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RESUMEN

Objetivo: Comparar el numero de células T activadas (CD3+/HLA DR+) y células
Natural Killer (CD56+/CD16+) en sangre periférica y en endometrio en dos grupos de
mujeres: fértiles y estériles.

Diseio: Estudio transversal retrospectivo de casos y controles.

Marco de referencia: Se ha evidenciado la actuacion del sistema inmune en los
fendmenos de implantacion fallida en pacientes sometidas a FIVTE (Fertilizacion in
Vitro) y en pérdida gestacional recurrente. Las conclusiones mencionadas en estos
estudios hablan de un posible desequilibrio entre la respuesta th1/Th2, con un
aumento de la respuesta Th1, como factor de falla de implantacion. En este estudio se
plantea la medicién de dos subpoblaciones celulares: Linfocitos T activados
(CD3+/HLADR+) y Linfocitos NK (CD56+/CD16+) en dos compartimientos del grupo
de pacientes estériles contra las fértiles; con el fin de establecer parametros de
referencia significativos que puedan ser de utilidad en el manejo de la esterilidad.
Pacientes: Se incluyeron 20 pacientes en el grupo de esterilidad primaria o
secundaria, a las cuales se les descarté patologia endocrino-ovarica, anatomica, auto
inmune, e infecciosa, y que aceptaron patrticipar en el protocolo. Y el grupo control se
caracteriz6 por pacientes con el antecedente de fertilizacién tubaria definitiva en este
hospital, e historia de uno 0 mas hijos vivos y que presentaran ciclos menstruales
regulares, e interrupcion de la lactancia por lo menos seis meses antes de la inclusion.
Intervenciones: Se tomaron muestras de sangre periférica y endometrio del dia 20 al
23 del ciclo menstrual, a las cuales se les midié con citometria de flujo el porcentaje de
linfocitos NK y células T activadas, presentes en cada compartimiento. Se realizaron

mediciones comparativas con T student y prueba de ANOVA, considerada P<0.05.

Mediciones del desenlace principal. Se presentaron tres embarazos en el grupo de
las pacientes estériles, lo que gener6 un nuevo grupo de estudio que fue comparado
con los anteriores. Se compararon la poblaciéon de células en endometrio y sangre
periférica de cada grupo (por compartimientos). Y posteriormente entre los grupos.
Resultados: Se encontr6 diferencia significativa (P=0.008) en los linfocitos T
activados de sangre periférica, en comparacién con el endometrio de las pacientes
fértiles. También una diferencia significativa (P=0004) en la comparacién de la medida
de linfocitos T activados de la sangre periférica de las pacientes fértiles contra las
estériles. Un aumento de la poblacién de linfocitos NK en el endometrio (P=0.042) de
las pacientes estériles, con una diferencia significativa con respecto a las fértiles. Un
aumento en la poblacién endometrial de linfocitos NK en la poblacién de embarazadas,
aunque no hubo diferencia estadisticamente significativa.

Conclusiones: Los linfocitos estudiados podrian tener una participacion importante en
el fendbmeno de implantacion, probablemente como reguladores de la respuesta
inmune Th2. Hacen falta experimentos conducentes a la medicién de la actividad
celular para determinar su papel activador o inhibidor de la inmunidad en la
implantacién. La elevacién de los linfocitos T activados en la sangre periférica de las
pacientes fértiles, se podria asociar a los hallazgos de otros grupos de investigacion
para ser utilizado en la formulaciéon de un perfil inmunolégico Gtil en la medicién del
valor predictivo de éxito de la implantaciéon en pacientes que seran sometidas a
técnicas de reproduccion asistida.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

La penetracion de un material antigénico en un individuo sano induce en este
una respuesta inmunitaria que puede ser inmediata e inespecifica 0 mediata y
especifica. La primera se caracteriza por el reconocimiento del material
antigénico por ciertas células especializadas (macréfagos, células dendriticas y
células NK) y la produccion de interleucinas, citocinas o la activacion de la via
del complemento; capaces de eliminar el antigeno de manera inmediata.

La inmunidad especifica requiere de algunos dias para ponerse de manifiesto e
incluye la produccion de anticuerpos y de linfocitos en un particular estado de
activacion; los linfocitos resultantes reconocen especificamente al antigeno
inductor de su produccion y termina con el desarrollo de mecanismos que
median la funcion fisiolégica de la respuesta, es decir, la eliminacién del
antigeno y la creaciéon de una memoria especifica contra este antigeno.

Asi, la respuesta inmunitaria especifica puede dividirse en: 1) Fase de
reconocimiento, 2) Fase de activacion y 3) Fase efectora.

Fase de reconocimiento. La fase de reconocimiento consiste en la union de
antigenos extrafnos a receptores especificos de linfocitos maduros, que estan
presentes antes de la exposicion al antigeno. Los linfocitos B, células de la
inmunidad humoral, expresan en su superficie moléculas de anticuerpos que
pueden unirse a proteinas extrafias, polisacaridos, lipidos y otras sustancias
extracelulares o unidas a células. Los linfocitos T, responsables de la
inmunidad mediada por células expresan receptores que reconocen
Unicamente pequenas secuencias peptidicas de antigenos proteicos.

Fase de Activacion. Es la secuencia de acontecimientos inducidos en los
linfocitos como consecuencia del reconocimiento de un antigeno especifico.
Todos los linfocitos sufren dos cambios principales como respuesta a los
antigenos: primero proliferan, lo que provoca la expansion de clones
especificos de linfocitos y la amplificacién de la respuesta protectora; segundo,
la progenie de los linfocitos estimulados por el antigeno se diferencia bien en
células efectoras que eliminan el antigeno, o bien en células de memoria que
recirculan preparadas para responder a una nueva exposicion al antigeno
(algunos linfocitos de la progenie estimuladas por el antigeno mueren a partir
del reservorio de respuesta).

Una caracteristica general de la activacién de linfocitos es que requiere dos
tipos de sefales: la primera la proporciona el antigeno por si mismo; y la
segunda las proporcionan otras células, que pueden ser células colaboradoras
o células accesorias.

Hay dos aspectos importantes de la activacion de los linfocitos que permiten
que el pequeno numero de células que responde a un antigeno pueda realizar
la gran cantidad de funciones que llevan a su eliminacién. En primer lugar, la
inmunizacion 'y el reconocimiento del antigeno disparan numerosos
mecanismos de amplificacion de respuesta que aumentan rapidamente el



namero de células que responde frente al antigeno. En segundo lugar, los
linfocitos se dirigen eficientemente hacia los lugares de entrada de los
antigenos y alli permanecen como efectores de una barrera protectora en
contra de la invasion de los antigenos.

Fase efectora. La fase efectora de la respuesta inmunitaria es el estadio en el
que los linfocitos, que han sido activados por los antigenos, desarrollan las
funciones que conducen a la eliminacion de estos.

Los linfocitos que actuan en la fase efectora de la respuesta inmunitaria reciben
el nombre de células efectoras. Muchas de las funciones efectoras requieren la
participacion de otras células no linfoides (a menudo llamadas también “células
efectoras”) y de mecanismos de defensa que son igualmente mediadores de la
inmunidad innata o inespecifica

Los linfocitos T activados secretan unas hormonas proteicas llamadas
citoquinas, que aumentan la actividad de los fagocitos y estimulan la respuesta
inflamatoria. Los fagocitos, el complemento, los mastocitos, las citoquinas, y los
leucocitos que median la inflamacion son todos componentes de la inmunidad
innata o inespecifica, ya que no reconocen especificamente ni distinguen entre
diferentes antigenos extranos y todos estan implicados en la defensa contra
microorganismos, incluso sin respuesta inmunitaria especifica. Por
consiguiente, la fase efectora de la inmunidad especifica ilustra un concepto
fundamental que fue destacado anteriormente: que la respuesta inmunitaria
especifica sirve para amplificar y focalizar en los antigenos extrafos varios
mecanismos efectores que son también funcionales en ausencia de activacion
linfocitaria (respuesta especifica).

Las respuestas inmunitarias especificas estan mediadas por linfocitos, que son
las unicas células en el organismo capaces de reconocer especificamente y
distinguir diferentes determinantes antigénicos.

Los linfocitos T, se subdividen en poblaciones funcionalmente distintas, siendo
las mejor definidas las células T colaboradoras y las células T citotdxicos. Las
principales funciones de los linfocitos T son regular todas las respuestas
inmunitarias frente a antigenos proteicos y ayudar en su calidad de células
efectoras en la eliminacibn de organismos intracelulares (tales como las
particulas virales). Las células T no producen anticuerpos. Sus receptores para
antigenos son moléculas de membrana diferentes, pero estructuralmente
relacionados con los anticuerpos. Los linfocitos T cooperadores y citotoxicos
muestran una especificidad poco comun por los antigenos: reconocen solo
antigenos peptidicos unidos a proteinas que estan codificadas por genes del
CMH (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) y que se expresan sobre las
superficies de otras células.

En respuesta a la estimulacién antigénica, las células T cooperadoras secretan
hormonas proteicas llamadas citocinas, cuya funcion es promover la
proliferacion y diferenciacién de las células T asi como de otras células, entre
ellas las células B y los macréfagos. Las citoquinas también atraen y activan a
los leucocitos inflamatorios, incluyendo macréfagos y granulositos,



proporcionando importantes conexiones entre la inmunidad especifica de las
células T y los mecanismos efectores de la inmunidad natural e inespecifica.

Un importante avance en la identificacién y andlisis de estas subpoblaciones de
células T ha sido el descubrimiento de que las poblaciones funcionalmente
diferentes expresan distintas proteinas de membrana. Estas proteinas sirven
como marcadores fenotipicos de las diferentes poblaciones linfocitarias y dan
origen a las tres principales clases de linfocitos: los T cooperadores, los T
citotoxicos y los Natural Killer (NK). Por ejemplo, la mayoria de las células T
cooperadoras expresan una proteina de superficie llamada CD4, y la mayoria
de los linfocitos T citotoxicos expresan un marcador diferente llamado CD8.

La tercera clase relevante de linfocitos no expresa marcadores de células T 6 B
y, por lo tanto, se le llamé poblaciéon de células nulas. Ahora parece que la
mayoria de las células nulas son linfocitos grandes con numerosos granulos
citoplasmicos capaces de lisar diferentes células tumorales e infectadas por
virus sin una estimulacion antigénica clara. Como resultado, a estos linfocitos
se les denomina linfocitos grandes granulares o células Natural Killer (NK).

Aunque parecen derivar de un precursor linfoide comuan, las células NK
muestran varias diferencias con las células T citotoxicas (Tc):

e Son de talla mayor y muestran un citoplasma mas granular y rico en
organelos.

e Son capaces de matar algunas células tumorales de manera no
especifica 'y no restringida por el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad.

e No expresan en su superficie marcadores presentes en los otros
linfocitos T, es decir, son TCR-y CD3-.

e Expresan en su superficie de membrana los marcadores CD16+ (0
FcyR+) y por esto también pueden matar células sensibilizadas con
anticuerpos IgG, y también expresan el marcador NK1.

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos granulares que no son células T ni
B. Expresan CD16 y CD56, pero no expresan CD3. La funcion de las células
NK es destruir células infectadas por virus, por medio de la produccion de
citocinas a través de una respuesta rapida y relativamente inespecifica'.

Como las células T citotdxicas, las células NK ejercen su efecto citotdxico a
través de la produccion de: Perforina, Citocinas como el Factor de Necrosis
Tumoral Beta (TNF), el Factor Citotoxico de las células NK (NKCF) y el Oxido
Nitrico. Estos mediadores causan la muerte de células blanco tanto por
necrosis (destruccidn celular) como por apoptosis (muerte celular programada).
La actividad citotoxica de las células NK esta regulada por receptores que
pueden reconocer tanto determinantes del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad clase | clasicos (HLA-A , B y C) y no clasicos (HLA-G)
como ligandos relacionados con el Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MIC, MHC class | related molecules).

Se han identificado dos familias de receptores presentes en la membrana de
los NK: los receptores KIR, estructuralmente relacionados con las



inmunoglobulinas y los del tipo lectina también llamados NCR, dentro de los
que estdan NKG2D, Ly49 y otros. Los receptores pueden ser activadores (como
NKG2D) o inhibidores (como Ly49); los receptores activadores poseen
regiones ITAM (inmunorreceptor tyrosine-based activation motif) mientras que
los receptores inhibidores poseen secuencias ITIM (inmunorreceptor tyrosine-
based inhibition motif) reclutadoras de fosfatasas.

Todas las células T maduras tienen, hasta donde se sabe, las moléculas TCR
(receptor de células T), la molécula CD3 (complejo penta molecular asociado al
TCR vy relacionado al transductor de senales) y la molécula CD2 (un receptor
de eritrocitos de carnero). Algunas células T expresan ademas, la molécula
CD4, otras la molécula CD8 y otras ninguna de las dos, aunque siguen siendo
TCR (+) y CD3 (+). Del 19 al 48% de las células T son CD8 (+); y del 50 al 65%
son CD4 (+). La mayoria de las células T CD4+ y CD8+ portan receptores TCR
con cadena alfa y beta (células T alfa y Beta) mientras que una minoria,
usualmente CD4- y CD8-, tienen receptores TCR con cadenas gamma y delta
(células T gamma delta). Dentro de las células T CD4+, existen varias
subpoblaciones celulares claramente definidas en funcion de las moléculas
(citoquinas) que producen y de su actividad predominante. Estas son las
células ThO, Th1, Th2, Th3 y Tr1, ademas de otras que todavia no estan bien
identificadas.

También dentro de las células T CD8+ se han encontrado subpoblaciones,
siendo las més conocidas las células TCD8+ de tipo 1 y TCD8+ tipo 2.

Respuesta Th1 y Th2:

Las células Th1 y Th2 juegan un papel importante en la inmunidad celular y
humoral, respectivamente, mientras que las Th3 y Tr1 ejercen un papel
regulador de la respuesta inmune. Las células ThO dan origen a las Th1 y Th2
o derivan de ellas.

Las células T CD8+ tipo 1 tienen actividad citotoxica y por esto también se
conocen como células T citotéxicas; las células T CD8+ tipo 2 parecen tener un
efecto regulador sobre las primeras.

Tejido linfoide y Utero

Uno de los fendbmenos de mayor interés cientifico en los ultimos dias deriva del
descubrimiento y descripcion de las células del sistema inmune en el
endometrio de las mujeres en edad fértil; estas mismas células tienen una
respuesta inmunitaria y una poblacién que al parecer varia de acuerdo a las
fases hormonales del ciclo menstrual, porque se han observado receptores
especificos en sus membranas para hormonas ovaricas e hipofisarias. Estas
células estan distribuidas de forma ordenada en las diferentes regiones
histologicas del endometrio, siendo los linfocitos T CD 8+ predominantes en la
regién basal, y los macréfagos, mastocitos y células NK se localizan enla en la



La principal funcion de estos leucocitos es la proteccion contra la invasion y
colonizacion de DNA y RNA extrafos, de aqui deriva la importancia que se le
ha dado a estas células presentes en el endometrio ya que modifican su
poblacién y su actividad inmunitaria cuando detectan la presencia de un
embarazo temprano y al parecer, participan activamente en el fenémeno de la
implantacién, lo que podria ser un riesgo en aquellas especies en que el
embarazo es semiallogénico (en la que participan dos gametos con diferente
informacion cromosomica que puede desencadenar una respuesta inmune
especifica e inespecifica) y el proceso de placentacion es hemocorial (en la
cual se presenta intercambio celular sanguineo entre las células maternas y las
del embrién), como en el humano, las ratas y el mono. En este tipo de
placentacion, las células trofoblasticas, derivadas de un gameto externo o
masculino y los leucocitos maternos, se encuentran intimamente en contacto,
desencadenando asi el ataque, por parte de los leucocitos maternos, a las
células fetales, debido a la identificacion de Complejos Mayores de
Histocompatibilidad que el leucocito materno no reconoce como propio,
desencadenando asi la respuesta inmune especifica. Sin embargo, de manera
inexplicable, este fendmeno se encuentra regulado en el micro ambiente
uterino, lo que nos hace pensar que estos leucocitos han recibido cierta
modificacién a su programacion para destruir células extranas".

Esta dramatica reprogramacion ha sido reportada en varios estudios de las
ultimas dos décadas. Dichos estudios han 1) Mapeado la localizacion
anatomica de las diferentes subpoblaciones de linfocitos; 2) Identificado
cambios que ocurren en estas células durante el embarazo; 3) Determinado
sus perfiles de secrecion de citocinas; y 4) Definido los mecanismos
regulatorios de su comportamiento.

Poblacién linfocitaria presente en el endometrio durante el ciclo menstrual

Como ya se ha mencionado, el endometrio presenta células T y B, asi como
células CD3+, las cuales se han identificado por su importante actividad
citotoxica, particularmente durante la fase proliferativa del ciclo menstrual”.

También se han descrito macréfagos localizados en el estroma endometrial y
en el tejido conectivo del miometrio y las células NK, en las cuales se ha
descrito una participacion importante en el fenédmeno de la implantacion asi
como en la fase secretora del ciclo menstrual.

La funcién especifica que cumple cada subpoblacién de leucocitos uterinos es
aun desconocida. Las células T, los macréfagos y la NK en el endometrio
humano al parecer sirven para proteger al utero de patéogenos a través de una
respuesta inmune mediada por células; las células B estan en menor cantidad y
al parecer son menos efectivas debido a que la respuesta humoral endometrial
no es muy potente y los anticuerpos que alli se encuentran son provenientes de
la sangre"'.



Debido a que los macréfagos son los principales productores de citoquinas,
factores de crecimiento y proteasas, se les asocia con la participacion en la
proliferacion y destruccion ciclica del tejido endometrial. La fagocitosis tambiéen
podria ser un mecanismo para remover las células extranas y cumplir con la
debridacién ciclica del tejido endometrial. Al igual que los macrofagos y los
eosindfilos, las NK tienen a aumentar en la “Ventana de Implantacion”,
sugiriendo su importante funcion en la implantacién del huevo fecundado.

En la fase secretoria del ciclo menstrual, el fenotipo de las NK cambia, la
expresion de antigenos de activacion como CD 69 y HLA-DR asi como también
las moléculas de funcién leucitaria asociadas a antigeno -1 que son CD-11 y
CD-18 aumentan en la fase proliferativa y disminuyen gradualmente durante la
menstruacion”. Durante la fase secretora del endometrio y las etapas
tempranas del embarazo existe una cantidad importante de células NK,
comprendiendo el 75% de la poblacién linfoide™".

En contraste con la mayoria de los leucocitos uterinos, los mastocitos tienen un
rol muy especial en el ciclo menstrual: Estimulados por el TNFa y la IL-1, éstos
estimulan al estroma endometrial para que se produzcan metaloproteasas,
especialmente MMP-3 y MMP-1 que son el estimulo que inicia la

ix x

menstruacion” ”.

Cambios durante el embarazo

Una vez que la implantacion ocurre y se identifica la presencia de la decidua,
una serie de cambios en las células del sistema inmune comienzan a suceder:
Los derivados proteicos producidos por las células T y B comienzan a
desaparecer, asi como también la poblacion de linfocitos y eosindfilos se
vuelve practicamente irreconocible.

Las células uterinas NK se convierten las células inmunitarias predominantes
en la decidua y comienzan a externar receptores de membrana como son o/
(sefiales de activacion), y/d (sefiales de inhibicién y citorregulacion) y TcR,
fendmeno estimulado por los estrogenos enddgenos.”

El porcentaje de macréfagos en la decidua humana durante la gestacion es de
aproximadamente 10-15% de las células totales; estas células se localizan en
el tejido conectivo miometrial y son predominantes en la serosa subyacente al
epitelio de los vasos sanguineos.

Perfil de secrecion de citocinas de los linfocitos uterinos

Recientemente se han identificado citocinas importantes para el reclutamiento y
diferenciacion de los CD 56 periféricos; se han identificado 9 citocinas
abundantes en el endometrio: proteina-3 quimiotactica, eotaxina, fractlaquina,
proteina de inflamacion de macréfago 1-B, 6 CKINE, IL-8, Citosina 1 y 4 y
citocina derivada de macréfago; estas probablemente realicen el reclutamiento

trofoblasticos como la prolactina y la IL-15" X",



También se han identificado genes de regulacion inmune en el endometrio
secretor los cuales presentan una actividad aumentada teniendo como funcién
estimular la proliferacion de células NK uterinas e inhibir el crecimiento de
células T.

Mecanismos requlatorios del comportamiento de las células del sistema inmune

Se ha descrito que uno de los mecanismos implicado en la regulacién negativa
(down-regulation) de la respuesta inmune celular depende especificamente de
la supresion de las células T cooperadoras (Th) 1 y T citotéxicas 1 (Tc), las
cuales son productoras de Interleucina 2 (IL-2), Interferon gamma (IFN vy) y
Factor de Necrosis Tumoral B (TNFB); en contraste, la estimulacion (up-
regulation) de los linfocitos T cooperadores 2 (Th2) y las células T citotéxicas 2
(Tc2), las cuales son productoras de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, y IL-13, debido a
que la predominancia de la respuesta inmune Th2, termina en un embarazo
exitoso, lo que no sucede cuando predomina la respuesta inmune Th1, como
es el caso de las pacientes con pérdida gestacional recurrente.

En un estudio reciente, se trataron de establecer las células Th predominantes
en la decidua basal, comparada con la parietal de pacientes con antecedentes
de PGR (pérdida gestacional recurrente) encontrando un decremento en las
células Th2 CD4+ y CD8+,y en los linfocitos CD3+; asi como también, un
incremento en la produccion de IL- 4 e IFNy en la decidua basal de estas
pacientes.”

Las hormonas ovaricas tienen importantes efectos sobre los leucocitos que
incluyen la de mantener la viabilidad (progesterona) y promover su migracién al
utero (estrégenos). En el utero de ratas y monos, los estrégenos incrementan la
densidad de uNK, macréfagos y eosinofilos™ X" ™"

En humanos, ratas y monos la progesterona es absolutamente necesaria para
la viabilidad de las NK uterinas, se cree que se estimula a través de receptores
de fibronectina (04, a5, B1)**. Ademas se ha visto una importante proliferacién
de estas células con el uso de antiprogestinas™:.

La diferenciacién de las uNK podria ser regulada por hormonas ovéricas y
placentarias, sin embargo, esto ha sido pobremente demostrado debido a que
la viabilidad de estas células depende de la progesterona. En roedores, la
diferenciacion celular comprende la formacion de granulos citoplasmicos
grandes con el aumento concomitante del tamaro celular. Estos granulos estan
llenos de moléculas citotéxicas como perforina, serinas, esterasas y TNFa™ *

XXIH

Tanto en monos como en ratas, las uNK contienen una sintasa de éxido nitrico
(INOS), lo que las capacita para producir una potente citotoxina y modulador
llamado oOxido nitrico, otras sustancias como la interleucina 15 y la PLP-A
(prolactin-like protein A) son productos de la uNK diferenciada lo que evidencia
una posible comunicacion entre estas células y la unidad feto placentaria." *"

XXVi



Similarmente, durante la gestacion, hay un decremento en la expresién de
muchos marcadores de activacion como el CD69 y el HLA-DR, las moléculas
de funcién leucocitaria asociadas a antigeno-1 y el CD45RA, ademas, esta
uNK comienza la expresion de antigenos con funcion inhibitoria en esta etapa

del embarazo™"""

El mecanismo por medio del cual se produce el reclutamiento uterino de las
células uNK se puede describir de la siguiente manera: como reclutamiento de
las células NK provenientes de la sangre periférica; y como proliferacion de las
NK ya existentes en el utero.

Los estudios en humanos han demostrado un rol muy importante de la proteina
inflamatoria de los macrofagos (MIP-1B) y el factor de crecimiento endotelial
(VEGF), en el reclutamiento de las NK provenientes de la sangre periférica,
siendo la progesterona la reguladora activa de este proceso™"".También se ha
demostrado que la progesterona es la hormona activadora de la diferenciacién
de las células NK uterinas, asi como también estimula, a través de su union al
factor de crecimiento endotelial (VEGF) que se encuentra en las células
endometriales y al parecer es el estimulador principal de la angiogénesis y la
facilitacion de la permeabilidad de los capilares del micro ambiente, al parecer
para incrementar la migracién leucocitaria >,

Facilitacion de la implantacion

Los niveles elevados de interleucina 1 (citocinas de la inflamacion) se asocian
con implantacion temprana, al parecer producida principalmente por los
leucocitos; pero hay evidencias que otras citocinas son producidas por las
células epiteliales uterinas como son TNFa, TGF- B, CSF-1 y GM-CSF al
parecer por una respuesta inflamatoria natural como consecuencia del
embarazo.

También se ha visto que el 6xido nitrico derivado de las uNK es el estimulo
principal para la diferenciacion de la vasculatura materna, de hecho al parecer
la ausencia de la musculatura circular arterial es una consecuencia atribuible a
las uNK**. Por otro lado, el inadecuado desarrollo placentario, se debe a la
inadecuada produccién de oOxido nitrico por estas células, lo que deriva en
productos con datos de restriccion del crecimiento intrauterino.

Se han demostrado células NK en el endometrio al momento de la
implantacion, en contacto estrecho con células del trofoblasto™*".

En el embarazo inicial las células NK conforman cerca del 70% del estroma
endometrial en el sitio de implantacion en especial alrededor de las arterias
espirales. Al final del embarazo casi no son detectables™". Al parecer su
funcidon es regular el proceso de implantacién, crecimiento, invasion vy
desarrollo placentario. Este proceso de regulacion probablemente se lleve a
cabo por medio de interacciones entre los receptores de superficie de las
células NK y el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) tipo 1 en las
células del sinciciotrofoblasto.



Existen dos tipos de lineas celulares del sinciciotrofoblasto: la intravellosa, y la
extravellosa. Estas poblaciones difieren dependiendo de su expresion del CMH.
Estas dos lineas celulares forman tres diferentes interfases de contacto entre la
madre y la placenta™" XV v

1. Sinciciotrofoblasto velloso, que se encuentran en contacto con las
células inmunolégicas maternas, no expresan ningun CMH clase 1,
por lo que no tienen papel alguno en la respuesta inmunolégica
celular cooperadora. Estas células no inducen respuesta celular de
las NK probablemente por una falta de ligandos activadores y por
altos niveles de glicosilacion en su superficie.

2. Trofoblasto endovascular, expresan el CMH clase 1(C, G y E). Esta
expresion le transfiere proteccion contra las células NK.

3. Trofoblasto intersticial, expresan CMH 1 (C, G y E); estas estan en
contacto directo con las células NKX*V! i o

A pesar de su nombre, no se ha encontrado evidencia que demuestre que las
NK maten células trofoblasticas. Por el contrario, se ha demostrado que juegan
un papel importante en la regulacién de la invasién trofoblastica uterina.

Control de la invasion del trofoblasto

Los linfocitos humanos uNK son capaces de ejercer citotoxicidad en contra de
las células NK clasicas a pesar de encontrarse en nimero reducido™ *'. Las
células trofoblasticas son resistentes a la lisis de las NK, a menos que, estas
dltimas hayan sido estimuladas por la IL-2X. Sin embargo, no existe IL-2 en el
endometrio de pacientes con un embarazo normal.

También, se ha visto que las células trofoblasticas endometriales se
encuentran protegidas de la lisis por los NK a pesar de que se les bloquee el
CMH clase | por anticuerpos, lo que se explica pensando que existen diferentes
vias por medio de las cuales las uNK inhiben la respuesta citotoxica contra

xliv

estas células™.

Lo que evidencia que una de las funciones principales del linfocito uNK es la
proteccion de las células trofoblasticas durante la etapa de invasion
endometrial, a través de la inmunomodulacion de la respuesta inmune en el
micro ambiente uterino.

Fenotipo de células NK
Aproximadamente 10% de los leucocitos de la sangre periférica son NK. Estos

a su vez se dividen en dos poblaciones, que se diferencian por su expresién de
un prototipo de antigenos de superficie: CD 56 y CD 16.



CD 16 es un receptor de poca afinidad a la IgG (FcRIll) y se expresa en la
mayoria de los NK, asi como también en pequerias poblaciones de células T y
algunos macréfagos activados. CD 16 es el receptor responsable de la
citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente.

CD 56 es una isoforma de la molécula de adhesidn de células neurales NCAM,
que se expresa esencialmente en todas las células NK y también en algunos
linfocitos T citotoxicos y tejidos de origen neural ™.

Basados en la intensidad de la expresion del CD 56, las células NK se pueden
dividir en dos poblaciones™' La mayoria de ellas (90%) de los NK de sangre
periférica expresan bajos niveles de CD56 y son (+) para CD16 por lo que se
les nombra como CD56 dim. CD16++, los cuales son mas citotoxicos y
expresan receptores de la familia KIR™'. EI 10% restante se les nombra como
CD56 bright CD16— son menos citotdxicos y no expresan KIR™" y expresan
altos niveles de CD94-NKG2; también tienen una alta afinidad para la IL2, IFNy,
FNT o, IL10 y IL13"%,

Se ha propuesto que esta poblacion CD56 bright representa una etapa
temprana de diferenciacion de los CD56 dim.'

Fenotipo de las células uNK

Las células uNK tienen diferencias funcionales y fenotipicas con respecto a las
células NK periféricas. La principal diferencia fenotipica es que las uNK no
expresan CD16 o CD57". Ellas expresan marcadores de células T tempranas
como son CD-2 y CD7, integrinas como CD 11ay CD 18 e IL-2RB, CD 69 y un
marcador de activacion temprana (Tabla 1).

Se ha comparado la expresion genética de NK uterinas a la de NK periféricas
revelando diferencias en 278 genes de 10000 estudiados, mostrando un
incremento en la expresion de estos genes en las NK uterinas; con lo que se
demuestra que estas células son notablemente diferentes y con funciones
especificas para el embarazo".

Linfocitos T

Las hormonas también pueden influenciar a las células NK a través de su
efecto sobre otras células del sistema inmune que sirven como intermediarias,
estas son los linfocitos T.

Los linfocitos T cooperadores (CD4+), pueden ser clasificados segun su
produccién de citocinas y su funcién en Th 1 o Th2. " ™ Las células Tht
producen predominantemente interferon gamma, IL-2, y factor de necrosis
tumoral beta y estan involucradas en la respuesta inmune mediada por células.
Las células Th2 producen IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, y IL-13 y se ocupan de la
inmunidad humoral.



Se ha demostrado que la progesterona puede suprimir el desarrollo de la
respuesta Th1 e incrementar la respuesta Th2. De tal forma, que las sustancias
procesadas por las células Th2, son capaces de inhibir a las células NK,
incluyendo su proliferacién y diferenciacion asi como la producciéon de
citocinas.” """ (Figura. 1).

NK periféricos en Pérdida Gestacional Recurrente (PGR)

Se han realizado varias investigaciones para evaluar el papel que estas células
pudieran tener en el caso de la pérdida gestacional recurrente. Se cuentan con
diversos estudios que han reportado un mayor porcentaje de células NK
periféricas, asi como también autores que encontraron aumento en el
porcentaje de linfocitos uNK en biopsias endometriales, con lo que se sugiere
la participacion de estas células en el fendmeno de PGR. Tabla 2,3, 4 y 5.

Respuesta inmune Thi: Se ha presentado evidencia de que la respuesta
inmune Th1 o mediada por células se encuentra deprimida en la etapa del
embarazo temprano. Ademas, existe evidencia, in Vitro, que el 50% de las
mujeres con PGR, tienen una respuesta sanguinea periférica exagerada a los
antigenos trofoblasticos, con desarrollo de sustancias embriotoxicas, que
afectan adversamente el crecimiento fetal, lo que no se observa en pacientes

sanas™',

Otro estudio demuestra que las células mononucleares de sangre periférica de
pacientes con antecedente de PGR, responden a antigenos trofoblasticos con
la produccién de TNF-a, IFN-y y TNF-B, lo que no se observa en mujeres
fértiles, en las cuales solo se observa produccion de 1L-10"™.

Debido a estas observaciones se ha establecido que la respuesta inmunoldgica
Th1 tiende a producir PGR (Krishnan et al., 1996 ™), mientras que la respuesta
|T~h2’ tiende a producir embarazos exitosos (Lin et al., 1993 ™; Vives et al., 1999
Xl

).

Mediciones de las Células linfoides como valor predictivo para la
implantacién



Estudios recientes se han enfocado en la medicién de células NK CD56+,
Linfocitos T y linfocitos B en sangre periférica con el fin de establecer
parametros utiles en el fendbmeno de implantacion de las pacientes que son
sometidas a técnicas de reproduccién asistida. Thum et al ™ (2002) lo hizo en
sangre periférica de pacientes sometidas a fertilizacion in Vitro (IVF), tomando
la muestra el dia de la captaciéon de oocitos, comparando los grupos de las
embarazadas contra las no embarazadas, sin encontrar diferencias
significativas. Quenby et al (1999)*" no encontré diferencias significativas en
las células T presentes en el endometrio de pacientes fértiles contra las
pacientes con pérdida gestacional recurrente. Ademas Vassiliadou y Bulmer
(1998)™ obtuvo el mismo resultado comparando las células T en las deciduas
del primer trimestre con las de aborto espontaneo. Sin embargo, Yamada et al
(1994)™" demostré que las células T periféricas de mujeres con abortos
recurrentes son sensibles al trofoblasto in Vitro, produciendo factores
embriotdxicos.

Es el mismo, Thump et al (2004), quien argumenta que la presencia de células
NK CD56+ dim. CD 16+ CD 69+ en sangre periférica, puede servir como
predictor de una pobre respuesta de las pacientes sometidas a IVF*',

Lo que es evidente es el papel determinante del sistema inmune en el control
del ciclo menstrual y el embarazo temprano en la mujer en edad fértil. La
participacién de la fase efectora de la respuesta inmune especifica, en el
compartimiento endometrial puede hablar de una inmuno regulacion, en la cual
debe predominar la respuesta Th2, que incluye la participacion activa de
células T CD3+/HLADR + y de linfocitos NK CD 56+/CD16+, con su respectiva
produccion de interleucinas y citoquinas, como células predictoras de una
adecuada implantacion, que implica, la tolerancia inmunolégica desarrollada
ante la presencia de CMH no propios, el desarrollo de un micro ambiente
vascular apto para la nutricion del embrion y finalmente la facilitacion de la
invasion trofoblastica en la decidua basal para el posterior desarrollo
placentario adecuado que culmina en un embarazo exitoso.
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Universo:

Se tomaron a las pacientes que se presentaron a la consulta externa de
infertilidad del Instituto Nacional de Perinatologia de la ciudad de México, y al
consultorio de planificacion familiar; a las cuales se les propuso la realizacion
de una biopsia endometrial y toma de sangre periférica en el dia 21 al 23 del
ciclo menstrual, la cual se realizé sélo cuando la paciente aceptd, bajo
anestesia local, general o regional segun lo amerité cada caso y después de
una extensa explicacién y la firma de un consentimiento informado.

La toma de biopsia se realizd por los médicos participantes en el protocolo y la
muestra fue procesada por el laboratorio de microscopia electrénica de la
siguiente manera:

Universo de pacientes:

Pacientes Estériles: Pacientes que acudieron al servicio de esterilidad e
infertilidad y Reproduccion asistida, pertenecientes al servicio de Biologia de la
Reproduccion Humana del Instituto Nacional de Perinatologia, que se
encontraron en edad reproductiva y que tuvieron como antecedente uno o
mas afnos de coito sexual sin proteccion y sin lograr embarazo, o aquellas
pacientes que tuvieron como antecedente gineco-obstétrico un embarazo
previo que termind en parto eutécico, cesarea o aborto con o sin la realizacion
de legrado, pero que su ultimo evento gestdsico sucedié por lo menos un ano
previo a la captacion para el presente protocolo. Y que se encuentran en
estudio para ingreso a técnicas de reproduccién asistida.

A las pacientes captadas se les realizdé estudio de infertilidad, el cual se
caracterizé6 por la toma de muestras hormonales basales que incluyeron:
hormonas gonadotréficas: LH y FSH; hipofisarias: Prolactina y TSH; hormonas
ovaricas: Estradiol y progesterona; Hormonas tiroideas: T3 y T4. Asi como
también, estudios cervicales: cultivo de exudado cérvico-vaginal, ureaplasma, y
micoplasma, ademas de la deteccidbn de anticuerpos contra chlamidia en
sangre periférica. El factor tubo-peritoneal fue evaluado con un estudio de
Histerosalpingografia, asi como histerosonografia en los casos en los que fue
necesario conocer detalles especificos de la cavidad uterina. El factor uterino
se evalu6 con USG endovaginal realizado en la institucién. El factor masculino
fue evaluado con citometria seminal.

A las pacientes ya estudiadas y que requirieron una laparoscopia diagnéstica
como parte del estudio de esterilidad, se les propuso la toma de muestra,
previa a la cirugia e, inmediatamente después del procedimiento anestésico,
siempre y cuando aceptara el procedimiento y firmaran el consentimiento
informado para tal y cumpliesen con los criterios de inclusién.

Pacientes fértiles: Pacientes en edad fértil, con ciclos menstruales regulares,
que tuvieron como antecedente la realizacion, en el Instituto Nacional de
Perinatologia, de cirugia para control definitivo de la fertilidad (salpingoclasia),
por lo menos 6 meses antes de la captacién de la paciente, misma que debio




haber suspendido la lactancia por lo menos dos meses antes de la toma de la
muestra, que se tomé entre los dias 21 al 23 del ciclo menstrual, asi como
también se tomd estudio citolégico cervical y se firmd el consentimiento
informado.

Pacientes Estériles Embarazadas: En el transcurso del estudio, del grupo de
las pacientes estudiadas por esterilidad, surgieron tres pacientes que
presentaron prueba inmunolégica de embarazo positiva en sangre y saco
gestacional confirmado por medio de ultrasonido. Por lo que se consideré
prudente tomar a estas pacientes como un nuevo grupo de estudio.

Toma de la muestra: Una vez que la paciente se encontrd6 en posicidén
ginecoldgica, se colocaron valvas de Sims o espejo vaginal diagndstico; previa
asepsia, antisepsia y colocacion de campos estériles, se localiz6 el cuello y se
inmovilizé con pinza Pozzi fijada en el labio anterior del cervix, en caso que la
paciente no se encontrara anestesiada, se aplicaron 6 ml. De Lidocaina simple
paracervical hasta lograr la analgesia, se introdujo histerbmetro y
posteriormente canula de Pipelle o de Novak, con toma dirigida de biopsia
endometrial en direccién de las manecillas del reloj, hasta obtener suficiente
muestra. La toma de sangre periférica se realizé en ese mismo momento. Para
las pacientes del grupo de Fértiles, se les realizd citologia cervical previa al
procedimiento de biopsia endometrial.

Transporte de la muestra: El tejido endometrial fue transportado en solucién
Fisioldgica adicionada con medio de cultivo RPMI-1640.

La sangre periférica fue transportada en tres tubos, dos de ellos con
anticoagulante, mismos que se entregaran al laboratorio de biologia celular tan
pronto como se haya tomado la muestra.

Procesamiento de la muestra

Variables:
1. Embarazo: Se consider6 embarazo a toda paciente con retraso
menstrual, presencia de Gonadotropina Coridnica cuantitativa en sangre
y ultrasonido que evidenciara la presencia de saco gestacional. La
evolucién del embarazo no fue evaluada por el investigador.

2. Esterilidad: Toda mujer de los 19 a los 38 afos que se asegure vida
sexual activa por un ano o mas sin haber logrado el embarazo y que
manifieste el deseo de embarazarse.

3. Linfocitos CD3+/HLADR+: Células T detectadas por citometria de flujo y
que presentan estos marcadores de superficie.

4. Linfocitos NK CD56+/CD16+: Linfocitos que son detectados con estos
marcadores.



Criterios de inclusion:

Se incluyeron a todas las pacientes en edad fértil que cumplieron criterio de
esterilidad.
Que aceptaron participar en el protocolo.

Criterios de exclusién:

1. Pacientes que padecieran una causa endocrino-ovarica que explique la
esterilidad y que no haya sido corregida: Hipotiroidismo, Hipertiroidismo,
Diabetes  Mellitus, Intolerancia oral a los Carbohidratos,
Hiperandrogenismo  Funcional Ovarico, Hiperplasia suprarrenal
congénita de inicio tardio, Sindrome de Ovarios Poliquisticos, Sindrome
metabdlico, Hiperprolactinemia o falla ovéarica prematura.

2. Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.

3. Malformaciones Mullerianas que impidan el embarazo.

4. Alteraciones cromosdmicas: Hipogonadismo hipogonadotréfico,
hipogonadismo hipergonadotrofico. Alteraciones genéticas del cariotipo
cualquier gameto.

5. Paciente control que se encuentre en periodo de lactancia o con ciclos
irregulares.

6. Pacientes que padezcan de enfermedades autoinmunes: Sindrome de
anticuerpos antifosfolipidos, lupus eritematoso sistémico o artritis
reumatoide.

7. Material insuficiente para la biopsia.



CAPITULO 3. RESULTADOS

Participaron en el estudio, en total, 28 mujeres; en el grupo de las pacientes
estériles, se incluyeron 20, en el grupo de las fértiles se incluyeron 5 pacientes
y para el tercer grupo —estériles embarazadas se incluyeron3 pacientes. Las
caracteristicas demograficas de las mismas se enlistan en la tabla 6.

Linfocitos CD3+/HLADR+ por compartimientos

Se realiza un corte transversal a dos grupos poblacionales de estudio: estériles
y fértiles, a los cuales se les mide la proporcién de linfocitos T activados,
marcados con CD3 y HLADR; y de los linfocitos NK, marcados con CD56 y
CD16; presente en sangre periférica y en endometrio:

En el grupo de las estériles, se compard el porcentaje de la poblacion de
linfocitos T activados CD3+/HLADR+ en la sangre periférica, con la presente en
endometrio, se aplicd la prueba de Mann-Whitney, siendo la mediana para
sangre periférica de 2.645 (25%=1.06; 75%=3.74); y para endometrio de 3.865
(25%=1.77; 75%=6.61). Resultando una P=0.126, por lo que el resultado no fue
significativo. Tabla 6. Grafica 1.

En el grupo de las fértiles, se compard el porcentaje de la poblacién de
linfocitos T activados CD3+/HLADR+ en la sangre periférica, con la presente en
endometrio, se aplicod la prueba de T-student siendo la media obtenida para
sangre periférica de 13.386 (DE=4.904; IC=95%); y para endometrio de 4.084
(DE=3.241; IC=95%); obteniendo como resultado un valor de P=0.008, la cual
es significativa. Tabla 7. Grafica 1.

Para el grupo de las estériles, se compar6 el porcentaje de la poblacion de
linfocitos NK CD56+/CD16+ en la sangre periférica, con la presente en
endometrio, se aplicé la prueba de Mann-Whitney, siendo la mediana para
sangre periférica de 11.165 (25%=6.90; 75%=16.59); y para endometrio de
17.400 (25%=7.56; 75%=25.72) Resultando una P=0.100, por lo que la
medicion no fue significativa. Tabla 8. Gréfica 2.

En el grupo de las fértiles, se compard el porcentaje de la poblacién de
linfocitos NK CD56+/CD16+ en la sangre periférica, con la presente en
endometrio, se aplicé la prueba de T-student, siendo la media obtenida para
sangre periférica de 11.040 (DE= 10.93; 1C=95%); y para endometrio de 6.420
(DE=4.33; 1C=95%); obteniendo como resultado un valor de P=0.405, la cual
no es significativa. Tabla 9. Grafica 2.

En el transcurso del experimento, se presentaron tres embarazos en las
pacientes estudiadas por esterilidad, por lo que se decide generar un nuevo
grupo de estudio y realizar las mismas mediciones asi:

Para el grupo de las pacientes estériles que lograron embarazo, se realiza una
comparacién del porcentaje de las células T activadas (CD3+/HLADR+) en el



endometrio en relacion con el porcentaje en sangre periférica utilizando la
prueba T-student siendo los valores obtenidos para endometrio: 5.890
(DE=2.54; IC95%) y para sangre periférica: 1.79 (DE=1.56; 1C95%), por lo que
la prueba se considerd no significativa. P=0.076. Tabla 10. Grafica 1.

Para el grupo de las pacientes estériles que lograron embarazo, se realiza una
medicion del porcentaje de células NK (CD56+/CD16+) en el endometrio en
relacion con el porcentaje en sangre periférica utilizando la prueba de T-
student, siendo los valores obtenidos para endometrio: 23.923 (DE=10.63;
IC95%) y para sangre periférica: 15.037 (DE=5.75; 1C95%), por lo que la
prueba se consider6 no significativa. P=0.272. Tabla 11. Grafica 2.

Comparativo de Medicion de células NK CD56+/CD16+ en sangre
periférica de los tres grupos de pacientes.

Se realiza un comparativo entre los grupos estudiados, siendo evaluada la
diferencia cuantificable del porcentaje de la poblacién de CD56+/CD 16+ de la
sangre periférica, se utilizé la prueba ANOVA entre los diferentes grupos de
estudio, obteniendo los siguientes resultados:

En sangre periférica una media de 11.361 (DE=6.41; IC 95%) en el grupo de
las Estériles; la medicién de el grupo de las fértiles fue 11.040 (DE=10.931;
IC=95%) y para las pacientes estériles embarazadas la media fue 15.037
(DE=5.75; IC 95%). Encontrando una diferencia no significativa entre estos
grupos (P=0.703). Tabla 12. Gréfica 3.

Comparativo de Medicion de células NK CD56+/CD16+ en endometrio de
los tres grupos de pacientes.

Se realiza un comparativo entre los grupos estudiados, siendo evaluada la
diferencia cuantificable del porcentaje de la poblacion de CD56+/CD 16+ del
endometrio, se utilizdé la prueba ANOVA no paramétrico y el método de de
Dunnett entre los diferentes grupos de estudio, obteniendo los siguientes
resultados:

En endometrio, una media de 16.524 (DE=10.08; IC 95%) en el grupo de las
Estériles; la medicién de el grupo de las fértiles fue 6.420 (DE=4.33; IC=95%), y
para las pacientes estériles embarazadas la media fue 23.923 (DE=10.63; IC
95%). Encontrando una diferencia significativa en estos grupos (P=0.042).
Tabla 13. Grafica 3.

Comparativo de Medicion de células T activadas CD3+/HLADR+ en sangre
periférica de los tres grupos de pacientes.

Se realiza un comparativo entre los grupos estudiados, siendo evaluada la
diferencia cuantificable del porcentaje de la poblacidén de linfocitos T activados



(CD3+/HLADR+) en la sangre periférica, utilizando la prueba ANOVA no
paramétrica (prueba de Kruskal-Wallis) entre los diferentes grupos de estudio y
método de Dunnett, obteniendo los siguientes resultados:

En sangre periférica una mediana de 2.645 (25%=1.060; 75%=3.740) en el
grupo de Estériles; la medicion de el grupo de Fértiles fue 12.670 (25%=9.683;
75%=17.64) y para las pacientes Estériles Embarazadas la mediana fue 1.830
(25%=0.615; 75%=2.95) Encontrando una diferencia significativa entre estos
grupos (P=0.004). Tabla 14. Gréfica 4.

Comparativo de Medicion de células T activadas CD3+/HLADR+ en
endometrio de los tres grupos de pacientes.

Se realiza un comparativo entre los grupos estudiados, siendo evaluada la
diferencia cuantificable del porcentaje de la poblacidén de linfocitos T activados
CD3+/HLADR+ en el endometrio, utilizando la prueba ANOVA entre los
diferentes grupos de estudio, obteniendo los siguientes resultados:

En endometrio, una media de 4.606 (DE=3.77; IC 95%) en el grupo de
Estériles; la medida para el grupo de Fértiles fue 4.084 (DE=3.24; 1C=95%), y
para las pacientes Estériles Embarazadas la media fue 5.890 (DE=2.54; IC
95%). Encontrando una diferencia no significativa entre estos grupos
(P=0.789). Tabla 15. Grafica 4.



CAPITULO 4. DISCUSION

El embarazo exitoso, visto desde una perspectiva inmunoldgica, es
verdaderamente una paradoja en la que el producto de la concepcién, portador
de informacién genética semi-alogénica, representa un antigeno potente capaz
de desencadenar cualquier tipo de respuesta inmune, sobretodo en un
endometrio ocupado por células linfoides que participan activamente en la
deteccion de antigenos para su inmediata eliminacion.

Debido a que las células del sistema inmune parecieran presentan un patron de
comportamiento ciclico endometrial, (que puede obedecer a causas
hormonales, debido a que se han evidenciado la presencia de receptores
estrogénicos, progestacionales y de prolactina en la membrana de los uNK) ' "
" surge entonces la teoria que en las pacientes con esterilidad, se presentara
un patron de comportamiento celular diferente, originandose una inadecuada
fase secretoria preparatoria para la implantacion.

En este estudio, se cuantificaron las proporciones de dos tipos diferentes de
linfocitos en dos compartimientos celulares (endometrio y sangre periférica) de
pacientes fértiles y estériles, con el fin encontrar diferencias entre estos grupos
que amplien los conocimientos actuales en cuanto al micro ambiente celular del
endometrio y de la sangre periférica de las pacientes estériles.

Se han realizado mediciones previas de linfocitos NK tanto en sangre
periférica como en el endometrio de pacientes con pérdida gestacional
recurrente, en el caso de las mediciones de NK en sangre periférica, existen
cuatro autores que encuentran elevacién de esta subpoblacién celular
relacionada con PGR:

Aoki et al (1995)", una elevacién de estos linfocitos antes de la concepcién, con
un valor predictivo de aborto en el préximo embarazo (RR=3.5), Emmer et al
(2000)" reporta un porcentaje menor a 12% de NK necesario para lograr
embarazo a término; y Ntrivalas et al (2001)"' y Thump et al (2004)" reportan
aumento en la expresion de CD69+ y disminucion en el CD94, en las células
NK de pacientes con PGR y aquellas con pobre respuesta en el In Vitro,
respectivamente. Para el caso de este estudio, el hallazgo en sangre periférica
de los linfocitos NK CD56+/CD16+ con respecto al endometrio de las pacientes
con esterilidad no fue proporcionalmente mayor, (P=0.100); sin embargo, al
realizar las mediciones de esta subpoblacién en el endometrio de las pacientes
estériles, y compararlas con el grupo de las pacientes fértiles, se encontré un
aumento de la los linfocitos NK en el endometrio de las pacientes estériles, con
una significancia estadistica (P=0.042), hallazgos que coinciden con Emmer et
al.,2002 " y Clifford et al., 1999 , quienes encontraron aumento de esta
subpoblacion celular en el endometrio de las pacientes con PGR. Otros dos
autores encontraron CD 56%™ CD16+ en menor porcentaje en comparacién con
los NK CD56°™9" CD16-; Lachapelle et al., 1996 * Quenby et al., 1999 &’
hallazgos que nos orienta hacia el conocimiento de un predominio de células
NK con actividad citotoxica, como factor determinante del fracaso del embarazo
en las pacientes con pérdidas gestacionales recurrentes.



Debido a las evidencias mencionadas, en las que se observa un predominio en
la respuesta citotdxica a nivel endometrial como un posible factor que participa
en el fracaso de los embarazos de las pacientes con pérdida gestacional, y a
que se ha reportado una posible pérdida del equilibrio en la respuesta Th1/Th2
X, en la cual, el aumento en la respuesta Th1 estaria relacionada con el fracaso
de la implantacion en monos y en humangg"™!"*VXVVRXVIRVIEXEeOX - aote estudio
investigd la presencia de los linfocitos T activados, marcados como
CD3+/HLADR+, con el fin de conocer su proporcion tanto a nivel periférico
como endometrial, y comparar los hallazgos en las pacientes estériles y las
fértiles. Asi como lo reporta Mishimata et al (2003)", quienes encontraron
mayor poblacién endometrial de linfocitos CD3+T, CD4+T y CD8+T en las
pacientes control en comparacion con las pacientes con aborto recurrente; en
nuestro estudio encontramos elevacién de linfocitos T activados en sangre
periférica en las pacientes fértiles en comparacion con las pacientes estériles
(P=0.004).

Al comparar la sangre periférica con el endometrio de las pacientes fértiles, en
la sangre periférica se encontr6 un aumento significativo de esta subpoblacion
(linfocitos T activados CD3+/HLADR+), (P=0.008); sugiriendo que los
fenomenos de la inflamacién, y la respuesta efectora a nivel endometrial no
tienen relacion con la migracién de otras células pro-embarazo ni serian las
causantes de la acumulacion de células en pro de la respuesta Th2 para
favorecerlo, ya que no son una poblacion predominante en el endometrio de las
pacientes fértiles. Sin embargo, los hallazgos de este estudio nos revelan una
subpoblacion celular predominante en sangre periférica de pacientes fértiles,
siendo necesario una investigacion mas amplia en busqueda una explicacién
fisiologica de este fendmeno, con medicion de citocinas y factores de
crecimiento, y que nos permitieran la formulacién de un posible perfil celular
inmunoldgico que tuviera valor predictivo para el manejo de la paciente con
esterilidad, teniendo en cuenta que en estudios anteriores se han encontrado
linfocitos NK CD56dim CD16+ CD69+, predominantes en la sangre periférica
de pacientes con pobre respuesta a los programas de FIVTE *" y que también
se han reportado incremento en subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+*",
y recientemente se ha postulado un aumento en la poblacién de linfocitos T
CD4+/ CD25+ en sangre periférica en comparacion con el endometrio de
pacientes con aborto espontaneo que pudieran tener un rol negativo en el
fenédmeno de implantacion.

En cuanto a la evidencia de un incremento en la celularidad de linfocitos NK en
la fase secretoria del ciclo menstrual y a la participacién de estas células en el
embarazo, este estudio no encuentra una poblacion celular aumentada de
manera significativa de células NK en el endometrio en la fase secretora de
ninguno de los grupos de estudio, aunque una de las limitantes del estudio es
la no medicién de linfocitos NK CD56 “™ / CD16-, en el endometrio, ya que
otros autores (Lachapelle et al., 1996 * y King et al.,1998 *"'.) han encontrado
una predominancia de este subtipo celular en el endometrio en fase secretora y
no de los linfocitos NK CD56+/CD16+. Lo que si es notorio en el actual estudio
es la presencia de una mayor subpoblacion de linfocitos NK en las pacientes
estériles embarazadas, que aunque no tuvo significancia estadistica, nos
orienta hacia la posible migracion de células NK en el momento del embarazo y



a la participacion crucial de esta célula en la implantacion. Seria prudente
realizar estudios con una muestra mayor, o ampliar el estudio actual para
evaluar el fendbmeno de una forma amplia y asi tener resultados que evidencien
lo ya publicado en articulos anteriores.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se observd un perfil celular de linfocitos T activados y
NK significativamente diferente entre las pacientes del grupo de esterilidad y
las pacientes del grupo de fertilidad.

El grupo de esterilidad presentd6 una mayor proporcion de células NK CD
56+/CD16+ en el endometrio en la fase secretora del ciclo menstrual, en
relaciobn con las pacientes fértiles para el mismo momento del ciclo. De la
misma manera, se advierte un incremento de linfocitos T activados
CD3+/HLADR+ en la sangre periférica de las pacientes fértiles en comparacion
con las estériles, con lo que se concluye que estas células podrian tener una
participacion importante en el fenébmeno de implantacion, probablemente como
reguladores de la respuesta inmune Th2. Hacen falta experimentos
conducentes a la medicion de la actividad celular para determinar su papel
activador o inhibidor de la inmunidad en la implantacion.

Se encuentra elevacion de los linfocitos T activados en la sangre periférica con
relacion al endometrio de las pacientes fértiles, fendbmeno que se podria
asociar a los hallazgos de otros grupos de investigacion para ser utilizado en la
formulacién de un perfil inmunoldgico util en la medicion del valor predictivo de
éxito de la implantacion en pacientes que seran sometidas a técnicas de
reproduccion asistida.
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Tabla 1. Expresion de los antigenos de superficie de los linfocitos NK periféricos
y uterinos.'

' Dosiou C and Giudice L. Natural Killer cells in pregnancy and recurrent pregnancy
loss: endocrine and immunologic perspectives. Endocrine Reviews 2005; 26(1): 44-62.
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Figura 1. Modelo de regulacion hormonal de las células NK
durante la gestacion.'
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En el embarazo temprano, la progesterona provoca una disminucion de las
células NK periféricas, existiendo una activacion de la via Th2 y la produccién
de bloqueador de progesterona (PIBF) que disminuye la actividad citotéxica de
los linfocitos. Las células endometriales producen citoquinas que estimulan la
migracion hacia el endometrio de los linfocitos NK, quienes se proliferan y
diferencian y comienzan a producir citoquinas que inducen el crecimiento
placentario y su propia regulacion.




Tabla 2. Estudios de NK periféricos en PGR en los que encontraron incremento
de la actividad celular.

ESTUDIO | N | CRITERIOS DE | METODO | RESULTADOS
INCLUSION
Aoki et al., | 68 | Dos AE consecutivos | Ensayo Cr | Alta actividad pre concepcional de los
1995' del primer trimestre, sin | release NK en PGR. Valor predictivo de aborto
causa uterina, (RR3.5) en la préxima gestacion.
endocrina, genética o
auto inmune.
Emmer et |43 | Dos o mas  AE | Citometria | Células citotoxicas pre concepcionales
al., 2000’ consecutivos <16 sem. | de flujo. similares en PGR y controles. NK<12%
Cariotipo y PFT NI. Sin | Crrelease | asociado a embarazo a término.
OPQ, DM, AFL. CD56+/CD16+ con actividad
citotéxica asociados con PGR.
Ntrivalas 22 | Dos o mas AE sin | Citometria | Aumento en la expresion de NKCD69+ y
et al, causas anatémicas, | de flujo disminucién del CD94 en las pacientes
2001’ hormonales, infecciosas con PGR. Comparada con controles.

o auto inmunes

AE: Aborto espontaneo, PFT: pruebas de funcién tiroideas, OPQ: Ovario poliquistico,
DM: Diabetes mellitus, AFL: Anticuerpos antifosfolipidos, PGR: Pérdida gestacional

recurrente.

Tabla 3. Estudios de NK periféricos en PGR en los que no encontraron
incremento de la actividad celular.

ESTUDIO | N | CRITERIOS DE | METODO RESULTADOS
INCLUSION

Souza et Dos o mas AE | Citometria de | No diferencias entre

al., 2002 consecutivos, cariotipo | fluo 'y Cr. | NKCD56+/CD16+ entre
nl. US pélvico, HSG, | Release. PGR y controles.

EMBX, y endocrino nl.

AE: Aborto espontaneo, US: Ultrasonido, HSG: Histerosalpingografia, EMBX: Biopsia de

endometrio.




Tabla 4. Estudios de uNK en PGR en los que encontraron incremento de la

actividad celular.

“ESTUDIO

N | CRITERIOS DE | ESPECIMEN | METODO RESULTADOS
INCLUSION
Lachapelle | 20 | Tres o mas AE EMBX 18-25 | Citometria Similar % de NK.
et al., 1996 consecutivos del de flujo Alto % de NK
' primer trimestre, CD56%™ CD16+.
HSG, cariotipo, Menor % de NK
EMBx, TSH, CD56"™ CD16-
PRL y AFL nl.
Quenby et | 22 | Tres 0 mas AE | EMBX 19-22 | Inmuno Alto % de CD16-
al., 1999 ¢ consecutivos. histoquimica | y CD56+
cariotipo y
endocrino, AFL
nl.
Clifford et | 29 | Historia de AE. | EMBX 20-23 | Inmuno Alto numero de
al., 1999' Cariotipo, AFL y histoquimica | CD56+ en
uS nl. mujeres con
pérdidas< 13
sem.
Emmer et Dos o mas AE | Tejido de | Inmuno Alta  expresion
al.,2002' antes 16 sem. | aborto o | Histoquimica | de CD56/CD16
Cariotipo y AFL | legrado.

nl.

AE: Aborto espontaneo, PFT: pruebas de funcién tiroideas, OPQ: Ovario poliquistico,
DM: Diabetes mellitus, AFL: Anticuerpos antifosfolipidos, PGR: Pérdida gestacional
recurrente, US: ultrasonido, HSG: Histerosalpingografia, EMBX: biopsia de endometrio

Tabla 5. Estudios de uNK en PGR en los que no encontraron incremento de la

actividad celular.

ESTUDIO | N | CRITERIOS DE | ESPECIMEN | METODO RESULTADOS
INCLUSION
Shimada 20 | Dos o mas AE | EMBX fase | Citometria No  diferencias
et  al, consecutivos, lutea de flujo. entre %
2004 cariotipo nl. US NKCD56+,
pélvico, HSG, CD56+/CD16+ o
EMBx nl. CD56+/CD16-.
Michimata | 17 | Dos AE primer | EMBX 18-21 | Inmuno No diferencia en
et al., 2002 trimestre, histoquimica | el numero de
' cariotipo nl. US CD56+ 0 CD16+.
pélvico, HSG,

EMBx, prolactina
y PFT nl.

AE: Aborto espontaneo, US: Ultrasonido, HSG: Histerosalpingografia, EMBX: Biopsia de
endometrio. PFT: pruebas de funcion tiroidea.




Tabla 6. Medicién de células T CD3+/HLADR+ en ambos compartimientos,

pacientes
Estériles.

GRUPO N MEDIANA 25% 75%
Endometrio 20 3.865 1.775 6.615
Sangre 20 2.645 1.060 3.740
periférica

P=0.126

Tabla 7. Medicion de células T CD3/HLADR+ en ambos compartimientos,
pacientes Fértiles.

GRUPO N MEDIA DE SEM
Endometrio 5 4.084 3.241 1.449
Sangre 5 13.386 4.904 2.193
periférica

P=0.008*

Tabla 8. Medicion de células NK CD56+/CD16+ en ambos compartimientos,
pacientes Estériles.

GRUPO N MEDIANA 25% 75%
Endometrio 19 17.400 7.567 25.727
Sangre 20 11.165 6.900 16.595
periférica

P=0.100

Tabla 9. Medicion de células NK CD56+/CD16+ en ambos compartimientos,
pacientes Fértiles.

GRUPO N MEDIA DE SEM
Endometrio 5 6.420 4.335 1.938
Sangre 5 11.040 10.931 4.888
periférica

P=0.405




Tabla 10. Medicién de células T CD3+/HLADR + en ambos compartimientos,
pacientes Estériles-Embarazadas.

GRUPO N MEDIA DE SEM
Endometrio 3 5.890 2.545 0.901
Sangre 3 1.790 1.560 1.469
periférica

P=0.076

Tabla 11. Medicion de células NK CD56+/CD16+ en ambos compartimientos,
pacientes Estériles Embarazadas.

GRUPO N MEDIA DE SEM
Endometrio 3 23.923 10.633 6.139
Sangre 3 15.037 5.750 3.19
periférica

P=0.272

Tabla 12.Comparativo de Medicion de células NK CD56+/CD16+ en sangre
periférica de los tres grupos de pacientes.

GRUPO N MEDIA DE SEM

Estériles 20 11.361 6.41 1.43

Fértiles 5 11.040 10.93 4.88

Est. Embar 3 15.037 5.75 3.31
P=0.073

Tabla 13. Comparativo de Medicion de células NK CD56+/CD16+ en endometrio
de los tres grupos de pacientes.

GRUPO N MEDIA DE SEM
Estériles 20 16.524 10.08 2.31
Fértiles 5 6.42 4.33 1.93
Est. Embar 3 23.923 10.63 6.13

P=0.042%



Tabla 14.Comparativo de Medicion de células T activadas CD3+/HLADR+ en

sangre periférica de los tres grupos de pacientes.

GRUPO N MEDIANA 25% 75%

Estériles 20 2.645 1.060 3.740

Fértiles 5 12.670 9.683 17.648

Est. Embar 3 1.830 0.615 2.955
P=0.004%*

GRUPO

Tabla 15. Comparativo de Medicion de células T activadas CD3+/HLADR+ en
endometrio de los tres grupos de pacientes.

N MEDIA DE SEM
Estériles 20 4.606 3.777 0.844
Fértiles 5 4.084 3.241 1.449
Est. Embar 3 5.890 2.545 1.469

P=0.789




CD3+/HLADR+ Por compartimientos
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Grafica 1. Se encuentra diferencia estadisticamente significativa en la
poblacidén de linfocitos T CD3+HLADR+. (P=0.008).




Natural Killer por compartimientos

Esteril. n=19 Esteril Embarazada. Fértil. n=5
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Grafica 2. Comparativo de compartimientos celulares en tres grupos de
pacientes.




Linfocitos NK CD56+/CD16+. Comparativo
por grupos

40

35

Sangre Periférica Endometrio
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Grafica 3. Comparativo de Medicion de células NK CD56+/CD16+ en el
endometrio y en sangre periférica de los tres grupos de pacientes
encontrando una diferencia estadistica (P=0.042) para los tres grupos en el
endometrio.




Linfocitos CD3+/HLADR+. Comparativo por
grupos
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Grafica 4. Comparativo de Medicion de células T activadas CD3+/HLADR+
en el endometrio y en sangre periférica de los tres grupos de pacientes
encontrando una diferencia estadistica (P=0.004) para los tres grupos en
sangre periférica.
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