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Resumen

Las células natural killer (NK) constituyen la prin-
cipal poblacion leucocitaria en el endometrio duran-
te la implantacion y el embarazo temprano. Exis-
ten dos subpoblaciones, la CD16+ o citotixica, y la
CD16- o angiogénica. Al momento de la implan-
tacion embrionaria debe existir un equilibrio entre
ambos recuentos a favor de la vascularizacion endo-
metrial. Las células NK expresan receptores que al
unirse a la célula blanco desencadenan la actividad
citolitica o produccion de citoquinas inflamatorias
(como IENy) o angiogénicas (VEGF). El receptor
de activacion NKG2D es capaz de unirse a MICA
expresada en varios tejidos, incluyendo el endome-
trio. A pesar de su importancia, existe poca evidencia
del rol de MICA en el campo de la reproduccion.
A partir de estos antecedentes, decidimos carac-
terizar los niveles endometriales de ARNm de
MICA, IFNX y VEGF para su posible aplica-
cion como  pardmetros inmunoldgicos en el es-
tudio de patologias reproductivas: aborto a re-
peticion y fallas de implantacion embrionaria.
Los resultados obtenidos demuestran que mujeres
abortadoras presentan un porcentaje de células NK
endometriales y recuento de células NK angiogéni-
cas significativamente menor respecto a las muje-
res fértz’[es, existiendo una correlacién positiva con
la expresion de VEGF. Estas pacientes presentan,
ademds, niveles significativamente aumentados de
ARNm de MICA. Si bien no existen diferencias
en los niveles de IFNy, encontramos una correla-
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cion positiva significativa entre IFNy y MICA.
Las pacientes con fallas de implantacién no han mos-
trado valores alterados de MICA por lo que este pa-
rdmetro podria ser considerado un estudio diagndsti-
co diferencial entre ambas patologias reproductivas.

Palabras claves. MICA, endometrio, NK, inferti-
lidad, citoquinas.

Key words. MICA, endometrium, NK, infertility,

cytokines.

Introduccion

El embarazo es un estado tnico de regulacién
inmunoldgica que comprende un embrién semia-
logéneico inmerso en un sistema inmune mater-
no activo. En condiciones normales no se inician
mecanismos inmunoldgicos maternos de rechazo
contra los tejidos fetales.! Sin embargo, cuando to-
das las causas mds comunes de infertilidad han sido
descartadas, la mayoria de los fracasos reproducti-
vos podrian asociarse a una falla inmunolégica.”

Existen diferentes pardmetros que permiten
estudiar el estado de regulacién inmunoldgica fe-
to-materna con gran evidencia cientifica y clinica
sobre el rol que juegan en condiciones fisiolgicas
y en la etiologfa del aborto recurrente espontaneo.
Entre ellas se incluyen tanto anomalias humorales
(anticuerpos antifosfolipidicos, antitiroideos, an-
tinucleares, antiespermdticos, etc) como celulares
(células NK y células T supresoras). Estos factores
pueden asociarse a una reaccidn citotdxica contra
el endotelio de vasos sanguineos endometriales y
placentarios, y contra el trofoblasto, dafiando al
embrién y a la placenta, y conduciendo a la pér-
dida gestacional.’
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Las células NK han sido la poblacién celular
mis estudiada clinicamente en pérdidas recurren-
tes de embarazo. Conforman la mayor poblacién
leucocitaria en el endometrio al momento de la
implantacién embrionaria (5-9 dias post-ovula-
cién) y durante las primeras etapas del embarazo.4
Constituyen dos subpoblaciones segtin la expre-
sién de sus marcadores de membrana y su funcio-
nalidad: NK citotéxicas (CD56%™ CD16+) y NK
angiogénicas (CD56%" CD16%™"). Esta ultima
subpoblacion celular es especifica del endometrio y
la placenta, y deberd predominar sobre la citotéxica
durante la segunda fase del ciclo menstrual y pri-
meros meses del embarazo, colaborando en la in-
duccién del estado de “tolerancia” inmunoldgica.
Expresan en su superficie receptores de activacién
e inhibicién de acuerdo a la funcién que lleven a
cabo.’ Dependiendo del balance entre ambos tipos
de receptores y de sus senales, puede desencadenar-
se la activacién de las células NK hacia actividad
citolitica o hacia la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias (IFNYy) o angiogénicas (VEGF).®

En particular, el receptor de activacién
NKG2D es una glicoproteina de membrana per-
teneciente a la superfamilia de lectinas tipo C. Se
encuentra expresado constitutivamente en distin-
tas células efectoras del sistema inmune, princi-
palmente células NK, NKT vy linfocitos T CD8+,
promoviendo la citotoxicidad y/o secrecién de
citoquinas tras la unién a su ligando especifico.7
NKG2D se une a proteinas estructuralmente si-
milares a las moléculas del complejo mayor de
Histocompatibilidad (CMH) de clase 1.8 Sus
principales ligandos (NKG2D-L) son las protei-
nas MICA-B (MHC class I chain-related genes A
y B) y las proteinas unidas a glucofosfatidil inosi-
tol (GPI) pertenecientes a la familia ULBP1-3.9
MICA puede encontrarse en forma transmembra-
na, induciendo la activacién de la célula NK al
unirse a NKG2D, o bien en forma soluble.!®. Esta
tltima afecta la funcién del receptor NKG2D ac-
tuando como un inhibidor competitivo que blo-
quea el sitio de unién de MICA transmembrana a
su receptor, impidiendo la activacién de la célula
NK." Este tltimo podria ser considerado como
un nuevo mecanismo evasor del sistema inmune.

La expresién de MICA ha sido demostrada en
diferentes tipos celulares, incluyendo células en-
dometriales'” y células trofobldsticas humanas."
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Se ha demostrado que citoquinas como la IL-15
y TNFo inducen la sobrexpresién del receptor
NKG2D en linfocitos T y NK.'* Ademds, ambas
citoquinas son producidas en grandes cantidades
por células placentarias durante embarazos pa-
tolégicos y aborto.” Por lo tanto, estos factores
podrian estar involucrados en la regulacién de la
expresién del receptor de activacién NKG2D y de
su ligando especifico, MICA durante el proceso
fisiopatolégico reproductivo.

A pesar de que la expresién de las proteinas
MIC ha sido ampliamente explorada en el campo
de la oncologfa'®!® y la autoinmunidad,”? atn
no se han investigado profundamente sus impli-
cancias en esterilidad sin causa aparente y en abor-
tos a repeticién. Sin embargo, se ha demostrado
recientemente que los niveles de MICA soluble en
el suero de mujeres infértiles con fallas de implan-
tacién es mayor al de mujeres fértiles. Mds aun,
niveles elevados de MICA soluble han sido aso-
ciados a una mayor tasa de abortos espontineos.*!

Como consecuencia de la activacién de las cé-
lulas NK, producto de la interaccién del receptor
NKG2D con su ligando especifico MICA, puede
desencadenarse la citotoxicidad o la produccién
de citoquinas inflamatorias como IFNy o angio-
génicas como VEGF.

IFNy es una citoquina inflamatoria involu-
crada en la induccién de cambios estructurales y
remodelamiento de las arterias espiraladas, en la
integridad decidual, en la regulacién de la mi-
gracion e invasién trofobldstica disminuyendo la
expresion de metaloproteasas.”*** Ademds, niveles
exacerbados de TFNy han sido asociados a com-
plicaciones gestacionales en humanos, principal-
mente vinculado a enfermedades autoinmunes,?
partos prematuros® y preeclampsia.?”’*® Asimismo,
se ha demostrado que IFNy regula la angiogénesis
modulando la produccién de VEGF por las células
estromales endometriales.”

El factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) es una citoquina angiogénica que juega
un rol fundamental en el proceso de formacién
y funcién de vasos sanguineos en el endometrio
humano.* Las células NK CD16- son una de las
fuentes principales de VEGF en el endometrio, y
se ha demostrado que niveles deficientes de esta ci-
toquina podrian asociarse a fallas reproductivas.’’

A partir de estos antecedentes planteamos como
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objetivo evaluar la hipétesis de que la unién especi-
fica de MICA a su receptor NKG2D en células NK
uterinas inducirfa su activacion, aumentando la sin-
tesis de IFNY y provocando un ambiente pro-infla-
matorio que estarfa asociado a fallas reproductivas.

Materiales y métodos

I. Grupos de estudio

Se estudiaron un total de 27 mujeres que asis-
tieron voluntariamente a Halitus Instituto Mé-
dico y que fueron reclutadas mediante consenti-
miento informado. Se establecieron tres grupos
de estudio: 10 mujeres con dos o mds pérdidas
embrionarias de menos de 10 semanas (ARE), 8
mujeres con esterilidad sin causa aparente (ESCA)
y 9 mujeres fértiles como grupo control. Los crite-
rios de inclusidn y exclusién utilizados se especifi-
can en la Tabla 1.

II. Muestras de tejido endometrial

Las mujeres fueron monitoreadas ecogréfica-
mente durante un ciclo menstrual de estudio (sin
medicacién ni bisqueda de embarazo) con el fin
de determinar la fecha de ovulacién a través de la

presencia de al menos un foliculo mayor a 16mm,
y asi determinar la ventana de implantacién (5-9
dias post-ovulacién), momento durante el cual se
realizé una biopsia de endometrio. La toma de la
muestra de tejido endometrial fue realizada por
médicos especialistas en Fertilidad de Halitus.
Las células fueron marcadas con anticuerpos mo-
noclonales para la inmunofenotipificacién de las
poblaciones de células NK o procesadas para la
extraccién del ARN total.

III. Inmunofenotipificacién de células NK

Para la determinacién de las subpoblaciones
de células NK endometriales se utilizé citometria
de flujo (FACSAria™ cell sorter, BD). De esta
manera se determiné el porcentaje de células NK
totales asi como el recuento absoluto y propor-
cién de ambas subpoblaciones celulares en endo-
metrio (CD9+CD56+,CD9+CD56+CD16+ vy
CD9+CD56+CD16-).

IV. Determinacién de pardmetros angiogénicos
mediante eco-doppler de arteriolas espiraladas
endometriales.

El eco-doppler tue realizado por un especialista
del instituto médico el mismo dia y previo a la

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion de mujeres recluradas.

. GRUPOS

CRITERIOS DE INCLUSION Fértil ESCA ARE
Edad: 21-38 arios X X X
Cariotipo normal X X X
Ciclo menstrual entre 24 y 35 dias X X X
Indice de Masa Corporal < 26 X X X
Cavidad uterina normal X X X
Endocrinopatias ausentes o tratadas X X X
Niveles hormonales normales (FSH<10; E<50pg/ml) X X X
Serologia negativa para VIH, VHB, VHC X X X
Al menos un nacido vivo X
Ciclos de estimulacion previos < 5 X
Ovocitos totales en ciclos previos: 12-35 X
2 0 mas abortos menores a semana 10 X
Material de aborto con cariotipo normal o no estudiado X
Al menos un ciclo de estimulacion >=>5 ovocitos X
Transferencia de 3 embriones clase A- AB- B con beta — en dos ciclos de TRA X

CRITERIOS DE EXCLUSION
Pacientes con un nacido vivo. X X
Que necesiten TRA. X X
Enfermedad sistémica moderada o severa. X X X
Enfermedades autoinmunes: AR, LES. X X X
Antecedentes de patologia anatémica uterina X X X
Endometritis, endometriosis o polipos X X X
Hidrosélpinx X X X
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toma de la muestra de tejido endometrial. El equi-
po utilizado fue un ecégrafo Voluson Expert de Ge-
neral Electric con transductor transvaginal de 7.5-
10 MHz. Se midié el volumen endometrial con el
programa VOCAL obteniéndose los indices en-
dometriales y subendometriales de vascularizacién

(IV) y de flujo (IF) mediante histograma de flujo.

V. Extraccién de ARN total

La extraccién del ARNm se realizé siguiendo
el protocolo recomendado por Macherey-Nagel
o mediante el protocolo convencional con 77izol
Reagent® (Invitrogen, Argentina) recomendado
por el fabricante. La digestién del ADN conta-
minante se realizé utilizando RQI RNase-Free
Dnase (Promega, EE.UU.). La cuantificacién del
ARNm total y la determinacién de su calidad se
realizé6 mediante espectrofotometria a dos longi-
tudes de onda: 260nm y 280nm (Genesis 10uv,
Thermo Scientific). Las muestras de ARN fueron
almacenadas a -70°C hasta el momento de la sin-

tesis de ADN copia.

VI. Sintesis de ADN copia por transcripcién
reversa

Para la sintesis de ADN copia se utilizaron una
mezcla de Random Primers N6, MgCl, (3mM),
ImProm-IIITM 5X Reaction Buffer (1X), RNA-
sin (1U) y agua bidestilada estéril. Por ultimo, se
agregd la enzima ImProm-IIT™ Reverse Transcrip-
tase'y se incubé la mezcla final de reaccién 50 min
a37°Cy 15 min a 70°C. Las muestras fueron al-
macenadas a -20°C.

VII. Determinacién de la expresién de MICA,
IFNy y VEGF

A partir del ¢cDNA obtenido, se realiz una
PCR absoluta en tiempo real de MICA y de las
citoquinas VEGF e IFNy en endometrio de cada
uno de los grupos de estudio. Se utilizé control
endégeno de la ribonucleoproteina 13A (RPL13A)
debido a que se ha demostrado que su expresion
no se ve modificada por la variacién de los niveles
hormonales durante el ciclo menstrual.32 Se
utilizaron los siguientes cebadores: MICA (F:
5-TAAAATCCGGCGTAGTCCTG-3" y R:5'-
GACGCCAGCTCAGTGTGATA-3"), EGF (F:
5’-GGGCCTCCGAAACCATGAAC-3" y R:5'-
CCACTTCGTGATGATTCTGCC-3"),  IFNy
(F:5"-GAATGTCCAACGCAAAGCAATA-3"yR:5'-
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GCTGCTGGCGACAGTTCA-3") y RPL13A
(5"-CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA-3'y
R:5"-GAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA-3").

VIII. Procesamiento de los datos y anilisis es-
tadistico

Para el estudio de la distribucién de cada va-
riable se utilizd el programa GraphPad Prism 5
(Graphics Software). Una vez determinada si la
variable respondia a una distribucién normal, se
realizé el andlisis estadistico para la comparacién
de las medias utilizando el test Mann Withney
para distribuciones no paramétricas y el ¢ Student
para variables cuya distribucién fuera normal.
Se consideré como valor significativo *p<0.05 y
#*5<0.01.

Para calcular valores de corte de distintos pa-
rdmetros que nos permitan separar poblaciones se
realizaron curvas ROC (Relative Operating Cha-
racteristic) con el programa MedCalc (Software,
Broekstraar 52, 9030 Mariakerke, Bélgica, version
11.3.0). La curva de cada pardmetro estudiado de-
bia presentar un drea bajo la curva (AUC) mayor a
0.6 y un p<0.05, para ser seleccionado como buen
discriminador entre las poblaciones de estudio.

Los estudios de correlacién se realizaron utili-
zando el programa MedCalc y se consideré signi-
ficativa cuando el coeficiente de correlacién (r) se
acompafiaba de un p<0.05.

El tamafio muestral necesario para ver diferen-
cias en cada pardmetro entre los diferentes grupos
de estudio fue calculado mediante el programa

MedCale.

Resultados

I. Pacientes con pérdidas embrionarias repeti-

das (ARE)

a) Determinacion de los niveles de células NK en-
dometriales

El recuento promedio de células NK y de la
subpoblacién CD16- en el grupo de pacientes con
ARE estd significativamente disminuido respec-
to de la poblacién fértil (Figura 1a y b). Median-
te andlisis de curvas ROC se establecié un valor
de corte para ambos pardmetros endometriales
que permite discernir entre un endometrio perte-
neciente a una mujer fértil del de una con abor-
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Figura 1. a) Recuento de células NK totales. p=0.0171 (Test de Mann Whitney). b) Recuento de células NK CD16-
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Figura 2. Curva ROC del recuento de células NK CD16-

endometriales.
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tos repetidos. El valor seleccionado fue aquel que
mostré mayor sensibilidad y menor porcentaje de
falsos positivos (Figura 2 y 3). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas tanto en
el porcentaje de células NK (*p=0.3661) como
en el recuento absoluto de células NK citotdxicas
CD16+ (*p=0.2753) entre el grupo de estudio y el
grupo control (datos no mostrados).

Figura 3. Curva ROC del porcentaje de células NK to-

tales endometriales
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b) VEGF y su asociacién con las células NK angio-
génicas CDI16-

Si bien no se encontraron diferencias en la me-
dia de ARNm de la citoquina VEGF entre mu-
jeres ARE y mujeres fértiles, los resultados obte-
nidos demostraron una correlacién lineal positiva
estadisticamente significativa entre los niveles de
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ARNm de VEGF y el recuento de células NK an-
giogénicas CD16- (Figura 4).
¢) Pardmetros ecogrdficos de vascularizacién endometrial
Como podemos observar en la Figura 5a, mu-
jeres con abortos repetidos presentan una dismi-
nucién significativa en el indice de flujo endome-
trial (IF) en comparacién con el grupo control,
aunque no se encontraron diferencias en el indice
de vascularizacién endometrial (IV) (*p>0.05)
(datos no mostrados). M4s atin, existe una corre-
lacién lineal positiva no significativa entre el in-

dice de flujo endometrial y el recuento de células
NK angiogénicas CD16- (Figura 5b).

d) Pardmetros bioquimicos relacionados con la
activacion y funcionalidad de células NK

Al estudiar los niveles de ARNm endometrial
de MICA observamos que el grupo con abor-
tos repetidos presenta niveles significativamente
aumentados en comparacién con el grupo fértil
(Figura 6). Mediante el andlisis por curvas ROC
se determiné un valor de corte para ARNm de
MICA que permite discriminar entre una mujer
fértil y una abortadora, al mismo tiempo que se-
parar la poblacién de estudio segin la expresién
de MICA (Figura 7).

Por otro lado, se observé una correlacién lineal
positiva estadisticamente significativa entre los ni-
veles de expresion de ARNm de IFNy y los de
ARNm de MICA (Figura 8).

Figura 4. Correlacion entre los niveles de VEGF y el recuento

de células NK angiogénicas

2 -
O
8
s O
o5
Tk
a2 1
2o O m]
82 O
83 oo O
© O
=
= O
0 T T T 1
0 10 20 30 40
FEGF/RPL 13A
Pearsonr | 0.7312
P value (one-tailed) | 0.0081

CD16- (r=-0.7312; **p=0.0081).

Figura 5. a) Valores de indice de flujo endometrial (IF) *p=0.0217 (t-test). En el grdfico se observa la media y las barras
se corresponden con el IC del 95%. b) Correlacion entre IF y el recuento de células NK CD16- (r=-0.4826; nsp=0.0789).
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Figura 6. Niveles endometriales de ARNm de MICA.
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*p=0.0203 (t-test con correccion de Welch's). En el grafico se
observa la media y las barras se corresponden con el IC del 95%.

Figura 7. Curva ROC de los niveles de ARNm de MICA
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II. Pacientes con esterilidad sin causa aparente

a) Pardmetros bioquimicos relacionados con la ac-
tivacién y funcionalidad de células NK

A diferencia de lo hallado para el grupo de
mujeres con ARE, las pacientes con esterilidad
sin causa aparente (ESCA) no mostraron dife-
rencias significativas en los niveles de ARNm de
MICA endometrial (Figura 9). Tampoco pu-
dieron observarse diferencias en la expresion de

ARNm de IFNy endometrial, respecto del grupo
fértil (Figura 10).

Sin embargo, estas pacientes mostraron una
deficiencia significativa en los niveles de ARNm
de la citoquina angiogénica VEGF (Figura 11).

Figura 8. Correlacién entre MICA e IFNy endometriales
(r=-0.5662; *p=0.0347).
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Figura 9. Niveles endometriales de ARNm de MICA.
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Figura 10. Niveles endometriales de ARNm de IFNy.
nsp=0.0798 (t-test con correccion de Welch's). En el grdfico se
observa la media y las barras se corresponden con el IC 95%.
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Figura 11. Niveles endometriales de ARNm de VEGF
*»=0.0423 (t-test con correccion de Welch’s). En el grd-
fico se observa la media y las barras se corresponden con el

intervalo de confianza del 95% (IC 95%)).
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Discusion

El sistema inmune no sélo tiene un rol clave
en la diferenciacién entre lo propio y lo ajeno,
sino que también cumple una funcién integrado-
ra con los demds sistemas que participan del éxito
de la gestacién. En este sentido, ha sido sugerido
por varios autores que para el éxito del proceso
reproductivo es necesaria una fina regulacién del
didlogo molecular entre células maternas y em-
brionarias, pero también entre células inmunes y
células endoteliales.”>* De este didlogo participan
distintas células y moléculas inmunocompetentes
que deben evitar un rechazo que dae los vasos
sanguineos y embridn en formacion, favorecien-
do la implantacién y futura placentacién. Existen
gran cantidad de factores externos e internos que
podrian alterar el equilibrio inmunolégico y aso-
ciarse a fallas reproductivas recurrentes como la
falla de implantacién y aborto a repeticion.

Dentro de las células inmunes los linfocitos
NK cobran especial relevancia clinica en cuanto
a su nimero y funcién durante la implantacién y
embarazo.’** La mayoria de los trabajos cienti-
ficos publicados hasta la fecha han caracterizado
el recuento de estas células en sangre periférica,
a pesar de que ha sido debatida su implicancia
clinica respecto de los niveles locales.*®* Sin em-
bargo, existen algunos grupos que han caracteri-
zado a las NK endometriales, pero lo han hecho
mediante técnicas que no permiten cuantificar
por separado las dos poblaciones presentes en el
endometrio durante la ventana de implantacién
embrionaria.’® Por otro lado, es necesario dispo-
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ner de mds trabajos cientificos que proporcionen
métodos para medir la funcionalidad de estas cé-
lulas, a fin de ser vinculados a su recuento. En-
tre los posibles marcadores de funcionalidad, las
citoquinas permiten diferenciar una funcién in-
flamatoria de una angiogénica, y asociarse a un
diagnéstico de fallas reproductivas. Esta falla po-
dria estar relacionada con una deficiente vascula-
rizacién endometrial y placentaria, mds que con
un rechazo inmunoldgico del embrién o un dano
endotelial producido por una reaccién inmuno-
l6gica exacerbada.

Estas moléculas producidas por los linfocitos,
y entre ellos por las células NK, modulan una
gran variedad de funciones celulares tales como
la proliferacién y diferenciacién celular duran-
te la vascularizacién endometrial y la placenta-
cién, y desempenan un papel importante en el
control del proceso inflamatorio necesario para
la implantacién embrionaria. El presente traba-
jo de investigacién se orienté entonces a buscar
una asociacién entre el recuento de células NK, la
produccién de citoquinas y la expresién de molé-
culas capaces de unirse a las células NK producie-
do su activacién. El objetivo es lograr caracterizar
nuevas herramientas de diagndstico molecular
que puedan ser ficilmente utilizadas en el labora-
torio de fertilidad para el diagnéstico de factor in-
munoldgico en fallas reproductivas inexplicadas.
Estos potenciales marcadores han sido caracteri-
zados en el endometrio, ya que investigaciones
previas postulan que un desbalance inmunolé-
gico que se asocie a un aborto temprano puede
ser prematuramente detectado en la ventana de
implantacién de un ciclo anterior al embarazo.
En este estudio, entonces, se ha estudiado la ex-
presién local del ARNm del ligando del recep-
tor de activacién NKG2D (MICA) en mujeres
fértiles e infértiles sin causa aparente. A pesar de
que los niveles de MICA han sido ampliamente
estudiados en el campo de la oncologia y autoin-
munidad, atin no se ha estudiado profundamente
su papel en reproduccién. Sin embargo, se ha de-
mostrado que células endometriales expresan esta
proteina y que niveles elevados de MICA soluble
en suero estarian asociados a una mayor tasa de
abortos espontdneos. Considerando que la unién
de MICA a su receptor especifico NKG2D en

células NK uterinas induce la activacién de las
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mismas aumentando la produccién de citoqui-
nas pro-infamatorias como IFNy; y teniendo en
cuenta que la sobreexpresion de esta citoquina se
asocia a aborto, hemos decidido estudiar la expre-
sién endometrial de ambos pardmetros en nues-
tro grupo de mujeres abortadoras. Los resultados
obtenidos demostraron una mayor expresién de
MICA en el endometrio de mujeres con abortos
recurrentes espontdneos. Mds atin, MICA de-
mostrd ser un buen marcador diagndstico a través
del estudio por curvas ROC. Este valor permitié
diferenciar el endometrio de una paciente que ha
sufrido al menos dos abortos tempranos inexpli-
cables del de una mujer con fertilidad compro-
bada. Nos permiti6, ademds, separar al grupo de
pacientes ARE estudiadas en dos subpoblaciones:
aquella con valores normales y con MICA exacer-
bado. En esta prueba piloto, 7 de 10 mujeres con
ARE mostraron niveles de ARNm de MICA por
encima del valor de corte, y este valor correlacio-
na directamente con la expresién de ARNm de
IFNy endometrial.

Estos resultados preliminares nos permiten
plantear la hipétesis segtin la cual mujeres con
abortos repetidos pueden tener una sobreex-
presiéon de MICA endometrial, favoreciendo la
unién a las células NK a través del NKG2D, y
provocando un aumento en la expresién de IFNy
que podria asociarse a un ambiente proinflamato-
rio inductor del aborto.

Es importante tener en cuenta que la proteina
MICA puede encontrarse anclada a la membra-
na de las células blanco como las del endotelio
vascular endometrial, o bien expresarse en forma
soluble. Considerando que ambas formas cum-
plen funciones antagdnicas, serfa necesario poder
diferenciarlas en pacientes y mujeres fértiles. Mds
aun, teniendo en cuenta que la enzima metalopro-
teasa 9 (MMP-9),4 cataliza el clivaje de MICA
transmembrana, nuevas lineas de investigacién en
aborto recurrente deberfan incluir ademds el estu-
dio de los niveles de expresién y actividad de esta
enzima.

Por otro lado, es importante destacar que va-
rios estudios vinculan un recuento exacerbado de
células NK CD16+ periféricas a las pérdidas recu-
rrentes de embarazo.41 Podria esperarse entonces
que el aumento en la expresién de MICA e IFNy
observado en este estudio estuviera asociado a un

aumento en el recuento de esta subpoblacién ci-
tot6xica endometrial. Sin embargo, los resultados
obtenidos demuestran una disminucién estadis-
ticamente significativa en el recuento absoluto
de células NK CD16- endometriales respecto al
grupo control de mujeres fértiles. Teniendo en
cuenta la funcién proangiogénica de estas células,
evaluamos pardmetros de vascularizacién endo-
metrial obtenidos por VOCAL de arteriolas espi-
raladas endometriales, encontrando que el indice
de flujo (IF) también se encuentra significativa-
mente disminuido en las mismas pacientes, y que
tanto el IF como los niveles de ARNm de VEGF
correlacionan positiva y significativamente con
el recuento de esta subpoblacién angiogénica.
A partir de estos datos podemos sugerir que no
solo una respuesta inflamatoria exacerbada pue-
de conducir a la pérdida temprana del embarazo,
sino que un desbalance de NK en detrimento de
la poblacién angiogénica podria estar involucra-
do en la falta de éxito reproductivo.

Al igual que las mujeres con abortos recurren-
tes, un alto porcentaje de pacientes que presentan
fallas de implantacién sin causa aparente, mues-
tran un desbalance inmunoldgico asociado a su
esterilidad. Sin embargo, la causa inmunoldgica
vinculada a su patologia pareceria ser distinta. El
resultado mds destacado de este estudio en este
grupo de pacientes consiste en que, a diferencia
del resultado hallado en el grupo de mujeres abor-
tadoras, no se han encontrado valores alterados
de MICA en comparacién con el grupo control
fértil. De confirmarse este resultado preliminar,
este pardmetro podria ser considerado un estudio
diagnéstico diferencial entre ambas patologias re-
productivas.

Como conclusién podriamos plantear que el
recuento de células NK no serfa suficiente a la
hora de un diagnéstico inmunolégico en fallas
reproductivas. Sin embargo, el balance entre las
dos subpoblaciones citotdxica y angiogénica, asi
como los niveles de expresién de MICA, podrian
desencadenar una respuesta hacia el proceso de
vascularizacién endometrial o hacia la citotoxi-
cidad celular. Un exceso de MICA endometrial
en aborto recurrente serfa responsable de una so-
breproduccién de citoquinas inflamatorias como
IFNY que podrian disminuir los niveles de células
NK angiogénicas CD16- y de VEGF pudiendo
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repercutir en la irrigacién endometrial y vascula-
rizacién placentaria, conduciendo a una falla re-
productiva.
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