Previa fijacién en vapores de formol a 35-40°C por 2 horas,
se procede a la tincién con la solucion de Sudan Black B por
10 minutos, luego se lava con propilenglycol al 85%, segui-
do de agua destilada. Se coloca el contraste, en este caso se
us6 safranina al 0.01% por unos instantes y se vuelve a la-
var con agua destilada.

Finalmente se procede a la visualizacién a través del mi-
croscopio Optico, donde se observan los granulos lipidicos
en color azul-negrusco en un fondo rosado.
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Foto 1. Células con lipidos sudanéfilos en su interior

Resultados

Se incluyeron 62 normales (N); 13 con candidia-
sis vulvovaginal (CVV); 10 con vaginosis bacteriana
(VB); 14 con microbiota intermedia (MI) y 16 con
otras infecciones (OP), (Grafico 1). Se tomé como
punto de corte el IL de N. La media del IL N, CVV,
VB, MI y OP fue de 0.4, 0.36, 0.51, 0.55 y 0.51, res-
pectivamente. Se encontré diferencia significativa
(DS) entre IL N vs MI (p 0.02; OR: 0.19; IC 95%:0.02-

Foto 2. Unica célula con granulos lipidicos en su
interior

0.98) (Grafico 2). No se hallé DS entre IL N vs CVV
(p 0.3) y VB (p 0.11) (Grafico 8).

Con respecto a la RI no se vio DS en el IL de N,
con respecto a las que tienen VB, MI y OP (Graficos
3,4y 5). O sea, no hay relacién del IL con la RI. Pe-
ro se observaron variaciones significativas (P=0.02;
OR:0.00; IC 95% 0.00-1.38) en el caso de N vs CVV.
Cabe mencionar que en el caso de VB solo un caso
presento RI positiva (Graficos 6 y 7).

Grafico 1. Distribucion de las pacientes segun las distintas patologias.

e
‘VB

A @ Pacientes sin patologia
(N)

B H Candidiasis Vulvo
Vaginal (CVV)

C O Vaginosis Bacteriana
(VB)

D O Microbiota intermedia
(M1

E O Otras Patologias (OP)




Grafico 2. Relacion entre los IL de las pacientes sin patologia y las que presentaban
microbiota intermedia.
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Grafico 3. Relacién entre el indice lipidico y respuesta inflamatoria en pacientes con
candidiais vulvovaginal.
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Gradfico 4. Relacién entre el indice lipidico y respuesta inflamatoria en pacientes
con microbiota intermedia.
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indice Lipidico

Grafico 5. Relacion indice lipidico y respuesta inflamatoria en pacientes sin patologia.
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Gradfico 6. Relacion entre la respuesta inflamatoria y los indices lipidicos en las
diferentes patologias.
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Grafico 7. Relacion entre respuesta inflamatoria negativa vs indice lipidico en las diferentes patologias.
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Grdfico 8. Relacién entre los indice lipidico de pacientes sin patologia, pacientes con
cadidiasis vulvovaginal y pacientes con vaginosis bacteriana.
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Discusion

Hemos mencionado las caracteristicas y funcién
de los TLR en la II. En cuanto al tracto genital feme-
nino, diferentes autores pudieron identificar los TLRs
especificos de la region.

En la actualidad se desconoce el mecanismo por
el cual diferentes organismos que forman parte de la
flora habitual del TGI son capaces de producir pato-
logia, pero el andlisis de la ausencia o disfuncién de
los TLRs podria ser un punto de partida interesante
para tratar de dilucidar este problema.

Diversos autores han mencionado que los acidos
grasos poliinsaturados provenientes de la dieta in-
fluyen en las funciones de la membrana de las célu-
las epiteliales, modificando su grosor, fluidez e inte-
racciones con las proteinas. Estos dcidos grasos han
demostrado propiedades antibacterianas, pudiendo
comprometer la accién de los probiéticos. Bojar y
col. describieron que los lipidos de las células de la
piel de la axila contribuyen al proceso de adhesién
y colonizaciéon de Corynebacterium aerobios. La-
mentablemente, se desconoce si este mecanismo se
reproduce en el contexto de las células vaginales.
Existe evidencia de la relacién de VB y la acumula-
cién de acidos grasos insaturados en las células va-
ginales, lo que podria resultar en el bloqueo de TLR
2 y 4 con el consiguiente bloqueo de la respuesta in-
mune, generando de esta forma la falta de reconoci-
miento de los patrones moleculares asociados a los
patégenos (PAMPs) y la consecuente falta de res-
puesta inmune frente a los mismos.>*

En este trabajo debe sefialarse el hallazgo de un
IL elevado en MI, situacién clinica para la que se
describe una participacion de la inmunidad relacio-
nada a los TLRs. Estos resultados apoyarian la rela-
cién entre los LIC y ciertos componentes del sistema
inmune.

En cuanto a la RI, por el momento hemos visto
que no guarda relacién con los IL, pero si observa-
mos variaciones significativas en el IL de N vs CVV,
por lo tanto, sugerimos seguir investigando sobre el
tema.

Con respecto a la técnica empleada, debemos
mencionar que la citoquimica se caracteriza por ser
de facil realizacién, es econémica y no requiere
equipamiento especial para ser llevada a cabo. La
aplicacién de estas técnicas podria significar la in-
clusién de las mismas en patologias infecciosas del
tracto genital inferior femenino. La citoquimica
abre un nuevo camino en la investigacién tanto de
los mecanismos fisiopatolégicos de las ITGIE como
de posibles alternativas terapéuticas.

Conclusion

Como hemos discutido anteriormente, no se sabe
con certeza cudl es la fisiopatologia de las ITGIE, que
son patologias bastante frecuentes en las mujeres en
edad fértil.

Fuimos mencionando a lo largo del trabajo que
la II juega un rol fundamental en la génesis de las
mismas, aunque sus mecanismos no estén muy cla-
ros. Diversos autores han relacionado los distintos
TLR con el reconocimiento de diversos MO patdge-
nos. No se conoce con exactitud la relacién entre
LIC-TLR, pero la misma debe ser investigada en el
futuro, ya que se vio que en la axila los lipidos cons-
tituyen un paso importante para su posterior coloni-
zacion por Corynebacterium spp. En las células vagi-
nales esta afirmaciéon no pudo demostrarse, pero en
este trabajo vimos un aumento de LIC en pacientes
con MI, patologia dependiente de la II.

Seria interesante seguir investigando para de-
mostrar la relaciéon TLR-LIC. No s6lo para compren-
der la causa de estas patologias, sino también como
posible blanco terapéutico en el futuro.

Conclusion

The real mechanisms of endogenous lower geni-
tal tract infections (LGTI) in sexually active women
are till unknown. However it is possible the participa-
tion of innate immunity expressed at vaginal level.
The intracellular lipids (IL) should be play an impor-
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tant role because we demonstrate significant modifi-
cations in women with altered or intermediate flora
that is a disorder of bacterial and cytokines of vagi-
nal fluid. In women with bacterial vaginosis (BV)
and CVV the difference was not significant, but it is
important to study more cases. The relation of in-
flammatory response and IL was no significant in all
scenery. Respect to relation of IL with TLRs would be
studied in the future because the effect of lipids on
the adherence of microorganisms to cells and the re-
lation of TLRs with adherence was previously de-
monstrated in other sites, but no in the vaginal tract.
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