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RESUMEN

Objetivo: determinar la concentracion de células natural killer
(NK) CD56+CD16+ por medio de anticuerpos monoclonales
en el endometrio de pacientes con aborto recurrente de origen
desconocido.

Pacientes y método: estudio prospectivo, longitudinal y descrip-
tivo que incluy6 20 pacientes con pérdida gestacional recurrente
de origen desconocido, a quienes se realiz6 biopsia endometrial
los dias 21 a 26 del ciclo menstrual para evaluar la concentracion
de células NK CD56+CD16+ por medio de anticuerpos monoclo-
nales. Los resultados se compararon con estandares normales
reportados en biopsias de mujeres fértiles. El analisis estadistico
incluyé medidas de tendencia central, media y proporciones.
Resultados: de 20 pacientes estudiadas, en ocho (40%) se
encontré elevacion de células NK; en tres (15%) las concentra-
ciones eran altamente positivas y en 12 (60%) eran normales.
Conclusiones: este estudio proporciona informacion esencial
de la importancia y frecuencia de las células NK CD56+CD16+
en pacientes con pérdida recurrente de la gestacion de origen
desconocido, ya que a la luz de los conocimientos actuales se
sabe que juegan un papel clave en el proceso del aborto. En
este trabajo, se encontr6é que 40% de las mujeres con pérdida
recurrente de la gestacion tenian, en mayor o menor grado, estas
células en el endometrio.
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ABSTRACT

Objective: To determine concentrations of natural killer (NK) cells
CD56+CD16+ by monoclonal antibodies in the endometrium of
patients with unexplained recurrent abortion.

Patients and method: A prospective, longitudinal and descriptive
study was done in which 20 patients with recurrent pregnancy
loss of unknown origin were included. Endometrial biopsy was
performed on day 21 to 26 of the menstrual cycle to assess the
concentration of NK cells CD56+CD16+ by monoclonal antibod-
ies. The results were compared with normal standards biopsies
reported in fertile women. Statistical analysis included measures
of central tendency, mean and proportions.

Results: Of 20 patients studied, 8 (40%) had elevated NK cells.
In 3 (15%) levels were highly positive. In 12 (60%) levels were
normal.

Conclusions: This study provides essential information about
the importance and frequency of NK cells CD56+16+ in patients
with recurrent pregnancy loss of unknown origin, and that in
light of current knowledge are known to play a key role in the
process of abortion. In this study we found that 40% of women
with recurrent pregnancy loss had, in greater or lesser degree,
these endometrial cells level.
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apérdida recurrente de la gestacion es uno de
los eventos obstétricos mas impactantes para
la pareja desde el punto de vista psicologico
y funcional, sobre todo cuando no hay una
explicacion clara y precisa de la causa real.'? El aborto
espontaneo puede ocurrir en 10 a 20% de todos los emba-
razos.’ Su origen muchas veces es incierto y es probable
que sea diverso. Se han implicado factores genéticos,
anatomicos, endocrinos e infecciosos, pero en una gran
proporcion de los casos la causa es desconocida.*?

La paciente tipica con pérdida recurrente de la gesta-
cion de origen desconocido tiene, en promedio, 36 a 38
aflos de edad, ha sufrido dos o mas pérdidas consecutivas
tempranas y esta cerca del final de su vida reproductiva.
Normalmente acuden en busca de una opinién profe-
sional que les ayude a entender su problema, ya que
la mayor parte de sus estudios ha arrojado resultados
normales. Las alteraciones del sistema inmunitario son
la causa de 60% de los abortos recurrentes de origen
incierto o desconocido.®’

En varios estudios se ha demostrado que estas pa-
cientes tienen elevados numeros de células NK y de su
actividad en la periferia®!! y en el endometrio.'>!3

Los estudios en este campo demuestran que las cé-
lulas NK pueden jugar un papel clave en el embarazo.
El bloqueo de estas células aumenta los embarazos y su
estimulacion resulta en tasas reducidas de gestacion.'*!
Se ha demostrado un incremento de células NK en el
estroma endometrial a finales de la etapa lutea del ci-
clo menstrual, y un aumento adicional en el embarazo
temprano.'® Se distinguen, principalmente, por contener
gran cantidad de granulos eosinéfilos en el citoplasma;
se han llamado linfocitos eosindfilos granulares o EGL
por sus siglas en inglés.'®!” Estas células expresan en
su membrana un fenotipo inusual llamado CD56, pero
no los fenotipos CD57 y CD16 clasicos de las células
NK periféricas.'s2!

El incremento de los linfocitos eosinéfilos granulares
en los ultimos dias de la fase secretora y el embarazo
temprano sugiere su participacion en el embarazo nor-
mal; sin embargo, su fenotipo antigénico y granularidad
citoplasmatica han dado pie a la posibilidad de que sean
un tipo especial de células NK.

Las células NK tienen funciones diversas. Aparte de
matar directamente células blanco extranas, pueden pro-

ducir citocinas que estimulan o activan a otras células del
sistema inmunitario. Una de estas citocinas se designa
factor de necrosis tumoral (TNF); es una molécula de
quimioterapia que esta implicada en la eliminacion de
células cancerosas.?

Las células NK poseen en su membrana celular mo-
léculas de adhesion o antigenos de superficie llamados
CD (del inglés cluster of differentiation) que permiten
tipificarlas.??*

Las células NK producidas localmente en la decidua
uterina carecen de la molécula CD16 (CD56+CD16-)
y, al parecer, no son embriotéxicas. Si por alguna razén
estas moléculas se activan (CD56+CD16+) localmente,
destruyen las células placentarias y las células fetales, ya
que generan grandes cantidades de TNF, y es frecuente
que estén elevadas en mujeres con infertilidad y aborto
recurrente.?

En diversos estudios se ha demostrado un incremento
de células NK CD56+CD16+ en pacientes con aborto
recurrente de causa desconocida.?s?®

Estas células pueden identificarse tratando el tejido
decidual con anticuerpos monoclonales especificos es-
peciales para marcado CD56+CD16+, y también pueden
contarse y evaluarse por medio de citometria de flujo.?3

El origen de las células NK CD56+CD16+ y otros
subtipos como CD57+ no esta bien definido, se piensa
que provienen de la sangre materna; sin embargo, inde-
pendientemente de su origen, se sabe que su existencia
en el endometrio es indeseable y nociva para la implan-
tacion embrionaria, ya que estas células normalmente no
se observan en Gteros de mujeres fértiles.*

Las mujeres con alto riesgo de tener titulos elevados
de células NK CD56+CD16+ en el tejido uterino son:

1. Mujeres con padecimientos autoinmunitarios,
como: fibromialgias, lupus, artritis reumatoide,
enfermedad de Crohn, tiroiditis, sindrome de
fatiga cronica, enfermedad de Raynaud, en-
fermedad mixta del tejido conectivo y colitis
ulcerosa.

2. Mujeres infértiles con endometriosis.

Mujeres con abortos espontaneos recurrentes.

4. Mujeres con falla en los programas de fertili-
zacion in vitro.

5. Mujeres con datos de inflamacion pélvica cro-
nica que experimentan dolor punzante intenso
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durante una inseminacion o transferencia em-
brionaria.®

Toda mujer con alguno de estos antecedentes, con
dos o mas pérdidas consecutivas de la gestacion o con
falla en los programas de fertilizacion in vitro debe ser
evaluada desde el punto de vista inmunologico.

Deberan realizarse los siguientes estudios para in-
vestigar la causa de la pérdida gestacional recurrente.

Perfil inmunolégico reproductivo
1. Deteccion de anticuerpos antifosfolipidicos.

2. Deteccidn de anticuerpos antinucleares.

3. Deteccion de anticoagulante lapico.

4. Deteccion de anticuerpos antiespermatozoides.

5. Deteccion de anticuerpos contra leucocitos
paternos.

6. Titulacion de células NK en sangre.

7. Biopsia endometrial para titulacion de células
NK CD56+CD16+y CD57.

La inmunoterapia reproductiva esta indicada en mu-
jeres en quienes se detecta un problema inmunologico.

El objetivo de este estudio fue evaluar la concentra-
cion de células NK CD56+CD6+ en el tejido endometrial
de pacientes con pérdida recurrente de la gestacion.

PACIENTES Y METODO

Estudio prospectivo, longitudinal y descriptivo efectua-
do en los departamentos de Biologia de la Reproduccion
e Inmunologia Reproductiva del Centro Mexicano de
Fertilidad (CEMEF), en la ciudad de Culiacan, Sinaloa,
México, de enero de 2009 a enero de 2012. Se incluye-
ron 20 pacientes con diagnoéstico de pérdida gestacional
recurrente de origen desconocido.

La pérdida recurrente de la gestacion de origen desco-
nocido se definié como la pérdida de dos 0 mas embarazos
cuya causa no pudo determinarse por medio de estudios
previos, como: analisis citogenético, ultrasonido pélvico,
perfiles hormonales y deteccion de infecciones.>

Se excluyeron las pacientes mayores de 40 afos y
quienes tenian escasa reserva ovarica, definida como una
concentracion de hormona foliculo-estimulante mayor
de 12 mUI/mL en el tercer dia del ciclo menstrual.

Se hizo un perfil inmunolégico reproductivo a todas
las pacientes, que incluyd deteccion de: anticuerpos anti-
fosfolipidicos, anticuerpos antinucleares, anticoagulante
lapico, anticuerpos antiespermatozoides y anticuerpos
contra leucocitos paternos. Titulacion de células NK en
sangre y biopsia endometrial para titulacion de células
NK.

Biopsia endometrial

En todos los casos se realizo una biopsia endometrial
en la etapa lutea tardia. El autor principal llevo a cabo
todos los procedimientos. La muestra de tejido se tomo
a través de una canula estéril y desechable de 4 mm
para aspiracion manual endouterina (kit de AMEU)
en los dias 21 a 26 del ciclo menstrual. Para hacerlo,
se introduce la canula dentro de la cavidad uterina, se
aspira el tejido endometrial y se deposita en un tubo
estéril que contiene formol amortiguado al 10% con
solucidn fisiologica y agua bidestilada; posteriormente,
se envia al departamento de patologia, donde la muestra
es embebida en parafina para la datacion histologica
de acuerdo con los criterios definidos por Noyes y su
grupo.’ Una vez que han sido fijadas, se hacen cortes
histologicos, que se colocan en laminillas, se aplica una
solucion inhibidora para disminuir la actividad de la
peroxidasa endogena y se incuba durante cuatro minutos
a 37°C; después, se lavan las laminillas y se aplica el
anticuerpo primario CD56+CD16+; se incuba durante
30 minutos a 37°C. Se enjuaga el tejido y se aplica el
anticuerpo secundario biotinilado por ocho minutos a
37°C, se lavan las laminillas, se aplica el conjugado
avidina-streptavidina-enzima y se incuba por ocho mi-
nutos a 37°C; entonces se lavan las laminillas, se aplica
un sustrato enzimatico cromogeno y se incuba de nuevo
a 37°C. Las laminillas se deshidratan, se aclaran en xilol
y se montan en cubreobjetos. Se visualiza con microsco-
pio de luz a 400 X y se contabiliza la concentracion de
las células marcadas con el anticuerpo CD 56+CD16+.

Los resultados obtenidos se compararon con los va-
lores normales estandarizados en el kit de anticuerpos
monoclonales especificos para CD56.

Los estandares normales se toman de biopsias de mu-
jeres fértiles en las que se ha demostrado que las células
NK CD 56+CD16+y CD57+ no existen.* Se considera
elevacion leve una cantidad menor de 10 células por
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campo de 400x, moderada de 10 a 20 y severa de mas
de 20 células por campo de 400x.%” Las iméagenes se to-
maron con una camara Sony de alta resolucion adaptada
al microscopio con el que se realizaron las observaciones
de las biopsias.

El analisis estadistico incluy6 medidas de tendencia
central, media y proporciones.

RESULTADOS

Se estudiaron 20 pacientes que sufrian aborto recurrente
de origen desconocido, con edad media de 27 afios (limi-
tes: 22 y 40 afios). El promedio de pérdidas gestacionales
fue de 2.6 (limites: 2 y 3).

En 12 pacientes (60%), las biopsias se reportaron ne-
gativas para células NK CD56+CD16+ y se consideraron
normales (Figura 1). En ocho mujeres (40%), las biopsias
se reportaron positivas para células NK CD56+CD16+;
de ellas, dos (10%) tuvieron elevacion leve (menos de
10 células por campo de 400x, Figura 2); tres (15%)
tuvieron elevacion moderada (10 a 20 células por campo
de 400x) y tres (15%), cifras altamente positivas mayores
de 20 células por campo de 400x. Una de estas pacientes
tenia células incontables marcadas por el anticuerpo
monoclonal CD56+CD16+ (Figura 3).

DISCUSION

La biopsia endometrial para detectar linfocitos deciduales
en mujeres que sufren pérdida recurrente de la gestacion
puede orientar algunos puntos de vista sobre aspectos inmu-
nopatologicos e, incluso, dar luz sobre el origen. Ademas,

1"’ -

Figura 3. Infiltrado de células NK CD56+CD16+ altamente
positivo.

este tipo de investigacion puede promover la comprension
de los mecanismos inmunologicos que determinan el man-
tenimiento del embarazo normal, en particular la funcion de
las poblaciones de leucocitos deciduales y la subpoblacion
especial representada por las células NK.

En este estudio se analizaron biopsias endometriales
de 20 pacientes con pérdida recurrente de la gestacion,
y se encontré que un nimero significativamente alto
de células NK CD56+CD16+ puede estar vinculado
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con la falla reproductiva, ya que en 40% de los casos
las biopsias fueron positivas para esta linea celular.
Estas células producen grandes cantidades de factor de
necrosis tumoral (TNF), que pudiera estar implicado
en el dafio de las células trofoblasticas y del embrion.
La administracién de TNF a ratones produce abortos;
sin embargo, no hay que olvidar que el proceso de
implantaciéon embrionario es sumamente complejo y
que participan gran cantidad de citocinas, factores de
crecimiento y factores de adhesion, lo que explica por
qué algunas mujeres, aunque tengan un aumento leve de
estas células, pueden terminar en falla reproductiva por
agotamiento o elevacion de algunas de estas citocinas,
como se demostro en este grupo que no fue homogéneo,
ya que dos pacientes tenian pocas células NK (< 10);
tres, un numero moderado (10 a 20); y tres, una gran
cantidad (> 20).

CONCLUSIONES

Aun se sabe poco de los mecanismos inmunolégicos que
contribuyen al mantenimiento del embarazo normal y
que en muchos casos determinan la falla reproductiva.

El estudio de las poblaciones celulares dentro de la
decidua de mujeres fértiles y con abortos espontancos
ayudard a definir los factores criticos que determinan el
resultado del embarazo.

Este estudio proporciond informacion esencial
de la importancia y frecuencia de las células NK
CD56+CD16+ en pacientes con pérdida recurrente de la
gestacion de origen inexplicable o desconocido, ya que a
la luz de los conocimientos actuales se sabe que juegan
un papel clave en el proceso del aborto. En este trabajo
se encontraron en mayor o menor grado estas células
en el endometrio de 40% de las mujeres con pérdida
recurrente de la gestacion. En el futuro se tendra que
investigar la expresion de marcadores de activacion y
citocinas de estas células para conocer mas su mecanis-
mo de accion y su funcion real en la pérdida espontanea
del embarazo temprano.
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