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INTRODUCCION




ANTECEDENTES

. " Y .
E1 embarazo es la Unica situacién fisiolégica donde un

l ] . . '
aloinjerto no se asocia a un fenémeno de rechazo.

L
4

Clasicamente se describieron cinco mecanismos que
-

intentaban explicar la tolerancia inmune materna Trente al

feto:

a. E] concepto como un estimulo antigénico ineficaz.
Esta teoria fue lanzada por Littel en la década de los 20,
y supone que la expresidén de los aloantigenos derivados del
padre est4a descendida en la unidad fetnplacentaria, no
provocando por tanto, una respuesta inmune en ia madre. No
obstante, el hecho de gue en la madre se encuentren
anticuerpos anti MHC (complejo mayor de histocompati-
bilidad) paternos, y que injertos heterotépicos de tejidos
fetales sean normalmente rechazados, nos hace suponer que

existen antigenos fetales expuestos al sistema inmune

materno.

b. E1 utero como un lugar inmuno?dgicgmante

privilegiaco. E1 utero ha sido comparado con otros sitios

jnmunolégicamente privilegiados, como la céamara anterior

del ojo, donde pequeios aloinjertos pueden ser

transplantados sin ser rechazados. pDe hecho, los

i i agtero
aloinjertos muestran una mayor supervivencia en el ut

' de
decidualizado. Este efecto © aparece en ausencia
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decidualizacién natural o artificial (Beer 1979). Sin

er . i it
mbargo, a diferencia de otros sitios inmunolégicamente

privilegiados, el Utero decidualizado tiene un sustancial

drenaje 1linfdtico a través del cual podrian 1legar

elementos inmunes.

c. La placenta como una barrera inmunolégica. El “eto
en e] Gtero esté& relativamente aislado de la madre. Ambos
sistemas circulatorios estéan separados por las células del
trofoblasto. No obstante moléculas Yy células pueden

atravesar la barrera placentaria en ambas direcciones.

d. E1 embarazo induce un estado de inmunosupresion en
la madre. Este estado de inmunosupresién puede ser
consecuencia de los cambios endocrinoliégicos que ocurren
durante el embarazo Yy de la accién de sustancias derivadas
de la placenta. Sin embargo, hasta el momento, no hay una

evidencia clara de la disminucién de la respuesta inmune

durante la gestacion.

e. Durante e] embarazo se desarrolla una tolerancia

especifica frente al feto. sin embargo, si consideramos la

tolerancia en su sentido estricto, como falta de respuesta

inmune, nO existe durante el embarazo, ya que la madre es

capaz de crear anticuerpos anti antigenos paternos Y de

rechazar otros injertos tisulares heterotépicos.
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Por 1o tanto, ninguno de los postulados anteriores

explica el éxito del embarazo viviparo.

La placenta en la especie humana y en ratones es

hemocorial. En ella, las células maternas y las células

trofoblasticas estdan en intimo contacto. Esto nos sugiere

que en el mantenimiento del embarazo intervienen tres
elementos: la madre (el huesped), la unidad fetoplacentaria
(el injerto) y la interfase materno-fetal (unién injerto-
huesped). Los mecanismos que explican la falta de rechazo
del feto deben estar relacionados con estos tres elementos
Por 1o tanto, a continuacién, vamos a analizar el estado de
la inmunidad sistémica durante el embarazo, los aspectos
inmunes de la unidad fetoplacentaria (embrién, membranas y
trofoblasto), la respuesta del sistema inmune materno
frente a los antigenos fetales Yy, por ultimo, 1a

inmunobiologia del tejido decidual.




INMUNIDAD SISTEMICA DURANTE EL EMBARAZO

INMUNIDAD HUMORAL

Numerosos estudios indican que existen variaciones en
las concentraciones plasmdticas de IgG, IgM e IgA 6n
embarazadas normales, aunque no Se conoce Su causa.

Maroulis y col. (1971) encuentra un descenso en los
niveles de IgG al final de la gestacién que atribuyen a un
aumento de la transferencia placentaria. Otros autores
aclaran gue la disminucién de IgG es més pronunciada en
primigestas que en segundigestas, y se acompafa de un
descenso de IgA (Ostensen y col., 1983).

Asf mismo, se han detectado inmunocomplejos circu-
lantes durante la gestacién con 1a técnica de inhibicion de
aglutinacién por latex (Masson y col., 1977) y con la

técnica de fijacion de Cig marcado con enzimas (Stimson Yy

col., 1981).

ELEMENTOS CELULARES DE LA RESPUESTA INMUNE

Subpoblaciones linfocitarias

Diversos autores sefialan que la inmunidad celular esta

deprimida durante el embarazo (Finn y col., 1972; Brunham

y col 1983). Por este motivo son numerosos 108 estudios
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encaminados a dilucidar como se encuentran las

subpoblaciones de 1linfocitos T en embarazos humanos

normales (Sridama y col., 1982; Schafer y col., 1982;
Vanderbeeken y col., 1982; Barnett y col., 1983; Coulam y
col., 1983; Lucivero y col, 1983; Moore y col, 1983a;
Tallon y col., 1984; Canepa y col., 1984, Bailey y col.,
1985; Glassman y col., 1985; Smart y col., 1986; Fiddes y
col., 1988; Degenne y col., 1988; Castilla y col, 1989) y
patolégicos (Moore y col., 1983b; Sridama y col., 1983;

Gudson y col., 1984; Barnett y col., 1984). En estos

estudios, la alteracion mas f recuen;c.emente encontrada es la

del numero y proporcién de células CD4*. Recientemente se ha
demostrado que la proporcién de células CDA* disminuye en el
primer trimestre de gestacion, se mantiene en el segundo
trimestre, y vuelve a los niveles normales en el tercer
trimestre (Castilla y col., 1989). Estos resultados son
comparables con los de otros autores (Barnett y col.,1983;
Canepa y col., 1984; Degeﬁne y col., 1988). Ya que los
linfocitos T Helper son cD4*, se ha propuesto Qque este
descenso podria alterar 1a actividad Helper de la madre,
contribuyendo a la supervivencia fetal (Sridama ¥ col.,
1982; Vanderbeeken y col., 1982; Barnet y col., 1983). 8in
esto no puede ser del todo aceptado, ya que las

embargo,

i i con
células CD4* incluyen varias poblaciones celulares

v stas
distintas funciones Yy aun no se conoce cual de e

subpoblaciones es la que se encuentra descendida a 1o largo




del embara:zo.

Funcién linfocitaria

La funcién linfocitaria durante el embarazo se ha
estudiado tanto in vivo (mediante transplante de injertos
y test cutédneos) como 7in vitro (mediante test de
transformacién linfoblastica con diversas sustancias).

E1 transplante de injertos se us6é con bastante
frecuencia hace unos afos en animales de experimentacion.
De la gran cantidad de ensayos que se hicieron podemos
sacar las siguientes conclusiones:

1. Los injertos cuténeos son siempre rechazados por las
mujeres gestantes (Andersen y Monroe, 1962) y por las
ratonas y conejas prefadas.

2. Los embarazos sucesivos facilitan el injerto (Breyere Yy
Barret, 1960b; Baines Yy col., 1980)

3. Los injertos cutdneos paternos sobreviven durante més

tiempo en las hembras después del parto (Volkoka Yy Maysky,

1969; Anderson 1970) siempre que sean transplantados a los

pocos dfas del mismo (David Y col., 1967; Beer Y

gil1lingham, 1971). Los aloinjertos cardiacos de rata son

rechazados durante 1a&s fases iniciaies Y media del

embarazo, pero muestran una supervivencia mas prolongada 8i

son tranferidos al final de la gestacion © poco después del
parto (Heron 1971, 1972)

pe los tests cuténeos, el mas usado ha sido el de 1a
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tuberculina, que muestra resultados dispares (Montgomery y

col.,1968; Present y Comstosk, 1975; Jones y col., 1383).
Holland y «col.(1984) provocaron wuna reaccién de
hipersensibilidad tardia frente a hematies de burro,
mediante la introduccién de linfocitos sensibilizados ¥y
antigeno en ratonas prefadas, no encontrando diferencias
significativas con el grupo control en Jla reaccioén
inflamatoria, pero si un defecto en la fase sensibilizadora
o inductora de la respuesta primaria de hipersensibilidad
tardia.

En mujeres embarazadas, el ensayo de inmunidad celular
que se ha estudiado més ampliamente y con resultados mas
contradictorios, es el test de transformacién linfobldstica
(TTL) a partir de linfocitos de sangre periférica,
principalmente con fitohemaglutinina (PHA). Este se ha
encontrado disminuido (Finn y col, 1972; Nelson y col.,
1973; Thong Y col., 1973; Petrucco Yy col., 1976; Garewal Yy
col., 1978, Mehrotra, y982: Brunham y col., 1983;
valdimarsson y col., 1983: Goodfelow, 1983; castilla Yy
col., 1990), sin cambios (Hsu, 1974: Majumbar y col., 1984)
o aumentado (Metcalf, 1972; Jonesy col., 1983). Utilizando

concanavalina-A como mitégeno desciende la transformacion

l1infoblastica (Mehrotra, 1982; Vvaldimarsson Y col., 1983,

castilla y col., 1990), al igual aque con PWM (Hsu, 1974).

En presencia de suero de mujer no gestante (suero

heter610g0), los linfocitos de mujeres embarazadas
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proliferan igual que 1los linfocitos de no embarazadas

cuando los enfrentamos con 1infocitos paternos (Knobloch y

Jouja, 1976; Robert y col., 1973). Pero cuando son los

linfocitos fetales 1los que estimulan a las células
maternas, se observa una débil respuesta (Knobloch y Jdouja,
1976; Lawler y col., 1975). Sin embargo, diversos autores
han descrito una disminucién en la respuesta de linfocitos
maternos en cultivo mixto con linfocitos de un tercer
individuo (Thong y col., 1973).

Se ha demostrado la existencia en sangre periférica
durante o1 embarazo de linfocitos citotéxicos feto-
especfficos (Redman y col., 1987); sin embargo, la
actividad citotéxica de 1los mismos es controvertida.
Mientras que Vanderbeeken Yy col.(1984) no encuentran
actividad cftotéxica frente a antigenos fetales o paternos,

otros autores describen linfocitos maternos con débil

actividad citotéxica frente a células blanco fetales

(Wattanasak Y Matangkasombut, 1983; Chardonnes Yy Jeannet,

-

1980).

Actividad NK

Las céiulas Natural Killer (NK) ~onenzaron a tener

importancia en Inmunologfa de 12 Reproduccion, cuando se

observé que células del trofoblasto portaban moléculas

blanco para células NK, tanto en ratones como en humanos

(Lala y col., 1983).
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Se ha demostrado que 1la actividad NK en sangre

periférica disminuye en la mujer embarazada (Baley vy

Schacter, 1985), 1o cual parece ser debido a una reduccién

en la proporcién de células NK maduras y con actividad
1itica (Lee y col., 1987). Castilla y cols. (1989) observan
un descenso durante la gestacién de las céiulas CD16*, que
se corresponden con células NK maduras.

Por otra parte, Lala y col.(1983) observaron que la
actividad NK estaba aumentada en la primera mitad del
embarazo sélo en primigestas y que dicha actividad
disminuia en todas las embarazadas en la segunda mitad.

-
Actividad supresora

stankova y Pleszczynski (1984) observan que el cuitivo

linfocitario mixto entre células maternas y células del

recién nacido es significativamente mas débil que entre

mujeres control y recien nacido. Al eliminar de las células

maternas las céluias T con receptores Fcgamma, desaparecen
las diferencias en las respuesta. vanderbeeken y col.(1984)
obtienen resultados equivalentes al quitar las celulas
FcgammaR* y al eliminar las células cps*. Esto nos sugiere

que en 1a circulacion periférica materna existen células

supresoras antigeno—especificas.

Fiddes Y col.(1986) ha estudiado, é€n sangre

periférica, 1a actividad supresora inducida por histamina,

que es méxima en el segundo trimestre de gestacion Yy




desaparece en el tercer trimestre.

Recientemente, Castilla y col.(1990) han observado un

aumento de la actividad de las células supresoras de vida
corta (SLSC) a 1lo largo del embarazo. Estas células
constituyen una subpoblacién de células T que presentan
actividad supresora no-especifica y que desaparecen después
de 24 horas de cultivo in vitro. Las células supresoras de
vida corta estan inducidas por la PGEzﬂiFischer y col.,
1981), sustancia producida en la interfase materno-fetal
(Contractor, 1983; Parhar y col., 1988) y que tambien,
parece inducir actividad supresora mediada por linfocitos
T en la mujer embarazada normal y en el recién nacido
(Durandy y col., 1985). Asi mismo, Rinaldo y col. (1983)
encuentran relacién entre la actividad SLSC y las células

T CD8’.

EACTORES SERICOS INMUNOSUPRESORES

Esteroides
A partir de precursores maternos y fetales la placenta

sintetiza estrégenos que liberard a 1a circulacién materna

y fetal, incrementédndose sus niveles conforme avanza el

embarazo.

simmons Yy col. (1968) observan como el estradiol

i ndo
prolonga la supervivencia tanto del primer como del segu
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injerto de piel en ratones. Estudios posteriores (Stimson

y Hunter, 1976) determinan que al tratar ratas con 17-B-

estradiol aparecian en suero factores solubles. Estos

factores, entre otras cosas, inhibian la formacién de
rosetas con hematies de carnero en linfocitos humanos,
suprimian la 1inhibicién de 1la migracién de leucocitos
inducida por antigenos Yy bloqueaban parcialmente la

transformacién linfobldstica inducida por PHA.

La progesterona es sintetizada por células
trofobldsticas, por 10 que su concentracién es mucho mayor
en sangre intervellosa que en sangre periférica materna. Al
jgual que los estrogenos, la progesterona y sus andlogos
sintéticos proiongan la viabilidad de transplantes de
corazén en ratas (Pettirossi y col., 1976; Beer Y
Billingham, 1979).

La inyeccidn intraperitoneal en ratones de un
anticuerpo monoclonal Anti—progesterona, 32 horas
postcoito, impide la implantacion Yy detiene el desarrollo
embrionario en una etapa previa a la cavitaciéon (Wang Yy

col., 1984).

purante la interaccién 1infocito-monocito la

parece actuar principa1mente sobre el

P rogesterona

linfocitc T, a diferencia de los g]ucocorticoides que

parecen actuar sobre células T Y monocitos (Stites y

siiteri, 1983). Linfocitos de mujeres embarazadas normales




13

tratados con progestrona liberan un factor no dializable
que inkibe la actividad c.totéxica y la sintesis de

prostaglandinas F, (Szekeres-Barto y col., 1985). En el
monocito, la generacién de radicales de oxfgeno durante la
ingestidén de zimosan se ve disminuida por la progesterona
y otros esteroides (Stimson, 1983).

La actuacién de la progesterona sobre las células
supresoras es controvertida. O’Hearn y Stites (1883)
determinan que las concentraciones de progesterona qus
inhiben la sintesis de DNA y la generacién de linfocitos T
citotéxicos, también inhiben la generacién o actividad de
células supresoras aloantigeno especificas . Los mismos
autores encontraron este efecto con estradiol (5-10 ugr/ml)
y cortisol (1 ugr/ml). sin embargo, Randazzo y col. (1980)
observaron, ademids de una relativa resistencia de las
células supresoras a la metilprednisolona, un 1ncr§ment.o
de actividad cuando eran expuestas a bajas dosis de
hormonas esteroideas. De igual forma, Holdstock ¥
col.(1982) demostraron gue la progesterona aumenta la

aeneracién de células supresoras inducidas por Con A, no

encontrando este efecto con testostrona ni estradiol.

Los niveles plasmaticos de transcortina, cortisol

libre y cortisol unido a albumina y transcortina aumentan

progresivamente durante el embarazo (Jaffe, 1986). Se ha

demostrado que el cortisol retrasa el rechazo de

aloinjertos en animales (Munroe, 1971).
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Bajas dosis de cortisol pueden aumentar Jla

proliferacién de células linfoides, pero concentraciones

suficientemente altas inhiben la sintesis de DNA tanto

basal como estimulada (Makman y col., 1968; Petrucce y
col., 1976). Los corticoides tienen bastantes efectos sobre
los macréfagos. Suprimen la respuesta al factor inhibitorio
de la migracién de macré6fagos (Balow y Rosenthal, 1973) y
disminuyen la actividad fagocitica (Schreider, 1977).
También impiden la diferenciacién de monocitos a macréfagos
(Rinehart y col., 1982). Probablemente, los efectos de los
corticoides en aloinjertos y reacciones de
hipersensibilidad tardia dependan mas de los efectos
antinflamatorios (disminucién de la permeabilidad capilar,

aumento del tono vascular) que de la supresién directa de

la funcién linfoide.

Alfa-2-Glicoproteina asociada al embarazo (alfa2-PAG, PAG,
SP3, PAM, PZP)

La PAG es una glicoproteina que se encuentra en todos
los individuos normales con unos valores gue oscilan entre
0’1 y 130 ugr/ml. Estos valores se incrementan unas 60

veces durante el embarazo Yy el tratamiento con estrégenos

(Stimson, 1978).

Entre las propiedades inmunosupresoras de la PAG se

R ; G R : la
encuentran una disminucion significativa de

pro1iferacién linfocitaria jnducida por PHA, Con A,




15
reaccién linfocitaria mixta con células alogénicas y PPD

(Stimson, 1976). También bloquea la inhibicién de 1la
migracién de leucocitos inducida por BCG, reduce la unién
espontdnea de las células T con los hematies de carnero
(Stimson 1976) y afecta la movilidad de 1los macréfagos
(Straube y col., 1975).

La PAG se ha identificado en la superficie de

monocitos sanguineos durante la gestacién, ya que estas

células son capaces de sintetizarlo (Stimson y col., 1979)

Alfa-fetoproteina (AFP)

Es una glicoproteina sintetizada principalmente por el
higado y que constituye un elemento esencial en el suero y
1fquido amniétice durante la gestaciéon (Murgita y col.,
1983).

Numerosos estudios han atribuido propiedades
inmunosupresoras a la AFP que actuaria, por tanto, como un
agente jnmunorregulador dur;nte el desarroilo fetal. La AFP
puede activar in vitro una subpoblacién de células
derivadas de la médula Osea que expresan marcadores

caracteristicos de células supresoras no T, estas son las

células NS (natural supressor) (Hoskin Y col.,1985). Las

células NS inhiben 1la pro]iferacién alorreactiva de la

célula T en el adulto y la pro]iferacién autorreactiva de

1as células T en el recién nacido, ¥ son consideradas como

las responsables del control de la respuesta}inmune al
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’? iipgincpp1o de la ontogenia (Hooper y col., 1985). La AFP

t.argbién pubde suprimir la actividad NK (Cohen y col.,

-1986): dismin r la capacidad fagocitica de los macréfagos

{Olinescu y col., 1978), inducir células T supresoras

(Murgita y col., 1977; Peck y col., 1982) e inhibir los
efectos mitogénicos de la PHA, Con A y lipopolisacaridos
sobre las céiulas esplénicas de ratén (Murgita y Tomas:i,
1975).

El efecto inmunorregulador de la AFP también incluye
una inhibicion selectiva de la respuesta proliferativa de
las células T frente a los antigenos MHC de clase 1I,
mientras que la respuesta ente a los antigenos MHC de
clase I no se afecta (Peck y col., 1978). Lu y col (1984)
atribuyen esta inhibicién selectiva a que la AFP produce
una disminucién de la expresién de antigenos MHC de clase
11 en los macrofagos. Esta inhibicién es reversible, ya que
cuando los macro6fagos son estimulados con 1infoquinas

vuelven a adquirir antigenos MHC de clase II (Crainie Yy

col., 1989).

Beta-1"glicoproteina especifica del embarazo (PSB,G, SP1,

PAPP-C, TBG)

Es una g1icoproteina sintetizada por el

i i en
sincitiotrofob1asto que alcanza su mnaxima concentracion

ero (200 pugr/ml) al final del erbarazo. E] anico papel

u influencia en la

su

inmunolégico que sé atribuye a SP1 es S
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transformacién 1linfobldstica. Los estudios dirigidos a

determinar la concentracién necesaria para inhibir dicha
transformacién son contradictorios. Cerni y col.(1977)
observan que 1la disminucién de la respuesta a PHA no
depende de la dusis. Horne y c¢ol.(1976) demuestran que a
una concentracidén de 250 pjar/ml inhibe un 75% de la
proliferaciédn inducida por PHA sin afectar la inducida por
Con A. Otros autores determinan que la SP1 a
concentraciones de 120 ugr/ml inhibe del 35-99% la reaccion
linfocitaria mixta (Gulyansky y col., 1985b).

Petrov y col.(1985) describieron un receptor en la
superficie de los linfocitos para SP1. E1 nimero de células
T que presentan este receptor aumenta progresivamente

durante el embarazo.

Factor precoz del embarazo (EPF)

E7 factor precoz del embarazo fue detectado por

primera vez en suero de embarazadas por Morton y co1.(1976)

cuando comprobaron que este impedia que linfocitos de no
embarazadas se unieran a hematies de carnero. Este factor
se ha detectado en suero de ratén, humanos Yy corderos, de

6 a 24 horas después de la fertilizacion Yy solo se

el primer Yy segundo trimestre, estando

La

encuentra en

disminuido en caso de aborto (Morton Y col., 1977).

existencia de este factor ha sido negada por Cooper Y

Aitken (1980) g2 no encontraron diferencias entre suero de
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empbarazadas y otros sueros en la capacidad de inhibir 1la

formacién de rosetas.

Rolfe y co01.(1985) comprueban que la supresién

ejercida por EPF no es directa, sino que se produce a

través de 1la activacién de células supresoras. Estas
iiberan dos tipos de factores: uno que actia restringido a
la regién I del sistema H-2 del ratén, y otro que actua
restringido a un locus fuera de la regién H-2. Al
administrar EPF a ratonas, éste desaparece de la
circuiaciéon a los 2-4 diaé, mientras que los factores

supresores se detectan al menos durante 14 dfias.

Lact6geno placentario humano (HPL, HCS)

Las propiedades inhibitorias del lactégeno placentario
fueron descritas por Contractor y pavies (1973), y Petrucco
y col. (1976) quienes comprobaron que HPL suprimia la
proliferacion linfocitaria a concentraciones de 25-50
pgr/ml. No obstante, Morse (1976) encuentra después de
cuidadosas purificaciones que el HPL suprime la

proliferacion linfocitaria inducida por PHA Yy el cultivo

mixto linfocitario a concentraciones superiores a 1000

pugr/ml. Es posible que un contaminante sea el responsable

de los efectos inhibitorios observados con HPL Yya que los
valores max imos encontrados en suerc de embarazada (7-10

pugr/mi) ¥y placenta (200ugr/m1) son jnsuficientes para

suprimir la respuesta inmune.




Gonadotrofina coriénica humana (hCG)

La gonadotrofina coriénica humana es una
glicoproteina, cuycs niveies se elevan rdpidamente en el
primer trimestre del embarazo hasta 100 U.I./m]1 cayendo
posteriormente por debajo de 60 U.I./ml. Los trabajos rea-
lizados con HCG sin purificar demuestran que valores por
debajo de 4000 U.I./ml prolongan la supervivencia de
aloinjertos de piel (Pearse y Kaiman, 1967), disminuyen la
reaccién injerto contra huesped en ratones {(Gulyansky Yy
Fyodorav, 1985a; Shalnev y col., 1985) e inhiben 1la
respuesta proliferativa de linfocitos humanos a células
alogénicas y PHA (Contractor Yy Davies , 1973; Guliansky ¥y
col., 1985b; Shalnev y col., 1985). Sin embargo, la hCG
purificada no presenta casi actividad a concentraciones
todavia mayores (Maes Yy Claverie, 1977; Morse Yy col.,
1976). Estos autores demostraron que las actividades

inmunosupresoras Y hormonales podian separarse por -

cromatografia. indicando que el factor activo es otra

sustancia distinta de la hCG.
Bartocci Y col.(1983) investigaron las propiedades

inmunosupresoras in vivo de hCG purificada Yy hCG

recomhbinada a patir de subunidades purificadas. Se comprobd

que estas hCcG inhiben 1la respuesta de nipersensibilidad

tardia de ratones a hematies de carnero. Pero para esto se

necesita la presencia de las gonadas, Yya que en ratones

; z "
castrados no se demuestra el efecto inmunosupresor de 'a
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hCG. El mecanismo de accién de la hCG es desconccido pero

quizés esté relacionado con las prostaglandinas, ya que la
indometacina y la aspirina son capaces de inhibir su
actividad inmunosupresora (Bartocci y col.1982).

Shalnev y col.(1985) han demostrado que la hCG
disminuye la actividad NK, no modifica la actividad de
células T supresoras y aumenta la capacidad inmunosupresora
de los glucocorticoides.

castilla y col. (1989) han detectado una disminucion
de células CD4* en primer y segundo trimestre de embarazo.
Asi, la proporcién células CD4* presenta una curva de
variacidén inversa a la hCG. Esto ya habfa sido observado
por Canepa Yy col. (1984) quienes demostraron una
correlacién inversa entre estos dos parémetros.

Proteina A plasmidtica asociada al embarazo (PAPP-A)

Es una og-2-macroglobulina no caracterizada

completamente y sintetizada‘por el trofoblasto. Sus niveles

séricos se elevan progresivanente durante el embarazo pero,

principalmente, durante el tercer trimestre. La

concentracién decrece rdpidamente después del parto con una
vida media de 3 a 4 dias, siendo indetectable después de
4-6 semanas. %€ ha demostrado que la PAPP-A posee la

capacidad de disminuir significativamente ‘a transformacion

1infoblédstica inducida por mi

t6genos (Stimson, 1983).




Proteina placentaria 15 (PP15)

Forma parte del grupo de proteinas solubles extraidas

del tejido placentario. Se encuentra a muy baja
concentracién en suero materno, y es capaz de inhibir el

cultivo linfocitario mixto (Bohn, 1985).

Inhibidor de la sintesis de prostaglandinas asociado al
embarazo (PAPSI)

E1 suero de embarazada presenta diversas propiedades
antiinflamatorias, como por ejemplo, la capacidad de
estabilizar los lisosomas de 1leucocitos aislados, de
modificar la funcién de los neutr6filos y de suprimir la
liberacién de enzimas lisosomiales por los macréfagos.

Se ha identificado una proteina del suero asociada al
embarazo, PAPSI, la cual es responsable de gran parte de
esta actividad antiinflamatoria (Stimson, 1883). Esta
proteina inhibe in vitro el paso de &cido araquidénico a
prostaglandinas (Kuehl y col., 1977), pero la dosis

necesaria para obtener el 50% de inhibicibn (IDg) fue mucho

mayor que para la indometacina. Sin embargo, in vivo , se

ha comprobado gue 1D,, para PAPSI es mucho menor que para

indometacina, mostréandose el PAPSI como un efectivo

inhibidor de la sintesis de prostaglandinas in vivo. PAPSI1

se ha detectado en el citoplasma de células trofoblésticas,

durante la gestacion, excepto al término (Stimson, 1983).




UNIDAD FETOPLACENTARIA

IEORIA DEL FIBRINOIDE

E1 fibrinoide es una mucoproteina sulfatada y rica en
acido sialico, y que fue propuesta como protectora del
trofoblasto (Kirby y col., 1964). Dicha proteccién 1la
ejerceria por camuflaje de los determinantes antigénicos
trofobldsticos o por repulsién electrostdtica de los
linfocitos. Estudios que apoyaban esta teoria, tales como
el incremento de la inmunogenicidad del trofoblasto tras el
tratamiento con neuraminidasa (Currie y col.,1968), no han
podido ser confirmados por otros autores (Searle y col.
1975). Ademds la capa de fibrinoide no es una capa continua
en la placenta hemocorial, por lo tanto no podria proteger
al trofoblasto en su toalidad (Lala y col. 1984).

Stein-Werblowsky (1981) supuso la existencia de una
barrera de a—2-macroglobd1ina a nivel del endotelio
vascular placentario. La a-2-macroglobulina depositada

formaria una barrera fisica entre leucocitos maternos Yy

sido

fetales, sin embargo esta teorja, tampoco ha

confirmada.




AJTIGENICIDAD Y/O INMUNOGENICIDAD DEL EMBRION

Las células del sistema inmune materno tienen 1la

capacidad de atravesar la barrera mucosa uterina hasta la

luz del tracto reproductor. La zona pellUcida protege al
blastocisto de 1las céluias maternas inmunolégicamente
competentes. Sin embargo, al iniciarse la implantacién la
zona pelucida se pierde, quedando el blastocisto vulnerable
al ataque materno, 1o que se podria ver favorecido, ademés,
por la ruptura de la barrera mucosa durante la
implantacién. Por,jo tanto la antigenicidad del embrién
preimpiantado es de gran importancia para el desarrollo
posterior. Estudios en ratones 1levados a cabo por Lala y
Kim (1984) demuestran la presencia de antigenos H-2 en el
estadio de mérula y al comienzo del estadio de blastocisto.
Sin embargo, no se detectan antigenos H-2 en blastocistos
tardfos, préximos a la implantacién, 1o cual explicaria su
falta de jinmunogenicidad y, por tanto, de rechazo. No se
sabe a que es debido la falta de expresion de antigenos MHC

de clase I en el embridn preimp1anpado. estos autores

consideran que puede haber una represion temporal de los

genes MHC en 1as células del blastocisto en este estadio,

justo antes de que la implantacién tenga lugar. EIl embrioén

postimp]antado presenta en su superficie celular antigenos

del sistema mayor Y menor de Histocompatibi1idad (Edidin

1972; Jenkinson Y Billington; 1977, Kirwood Y Billington,
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1981). A pesar de esto, el embrién postimplantado no

provoca una reaccién de rechazo, ya que la placenta 1lo

protege del sistema inmune materno.

Se ha demostrado que el embri6én humano preimplantado
produce factores inmunosupresores (EASF) que podrian jugar
un importante papel en el mantenimiento del embarazo en los
estadios mas precoces (Bose, 1989, Daya y Clark, 1986).
Bose (1989) purifica estas sustancias mediante
cromatograffa con DEAE-celulosa y demuestra la existencia
de, al menos, tres clases de factores inmunosupresores: a)
Los producidos antes de la implantacién pero que
desaparecen después de que esta se produzca. Estos
actuarian suprimiendo la respuesta celular materna en los
primeros estadios de la interaccion materno-fetal. Estos
factores no aparecen en el suero de la embarazada. b) Los
producidos por el embrién preimplantado pero que continuan
después de la implantacién para mantener un micrambiente
de inmunosupresion. c) Los producidos después de la
implantacion y que aumentan el estado de inmunosupresion.

Los dos ultimos tipos de EASF aparecen también en el suero

de la embarazda.

Bose (1989) no determina la naturaleza exacta de los

EASF. Sin embargo, sugiere que pueden estar constituidos

por una molécula basica asociada a una proteina

transportadora de diferente peso molecular, Y diferentes

propiedades bioquimicas.




E1l saco ovular humano estd compuesto por dos

membranas: el corion por fuera, y el amnios por dentro.

Ambas son derivados fetales.

Recientes estudios (Hunt y col., 1988; Hsi y col.,
1988) demuestran que las células amniéticas sintetizan y
expresan moléculas, que son reconocidas por anticuerpos
monoclonales dirigidos contra determinantes monomérficos de
antfigenos HLA de clase 1I. Ademds, contienen mRNA que
hibrida con la sonda pHLA1.1, complementaria de los genes
que codifican los antigenos HLA de clase I. No se han
descrito uniones entre estos antigenos de clase I
expresados por las células amniéticas Yy antisueros
dirigidos frente a los ags HLA derivados de la madre O del
padre. Sin embargo, se han observado que las células
amniéticas reaccionan con anticuerpos monoclonales
dirigidos frente a antigenés del locus HLA-B (Yang Yy col.

1984). Por 1o tanto, es posible que las células amniéticas

sinteticen antfgenos HLA de clase I completos e imcompletos

(o "no clasicos”, de los que hablaremos mas adelante).

piversos factores regulan 1la expresion de estos

antigenos in vitro. E1 IFN-gamma incrementa 108 niveles de

mRNA de clase I en las células amnioticas (Hunt Yy col.,

1988) y la expresion de ags. de Clase 1 (Hunt Yy weod,

1986). Por otra parte, el EGF (factor de crecimiento
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epidérmico), para el cual las células amnidticas tienen

receptores (Chegini y Rao, 1985), posee efectos antagénicos
al IFN-gamma. E1 EGF disminuye el mRNA de clase 1 en

preparaciones de células amni6ticas y la expresiéon de

antigenos HLA de clase I (Schreiber y col., 1984).

En e)l mesénquima amniético se han identificado células

HLA-DR* de aspecto macrofégico. Su numero se incrementa a
partir del segundo trimestre de gestacién (Bulmer y Johnson
1984; Sutton y col., 1986). A estas células se les ha
atribuido una funcién defensiva frente a las infecciones
transplacentarias (Sutton y col., 1986)

Las células citotrofoblasticas de Ta membrana
coriénica son clase II negativas pero expresan antigenos

HLA de clase I "no clasicos” (Ellis y col., 1986).

MNE.SJEL—IBM

Poblaciones celulares del trofoblasto humano (Loke Y

Butterworth, 1987)
Una heterogénea poblacién de células trofoblasticas se

pone en contacto con los tejidos maternos a lo largo del

embarazo. Historicamente el sincitiotrofoa1asto velloso ha

recibido la mayor parte de 1a atencion en los estudios de

1a interfase materno fetal. Pero, actualmente, esté

reconocido que otros tipos celulares también pueden jugar




un importante papel en la 1nmunorregu1aci6n.

Las vellosidades coriénicas estidn envueltas por dos

capas de trofoblasto. La mas interna se denomi capa de

Langhan y estd4 formada por citotrofoblasto, y la més
externa esta integrada por células del sincitiotrofohlasto.
En el fondo de algunas vellosidades las células
citotrofoblasticas proliferan, atraviesan el
sincitiotrofoblastc y forman columnas de citotrofoblasto
que anclan las vellosidades al utero. De estas columnas se
desprenden algunas células que adoptan una morfologia
irregular y se disponen entre las vellosidades coridénicas

y la decidua subyacente. Conforme progresa el embarazo

estas células se infiltran de material fibrinoide. Laa'

células citotrofoblasticas, aisladas o en grupos, continuan =

migrando a través de 1la decidua para llegar incluso al

miometrio. Estas constituyen el 1lamado citotrofoblasto

intersticial. Algunas de estas células intersticiales se

tranforman en células gigantes muitinucleadas. Por aitimo,
en las arterias espirales también se pueden encontrar
células citotrofoblasticas que eventualmente reemplazan al

endotelio, es el trofoblasto endovascular.

pe forma general al citotrofoblasto que forma parte de

las vellosidades se le denomina citotrofoblasto

vellositario ¥ al que se detecta fuera de 1as vellosidades,

en las distintas localizaciones arriba citadas, Se le 1lama

citotrofob1asto extrave]1ositario.




Expresién de antigenos HLA

Los antigenos HLA son esenciales para las funcicnes
de reccnocimiento inmune. Los diferentes antigenos HLA son
reconocidos por diferentes tipos de células T. Los
antigenos de clase I son las estructuras blanco de las
células T citotéxicas , mientras que los antigenos de clase
11 son reconocidos por las células T cD4* en el proces~ de
presentacién del antigeno. Por tanto, es fundamental
conccer el grado de expresion de estos antigenos por pgrte
del trofoblasto para entender la inmunobiologfa de las
complejas interacciones materno-fetales. ‘

Estudios inmunohistolégicos revelan una falta de
expresién de antigenos HLA de clase 1 y II en el
citotrofoblasto vellositario y en el sincitiotrofoblasto
(Suderliand Yy col., 1981; Johnson y col., 1981; Faulk Yy
McIntyre, 1983; Johnson, 1984; Bulmer y Johnson ,1985a).
Esta falta de expresién antigénica ha sido confirmada a
nivel genético. La traéscripcién genetica de la B2-

microglobulina es escasa, € inexistente para los genes que

codifican las cadenas pesadas de los ags. HLA de clase I

(Kawata Yy col., 1984).

por otra parte, las células del citotrofoblasto

i o de
extrave11ositario expresan antigenos de clase I, peron

clase II Ellis ¥ col.(1986) determinan que este antigeno

i ' cadena
de clase 1 es una glicoproteina no—po11morfa con una

i ina. Se ha
pesada de solo 40 kD asociada a la B2 mzcrog1obu11na S
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especulado si esta molecula es una variedad de antigeno

HLA-C, o bien, si es un antigeno HLA "no clésico” o
antigeno HT (equivalente a los antigenos Qa/Tla del ratén)
(Redman y col., 1984; Hsi y col., 1984; Wells y col., 1984;
Bulmer y Johnson, 1985a).

De oto lado, es conocido que el IFN-gamma induce un
incremento de la expresién de antigenos HLA en todas las
células nucleadas. Sin embargo, Hunt y col. (1987) mediante
estudios inmunohistolégicos, determinan que el trofoblasto
humano permanece refractario al efecto del IFN-gamma.
Estudios posteriores (Feinman ¥y col., 1987) usando
trofoblasto a término, encuentran que el IFN-gamma
incrementa 1,8 veces la cantidad del mRNA que codifica los
antigenos HLA de clase I. Una posible explicacién a la
discord;ncia que muestran estos dos hallazgos podria ser
que el IFN-gamma induce en el trofoblasto humano un
incremento de la transcripcion y, quizas, de a traslacion
de los antigenus HLA de clase I, pero no aumentaria su
expresién en la superficie de la célula (Loke, 1988).

;Que papel pueden jugar los antigenos HLA de clase 1

"no cldsicos” en la reproduccién? uUna posibilidad seria la

"Hipétesis del inmunotropismo placentario de Wegmann”

(Wwegmann, 1987 yue dice: "£1 reconocimiento por parte de

los linfocitos T maternos de los aloantigenos extrafos

expresados por las células trofoblasticas da lugar a la

. X : yeia
liberacién de 1infoquinas por eso0S$ jinfocitos T. tale
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'11nf0qginas podrian mejorar el crecimiento y la funcién

placentariay. Dos experimentos en ratén apoyan esta

hipbtesis. En primer lugar, la depleccién de linfocitos T

maternos durante el embarazo reduce el crecimiento
placentario a la mitad (se mide por incorporacién de *H in
vivo). En segundo 1lugar, las linfoquinas IL-3 y GM-CSF
(factor estimulador de colonias de granulocitos ¥y
macr6fagos) estimulan el crecimiento del trofoblasto murino
cuando se mantiene en cultivo mas de un afo. E1 GM-CSF es
producido, ademés, por una gran variedad de células, tales
como fibroblastos, macroéfagos Yy células endoteliales
(Munker y col., 1986; Zucali y col., 1986; Thorens Yy col.,
1987) y estd presente en los sobrenadantes de células
deciduales (Wegmann, 1988). Sin embargo, 1a IL-3 no se ha

detectado en decidua (Clark, 1983). No obstante, qued? por

confirmar si la hipétesis de Wegmann es aplicable o no al

embarazo humano.

Antigenos TLX

Faulk y cols. (1978) definieron dos tipos de antigenos

en el trofoblasto:

- antigeno TA1, expresado unicamente en el trofoblasto Yy

en algunas células tumorales. Son antigenos especie

i i como
especificos. Preparaciones de antigeno TA1, asfi

G ol Lk
antisueros frente a TA1, inhiben el culvivo mMiXto

linfocitario (MLC).
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- Antigeno TA2, que se conoce como antigeno da reaccién

cruzada trofoblasto-linfocito (TLX).

E1 antigeno TLX se detecta en todas las células del
trofoblasto (Johnson, 1984), en células tumorales
embrionarias (como el teratocarcinoma) y trofoblasticas
(como el coriocarcinoma) (McLaughlin y col., 1882), en
linfocitos de sangre periférica (Faulk y MclIntyre, 1983),
en plaguetas (Faulk y McIntyre, 1983; Kajino y col., 1987)
y en plasma seminal (Kajino y col., 1988).

Es reconocido por el anticuerpo monoclional H316
(McLaughlin y col., 1982; Bulmer y col., 1984; Bulmer Yy
Johnson, 1985a). Este deteta dos glicoproteinas de
superficie de 55 ¥ 65 kD de peso molecular (stern y col.,
1986), que pueden representar productos de un mismo gen ©
de dos genes distintos.

Se han realizado muchos estudios acerca del hipotético

papel que los antigenos TLX tienen en el desarrollo

embrionario Yy fetal. McIntyre (1988), basandose en la

evidencia serolégica de que existen variedades a2lotipicas

de antigenos TLX, sugiere que el hecho de gue una pareja

presente distintos alotipos de TLX da lugar a la sefial

responsabie del reconocimiento materno Y mantenimiento del

embarazo. La compatibi]idad TLX entre una pareja puede dar

Jugar a una falta de senal, 1o que conduciria a abortos

recurrentes espontéaneos.




Antigenos relacionados con las grupos sanguineos

Los antigenos del sistema ABO no se expresan en el

trofoblasto humano. Sin embaran, un reciente estudio (King

y Loke, 1988) que utiliza anticuerpos monoclonales
dirigidos frente a carbohidratos fucosilados y sialicados,
localiza el antigeno sialyl-Le* en el trofoblasto
extravellositario de embarazos normales, en molas y en

células del coriocarcinoma.

Fosfatasa alcalina placentaria y Receptores de factores

de crecimiento
La isoenzima placentaria de la fosfatasa alcalina
(PLAP) es fuertemente expresada por el sincitiotrofocbliasto
después del primer trimestre del embarazo, pero no se

expresa en otras poblaciones trofoblasticas (Bulmer Yy

9

Johnson, 1985a; Johnson, 1984). Como los antigenos TLX.
PLAP se detecta, ademds, en una gran variedad de tumores
(Risk y Johnson, 1985). Aundue 1as funciones biolégicas de
1a PLAP se desconocen, §ée ha observado que esta enzima
tiene la capacidad de desfosforilar residuos fosfotirosina

en proteinas a pH neutro {Swarup y col., 1981). Las células

del sincitiotrofob1asto, asi como muchos tumores PLAP

positivos, expresan receptores para el factor de

crecimiento epidérmico (EGF) y para 1a insulina (Avruch Yy

col 1982; Carson Yy col., 1983; Richards y col. 1983).

i ivi irosil
Estos receptores estan asociados con actividad tiro
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quinasa, la cual es esencial para la proliferacién celular.

La PLAP puede, por lo tanto, regular el crecimiento celular

y de tumores relacionados, mediante desfosforilacién de

fosfotirosilproteinas (Risk y Johnson, 1985).

La transferrina es otro importante factor de
crecimiento celular. El1 receptor para la transferrina se
expresa en el sincitiotrofoblasto y no en otras pobiaciones
trofoblasticas (Johnson, 1983; Johnson y Molloy, 1983).

También se han detectado en 1la placenta humana
receptores de alta afinidad para TNF-a (Eades y col.,
19a8). Esta citoquina, que es producida fundamentaimente
por los macréfagos, tiene la capacidad de necrosar tumores
poco antigénicos. E1 TNF-a, ademas, presenta actividad
antitrofoblastica, pudiendo inducir abortos (Clark, 1989).
Sin embargo, el trofoblasto tiene la capacidad de activar
y reclutar células supresoras (no T) en Ja decidua que
liberan una molécula, similar al TGF-B8, capaz de inhipir
tanto la produccion como 1é actividad del TNF-a (Clark ¥y
col., 1988).

En la Tabla I hacemos un breve resumen de la expresioén

de antigenos MHC Y TLX, de PLAP, Yy de receptores para

transferrina Yy EGF en las poblaciones del trofoblasto

humano.




Tabla I: Marcadores de superficie en las distintas poblaciones del
trofoblasto humano (Johnson y col., 1987)

Poblaci6n celular HLA HLA TLX Receptor para PLAP
Clase I Clase 11 transferrina y
EGF

Sincitiotrofoblasto
velloso

Citotrofoblasto
velloso

Citotrofoblacto
extravelloso en el
lecho placentario

Citotofoblasto
coriénico

+, positivo; ¢+ las células son variablemente positivas O negativas;
? r -7 A 2
(+), debilmente positivo; -, negativo.

i no
*1as células reaccionaron con el anticuerpo monoclonal w6/32, pero
expresan determinantes polimérficos HLA-A o B.




Inmunosupresién y resistencia a la citclisis
Numerosos estudios concluyen que las células

trofobldsticas pueden ser una fuente de actividad
inmunosupresora (Barg y col., 1978; Golander y col., 1981;
Hamoaka y col., 1983). Se ha observado, tanto en placenta
murina (Duc y col., 1987) como en humana (Saji y col..
1987), la sintesis de factores solubles de caracter
proteico que inhiben la actividad NK frente a células K562
y otras actividades linfocitarias, como el cultivo mixto
linfocitario y la induccién de linfocitos T citotéxicos
(Hamoaka y col., 1987). También el trofoblasto tiene la
capacidad de reclutar y activar celulas supresoras no T en
1a decidua (Slapsys y col., 1988). Estas células, como ya
se ha dicho anteriormente, liberan TGF-B, capaz de inhibir
1a actividad y la produccién de TNF-a (Clark y col., 1988).

Las células trofoblésticas murinas en cultivo son

resistentes a la citotoxicidad mediada por células T, por

céiulas NK y por mecanismos ADCC (Zuckermann y Head, 1987;

Zuckermann Yy Head, 1988). Recientes estudios (King Yy col,
1989) en humanos, revelan que, las células trofoblasticas

también son resistentes a la lisis mediada por las células

NK de sangre periferica ¥ deciduales. Esta resistencia

frente a la actividad de células citotéxicas, podria ser

un mecanismo clave en la proteccién fetal. Sin embargo,

recientemente se ha observado en ratén que el trofoblasto

puede ser 1isado por células NK activadas con IL-2 (células
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LAK) (Drake y Head, 1988). No se ha determinado si en la

interfase materno-fetail se produce I.-2 que pudiera inducir

la generacién de células LAK, por 1o que no sabemcs si
estas podrian ser potencialmente peiigrosas para el
trofoblasto, de tal forma, que se necesitara un mecanismo
para bloquear la generacidén de estas células. No cbstante,
Soubiran y col. (1987) demostraron en la placenta humana a
término la presencia de una sustancia que mostraba epitopos
comunes con la IL-2. A esta sustancia, mas que un papel
activador de céiulas inmunes, se le ha atribuido una
funcién tréfica y también inmunosupresora, ya Qque podria

competir localmente con la 1IL-2 secretada por Jlos

linfocitos activados.
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RESPUESTA DEL SISTEMA INMUNE MATERNO A LOS ANTIGENOS

FETALES

Durante la gestacién se produce una amplia variedad de
anticuerpos frente a antigenos fetales (Tabla II). A

continuacidén aralizaremos l1os mas importantes.

Ac Anti-Sincitiotrofoblasto

Numerosos estudios describen, en el embarazo humano
normal, respuesta de anticuerpos frente al trofoblasto
(Hulka y col., 1963; Burstein y Blumenthal, 1969; Nakakita,
1972). Billington y Davies (1987) desarrollan una técnica
de ELISA para la detecci6én de tales anticuerpos usando
vesiculas sincitiotrofoblasticas como antigeno. Las
vesiculas de trofoblasto reaccionaron cdn el suero de
diferentes mujeres en varios estadios de gestaciéon. Esto
jmplica la presencia, en el suero de las embarazadas, de
anticuerpos que estan dirigidos frente a determinantes
tejido-especificos. También estudiaron el tipo ¥ 1a

evolucién de 10s niveles de estos anticuerpos en

primigestas Yy segundigestas; Y obtuvieron los siguientes

resultados:

- En primigestas, se detectaron anticuerpos tipo IgG en

el 77% de las mujeres estudiadas Y anticuerpos tipo IgM en

el 48%. La actividad anticuerpo fue maxima durante el

primer trimestre de gestacion. Mientras que 108 de tipo Ig9G
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Tabla II: Antigenos fetales y placentarios frente a los que la madre desencadena una

respuesta inmune (Wegmann y Gill, 1983).

Antigenos Tipo de Respuesta

HLA-ABC Humana
HLA-DR Humana
H-2 Ratén

RT1 Rata

Sincitiotrofoblasto Humana

TLX Humana

ABO Humana

Factor Rh humana

humana
ey ratén
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se detectan a 1o largo de todo el embarazo, los anticuerpos

IgM descienden hacia niveles muy bajos en la décima semana
de gestacién.

- En segundigestas, descienden 1los niveles de
anticuerpos. Los de tipo IgG se detectan en el 61% de
mujeres y los de IgM en el 42%. La cinética de la respuesta
es comparable a la de las primigestas, aunque los niveles
medios de anticuerpos son sustancialmente mas bajos a lo
largo del embarazo. También 1la cantidad de anticuerpos
antitrofoblasto descienden en los siguientes embarazos.

En primigestas, la mayor parte de estos anticuerpos
estan formando complejos inmunes Yy persisten a lo largo de
la gestaciéon. En segundigestas, el nivel de anticuerpos
asociados a complejos es s6lo ligeramente superior al nivel
de anticuerpos 1libres al comienzo del embarazo, pero
descienden réapidamente en el tercer trimestre y 8on
: indetectables después de las 32 semanas.

En resumen, los anticuerpos dirigidos contra
determinantes del sincitiotrofoblasto aparecen an.la mayor
parte de los embarazos humanos Yy contribuyen a la formacion

de complejos inmunes. Tales anticuerpos Sse desarrollan

principalmente en el primer embarazo y al principio del
segundo.

Estos anticuerpos antitrofoblasto no tienen relacion

con los anticuerpos anti TLX. Su funcioén seria la de actuar

como anticuerpos blogueantes Qque protegerian 1a placenta
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del reconocimiento y de la respuesta inmune materna. De

todas formas, el papel real de los mismos queda todavia por

determinar.

Anticuerpos anti HLA

En la mujer, la mayor parte de anticuerpos citotéxicos
inducidos durante el embarazo estédn dirigidos contra ags
HLA paternos (Snell y col., 1976). Se producen anticuerpos
frente a antigenos polimérficos, tanto de clase I como de
clase II (Borelli y coll 1982).

Se tienen evidencias de la exprasion de antigenos HLA
de clase I "no clasicos” (moléculas no-polimorficas) en el
trofoblasto extravellositerio y en células de
coriocarcinoma (Ellis y col., 1986) . E1 embrién
preimplantado no parece expresar ninguna molécula de clase
1 (Desoye Y col., 1988), y tampoco parece que el

trofublasto vellositario exprese en ningan estadio de la

gestacion antigenos polimérficos de clase I, (Loke, 1989).

pDe otro lado, no se han detectado antigenos MHC de
clase II en ninguna poblacién trofobldstica de ninguna
especie. Sin embargo, durante el embarazo, la mujer se

sensibiliza frente a antigenos de clase 1 y de clase 1I1;

esto se debe al paso de linfocitos fetales a la circulacion

materna (Herzenberg Y col., 1979). Tales células pueden ser

detectadas a partir de la 158 semana de gestacibn y son 1a

fuente mas probable de ags HLA de clase I y II paternos.




a1
E1 paso de estos anticuerpos citotéxicos al feto

podria ser perjudicial. Sin embargo, se conoce que la

placenta es un eficiente inmunoabsorbente, y prewiene la
entrada de anticuerpos anti-HLA a la circuiacién fetal

(Wegmann y col., 1979%a, b).

El sincitiotrofoblasto posee receptores Fc para IgG e °

IgM (Davies y col., 1981) y se pensé que la capacidad de

inmunoabsorcién se podria deber a estos‘receptores, pero
Wegmann y Gill (1983) comprobaron que estos no eran
necesarios para la funcién inmnunoabsorbente de anticuerpos
antipaternos.

Estudio= realizados en ratones (Raghupathy y col.,
1984) demuestran que los anticuerpos anti MHC paternos se
fijarian a los antfgenos MHC presentes en la placenta para
ser internalizados Yy degradados. Una parte de los productos
de la descomposicién podria ser liberada a la circulacion
materna. Algunos autores sugieren, que otra parte de las
proteinas degradadas podria utilizarse como fuente de
aminodcidos esenciales para el feto (wjld, 1979). Ademés,
los macr6fagos que se han identifica?o en el estroma
placentario podr ian eliminar lo0s anticderpos que han sido

desnaturalizados por la placenta (Raghupathy ¥y col., 1984).

Junto con 108 anticuerpos citotéxicos, Yya descritos,

la mujer embarazada puede sintetizar también anticuerpos

anti-HLA bloqueantes. Numerosos estudios (Greenberg Yy col.,

1973; Robert Yy col, 1973, Brochier y col., 1974) describen
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en el suero de gestantes actividad inhibidora del MLR

debida a la presencia de estos anticuerpos blogueantes que

enmascararian los antigenos HLA-DR de las calulas
estimuladoras (Albrechtsen y col, 1977). Estos anticuerpos
estain presentes en suero durante el primer trimentre de
gestacién. Anticuerpos similares son inducidos por
transfusiones sanguineas, y su presencia se correlaciona
con un aumento de la supervivencia del aloinjerto renal
(McLeod y col., 1983). Los anticuerpos bloqueantes capaces
de inhibir la reaccién mixta linfocitaria entre linfocitos
maternos y linfocitos paternos o fetales se detectan en e}
suero de aproximadamente el 50% de mujeres embarazadas
(Jonker y col., 1977). Por lo tanto, no son esenciales para
el desarrollo normal del embarazo, aunque pueden estar

implicados en mecarismos de inmunorregulacién materna en

aquellos casos donde ocurra aloinmunizacion.

Anticuerpos anti-TLX

Anticuerpos anti-TLX han sido detectados en sueros de

primigravidas (McIntyre, 1988). Aunque el suero de una

primigrdvida normal no es citotoxico, cuando en el

laboratorio se consigue una disociacién de complejos

idiotipo-antiidiotipo, e] suero de la embarazada muestra

una elevada citotoxicidad frente a los linfocitos de su

pareja Y frente a"un pane’ linfocitario (Faulk y McIntyre,

1986). Estos datos sugieren que las mujeres embarazadas
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normales producen anticuerpos frente a los antigenos TLX

paternos, pero que no se detectan rutinariamente porque son
bloqueados por anticuerpos antiidiotipo también producidos
por la madre (Faulk y col., 1987).

El éxito del embarazo necesita la formacidén de una
adecuada red entre anti-TLX y su anti-iciotipo mientras que
la ausencia de tal red o su formacién no equiiibrada, daria
lugar a abortos recurrentes primarios o secundarios
respectivamente (McIntyre, ° 18).

La necesidad Je p.oducir, en una mujer embarazada, una
adecuada respuesta inmune frente a estos pc.ibles antigenos
TLX constituye la base tedérica del tratamiento de las
abortadc: as habituales con transfusiones de linfocitos de
sus parejas (Taylor y Faulk, 1981).

Ademds de las transfusiones de linfocitos se han

ensaysdo, en las abortad~ras crénicas, otras formas de

tratam nto que también han dado buenos resultados Yy

ocusionan menos problamas. Se han usado 6vulos vaginales
de plasma seminal con antigeros TLX (McIntyre, 1988), ©
infusiones salinas que contienen un pool de
sincitiotrofoblasto ¥ que Sse administran por via

intravenosa (Johnson Yy col., 1988)
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INMUNOBIOLOGIA DEL TEJIDO DECIDUAL

E1l tejido decidua? es el uUnico componente materno de
la interfase materno-fetal. Aparece en el Utero gestante de
ciertos 6rdenes de mamiferos y ejerce, ent ¢ otros, un
papel inmunorregulador local en el mantenimiento del
embarazo.

Puede ser una mera coincidencia que la reaccion
decidual ocurra en ciertos mamiferos (roedores,
insectivoros, carnivoros y antropoides; Finn y Porter,
1975), en los que las células trofoblasticas oradan el
endometrio y permanecen expuestas al sistema inmune
materno, y no ocurra en otros, como los ungulados, en 108
que el endometrio permanece intacto Yy protegide del
trofoblasto. Por lo tanto, parece existir una correlacion
positiva entre l1a extensi6én de la decidualizacién y el
grado de invasion trofoblastica (Finn, 1980).

E1 tejido decidual se desarrolla en el endometrio
gestante inmediatamente después de la implantacién del
Es un tejido transitorio, ya gque cesaparece

embrién.

después del parto. Aunque la reaccion decidual ocurre en

sitio de

todo el enuyometrio, s mas intensa eéen el

jmplantacion (decidua basal) resultado de un apropiadok

microambiente.

La decidua en la especie murina y humana estd forr 1da,

principalmente. por células deciduales tipicas tipo
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estromales (que de ahora en adelante vamos a llamar células
deciduales), también contienr fibroblastos, linfocitos

monocitos-macréfagos, granulocitos polimorfonucleares,

células endometriales granulares, y vasos sanguineos (Lala

y Kearns, 1984).

Celulas deciduales

Morfologia

Las células deciduales son células grandes aunque de
tamafo variable (generalmente tienen 30um de diémetro en
humanos). Son ligeramente vacuoladas, ocasionalmante
binucleadas. E1 nicleo es generalmen .e excéntrico, redondo
u ovoide, con la cromatina uniformemente dispersa y con uno
o més nucleolos. El citoplasma es bas6filo cuando se tife
con Giemsa. Eslas cé1u1@s son distinguibles de los
macr6fagos, que muestran el nucleo arrifionado o lobulado

con cromatina condensada, el citoplasma es muy vacuolado o

espumoso. Y presentan propiedades fagociticas. A nivel

u1traestructura1, las células deciduales muest.,an

microfilamentos fibrilares (de 5 a 7nm de diametroj en el

citoplasma, reticulo endop 14smico dilatado, Y varios tipos

de uniones intercelulares en 1a membrana celular (Lala Yy

Kearns, 1984).




Ontogenia

Se han identificado (Kearns y Lala, 1983) a los
precursores inmediatos de las células deciduales como
células estromales de tipo fibroblastico del endometrio,
que aumentan de tamafo, y a través de varios ciclos
proliferativos se diferencian a células deciduales. Ademas,
Kearns y Lala (1982) muestran que las células deciduales
que aparecen en deciduomas de ratonas son descendientes de
precursores de la médula 6sea. En estos experimentos, la
reaccién decidual fue inducida en una raza murina que habia
sido irradiada y reconstituida con células de médula Osea
de un hibrido (F,) resultante de aparear la raza receptora
con otra raza distinta. La identificacién autorradiografica
del fenotipo H-2 de las céluias deciduales mostré 1la

identidad de este con el fenotipo H-2 de los linfocitos

esplénicos, y con el de 1os macréfagos del deciduoma.

Marcadores de superficie

Kearns y Lala (1985b) mediante un es;udio

autorradiografico en decidua murina, muestran Qque las

células deciduales son Thy-1% (30% en el dia 8 y 46% en al

dia 12), Lyt’, Mac-1* (8% en el dia 8 y 25% en el dia 12),

I1-A-, I-J° Y H-2*, ademas se detectaron receptores Fc en
La presencia de Thy-1

una gran cantidad de estas células.

(en ausencia de Lyt e I-J) en una subpoblacién de células

i les
deciduales indica su relacién con células estroma
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fibrobldsticas mds que con células T. AUn no esta aclarado

si la presencia de Mac-1 en una pequefa poblacién de

células deciduales supone que estas tengan algunz relacion
con los monocitos-macréfagos.

Mediante inmunizacién singénica de un ratén CBA virgen
con células deciduales de ratona CBA del dia 11 a 14 de
gestacién, se han obtenido dos anticuerpos monoclonales que
reconocen marcadores especificos de las células deciduales
(Kearns y Lala, 1985c; Kearns Yy col.,1985). Los dos
anticuerpos (IgGﬁ,unido a proteina A) son secretados por
los clonos 16F12 y 2G4F8. Estos anticuerpos reaccionan de
forma especifica con una variable pero sustancial
proporcién de células deciduales humanas y de ratas, y no
presentan ningun tipo de reaccion con el trofoblasto ni con
ningina célula leucocitaria. E1 antigeno reconocido por el
anticuerpo 16F12 ha sido denominado Dec-1.

Ademas del antigeno Dec-1, Parhar y col. (1988)
definen otras caracteristicas de 1las células deciduales

humanas. Estas células poseen vimentina citoplasmadtica pero

no citokeratina (a diferencia de las células

trofobldsticas). No poseen actividad esterasa especifica,

actividad fagocitica, ni 1a mélecula 63D3 en superficie, 10

- 7 -
cual nos permite d». wrenciarlas de 108 .~ ~ ulmer

y col.(1988b) observarn que algunas células deciduale.

reaccionan débilmente con el anticuerpo monoclonal Dako-

Macréfago.




Funciones

Ademds de Jjugar un destacado papel nutritivo al
comienzo de la implantacién, las células deciduales también
presentan funciones endocrinas ya gque secretan prolactina,
estrégenos y progesterona, y ademds tienen una funcién
‘nmunorreguladora durante el embarazo semialogénico (Lala
y Kearns, 1984).

Las células deciduales representan una importante
clase de células supresoras en la decidua humana temprana,
capaces de suprimir la alorreactividad linfocitaria (Parhar
y col., 1988). Segun estos autores el efecto supresor se
ejerce tanto en el inicio como en la progresién del MLR. La
PGE, se identificé como el mediador molecular mas importante
en esta inmunosupresion en base a los siguientes
resultados: (1) la presencia de indometacina (10°%M) o

anticuerpos anti PGE, inhiben esta supresion; (2) 1a adicién

de PGE, pura, pero no de PGF,,, produce efecto supresor de

manera dosis-dependiente; (3) 108 niveles de PGE, medidos en
el dia 4 del MLR en 1los pocillos que contienen células
deciduales se correlacionan positivamente con la cantidad
de células deciduales o el grado de supresion. La presencia

de células deciduales o PGE, al principio del MLR también

inhibe la generacion de citotoxicidad mediada por células

Ta

La supresion del MLR parece ser el resultado de Ja

; s de la activacion
acci6on de ja PGE, sobre dos evento
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linfocitaria: (1) disminucién de la expresién del receptor
para la IL-2, e (2) inhibicién de la produccién de IL-2.

Se sabe que las prostaglandinas son sintetizadas en
el amnios, corion y decidua humanos (Contractor, 1983) asi
como en la decidua murina (Viadimirsky y col., 1977).

A la PGE, se le reconoce su capacidad para suprimir in
vitro las respuestas de virtualmente todas las células del
sistema inmune (Goodwin y Ceuppens, 1983). La PGE, liberada
por la decidua podria, por tanto, suprimir la activacién de
todas las lineas celulares con capacidad litica in situ,
las cuales podrian ser potencialmente dafiinas para el
trofoblasto (Lala y col, 1988).

E1 componente leucocitario de la decidua incluye
varias subpoblaciones de células T, LGL y macroéfagos
(Kearns y Lala, 1985a). Ya que el trofoblasto presenta

aloantigenos MHC (E11is y col., 1986) y estructuras blanco

para las células NK (Chatterjee—Hasrouni y col.,1984), la

jnactivacién de las células T y de las células NK en la

decidua, mediada por la PGE, puede ser importante para la

supervivencia del concepto. sin embargo, otros estudios

muestran que la resistencia del trofoblasto a 1a 1isis

mediada por estas células no es debida a la inmunosupresion

ejercida por 1a PGE, (Head y col., 1987). Ademds, Smith y

Kelly (1988) han mostrado que aunque el tejido decidual

posee una elevada capacidad para producir PGS in vitro,

esta capacidad es suprimida in vivo por la progesterona, y
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solo se producen PGs en grandes cantidades cuando el

tejido se lava liberandose de esa supresion,

Matsui y col.

(1989) identifican una sustancia

secretada por las células deciduales que es capaz de
inhibir la proliferaciéon linfocitaria. Esta sustancia tiene
un peso molecular comprendido entre 43000 y 67000 kD, por

lo tanto, no es ningun tipo de PG.

Macré6fagos deciduales

Macr6fagos CD14* constituyen una importante poblacién
leucocitaria en la decidua humana a través del embarazo.
Poseen actividad fosfatasa &cida y esterasa no especifica
y son HLA-DR* ((Sutton vy col., 1983; Bulmer y Johnson,
1984).

Normalimente, los macréfagos estéan intimamente
asociados con el trofoblasto extravellositario en la placa
basal (Bulmer y Johnson, 1984 ; Kabawat y col., 1985, Bulmer
y col., 1288¢).

Los macréfagcs deciduales pueden jugar, en principio,

un papel fagocitico en el embarazo humano normal. Sin

embargo, tambien pueden participar en las interacciones

inmunas materno-fetales. Oksenberg Y col.(1986) han

demostrado que estas células poseen capacidad de

presentacibn de antigeno Y Lala y col. (1986) 1les han

atribuido una funcién inmunosupresora mediada por la PGE,.




Linfocitos deciduales

Otro grupo importante de leucocitos en la uecidua
humana son los linfocitos granulares deciduales (dGL), que
son LGL. Inicialmente fueron descritos por Bulmer Yy
Suderland (1984) como una inusual poblacién linfoide CD2*
CD3~ que también expresa marcadores de células NK, el CD56
(Ritson y Bulmer, 1987). Estudios inmunohistoquimicos de
tejidos incluidos en parafina y de suspensiones celulares
han mostrado, que estos linfocitos granulados son andlogos
a los granulocitos endometriales estromales definidos
previamente por Bulmer Yy col. (1987). Estos son abundantes
en el estroma endometrial en el primer trimestre del
embarazo y también en la fase latea del ciclo menstrual
(Ritson y Bulmer, 1987; Marshall y Jones, 1988; Bulmer Yy

col., 1988a).

Recientemente se ha 1levado a cabo un estudio de los

linfocitos granulares deciduales (dGL) mediante citometria

de flujo (Starkey Yy col., 1988). Estos autores han logrado

distinguir tres subpoblaciones de dGL: células CD3" cD56*
cb16- CD27, células CD3” cD56* CD16” cp2* (estas Y las

anteriores son las méas abundantes) y un pequefia proporcion

de células CD3" cD16* que expresaban debilmente el antigeno

CD56.

La mayor parte de los estudios inmunohisto1égicos de

i de
ja decidua humana detectan una escasa proporcion
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linfocitos T clésicos (CD3*) y 1linfocitos B (Bulmer vy

Suderland, 1984; Bulmer y Johnson, 1986; Khong, 1987;

Starkey y col., 1988; Lessin y col., 1988)

Celulas supresoras

La actividad supresora en la decidua murina es
atribuida a wuna poblacién de 1linfocitos pequefos,
granulados, con receptor Fc, y que no expresan marcadores
de células T o B: esta actividad supresora estd mediada por
factores solubles que bloquean la respuesta linfocitaria a
la IL-2 (Clark y col., 1986). Recientemente se ha
relacionado este factor soluble con el TGF-B (Clark y col.,
1988). Sin embargo, 1la procedencia de estas células
supresoras, asi como su relacién con otros tipos celulares,
queda aun por aclarar.

En la fase lutea existe un estado de inmunosupresion
hormono-dependiente, que parece estar mediado por
macré6fagos Yy linfocitos T supresores. Las células CD8'
pueden exprec r receptor para la progesterona (Szekeres—

Bartho y col., 1985), por 10 Qque es posible que la

supresion hormono-dependiente esté mediada por linfocitos

cp3* cD8*, que se detectan en endometrio gestante Y no

gestante (Bulmer Yy col., 1988a; Marshall y Jones, 1988).

Daya Yy col. (1989) muestran que éen la decidua humana

de embarazos normales existen células supresoras inducidas

por el trofoblasto. son células pequefias que aparecen en la
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decidua de primer trimestre de embarazos normales y liberan

factores solubles que bloquean a la IL-2. Estos factores

solubles tienen un peso molecular de 22 y 44 kD,

respectivamente (Daya y col. 1987). Estos datos son

similares a los hallados en sistemas murinos, donde las
pequefias células supresoras se localizan en el sitio de la
implantacién, y parecen ser linfocitos granulados no T.
Resumiendo todo lo anteriormente expuesto, la linea y
distribucion de las células responsables de 1la inmuno-
supresi6én en la decidua humana y murina estédn todavia por
aclarar. Hasta el momento no se ha podido establecer la
correlacién entre los estudios funcionales y las células
identificadas por inmunohistoquimica. Macréfagos,
linfocitos CD3* CD8* y linfocitos granulados parecen Sser
los responsables de la actividad supresora de la dec%dua
humana, pero el papel de las poblaciones no leucocitarias,
tales como las células epiteliales glandulares y las

células deciduales estromales, también debe ser tomado en

cuenta.

células NK. Actividad NK

Se ha encontrado actividad NK en suspensiones

. . 2 ’
deciduales murinas, alcanzando un pico maximo el dia 6°5 de

3 o +
gestacion (Croy y col., 1985). Las células NK asialo—-GM1

se localizaron en la decidua basal (Croy Y Kassouf, 1989).

i i n
Ademas de estas células, en la decidua murina se ha
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detectado unas células grandes y granulares que forman

parte de las glandulas metriales y que se han denominado
granulocitos metriales glandulares (GMG) (Stewart y Peel,
1980; Stewart, 1984). Recientes estudios de
inmunof luorescencia muestran que las células GMG expresan
asialo-GM1 y antigeno Thy! (Mukhtar y Stewart, 1989). Estos
resultados junto con el hallazgo de perforina en sus
granulos (Parr y col., 1987), sugiere que las células GMG
pueden ser un tipo de células NK. Sin embargo, las células
QMG en cultivo son incapaces de lisar células YAC (Croy y
Kassouf, 1989). Los sobrenadantes de cultivos de células
GMG pueden suprimir la respuesta linfocitaria a mitégenos
y la lisis de células YAC mediadas por células NK
esplénicas. Por 1o tanto, las células GMG podrian mediar un
estado de inmunosupresién (Croy y Kassouf, 1989).

La detecci6on de linfocitos granulados CD56* en la

decidua humana ha 1levado a distintos autores a determinar

su actividad NK. King ¥ col.(1889) aislan leucocitos de
decidua humanz de primer trimestre y demuestran que poseen
actividad NK frente a células K562, pero son incapaces de

jisar a las células del trofoblasto.
Como ya hemos referido anteriormente las cé]ulas‘dei

trofoblasto murino y humanc son resistentes a la lisis

mediada por actividad NK. sin embargo, el trofoblasto

murino es susceptible a la lisis mediada por células LAK

(Drake Yy Head, 1988). En el embarazo normal parece existir
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un mecanismo de inhibicién de la IL-2, por lo tanto, la

pérdida de este mecanismo puede dar lugar a la generacién
de células LAK y a la lisis del trofoblasto (Bulmer,

1989).

Un resumen de las distintas poblaciones leucocitarias

de la decidua murina y humana se muestra en la Tabla III




Tabla III: Leucocitos en decidua humana y murina (Bulmer, 1989).

Tipo celular Fenotipo Posible funcién

Ratén

Celulas supresoras Linfocitos pequefios Inmunos
I upresién: bloqueo
(trofoblasto-dependiente) granulados, o T, no B, de IL-2 via TGF—betgq
FcR*

Células supresoras Linfocitos Inmunosupresién
(hermono-dependientes) Thyt*. Lyt2*

Macréfagos F4/80*, MHC claseII* Presentacién de antigeno
Inmunosupresion

Ccélulas GMG Cel. grandes granuladas Lisis trofoblastica,
LCA* (rata), Thyt*, inmunosupresién, produc-
asialo-GM1*. cién de fac. de crecimiento

Células NK LGL, asialo-GM1* Actividad NK

NKH1*, CD38*, CD2*, Actividad NK, produccion
cb2*/-,cD3", CD16™. de fac. de crecimiento.

Linfocitos 7 cD3*, CD8*. Inmunosupresion

+  HLA clase I presentacién de antigeno
gl - inmunosupresion.
Inmunosupresion: bloqued

efios
Linfocitcs pequ de JL-2 via factores solubies

supresoras
Cutuies sep granulados, no T, no B

(trofoblasto—dependiente)

e e




OBJETIVOS




58

Durante el embarazo viviparo, podemos considerar al

feto como un injerto semialogénico para 1 sistema inmune

de la madre; sin embargo, no es rechazado por ésta.

Distintos trabajos sugieren gue los mecanismos claves que
protegen al concepto residen en la interfase materno fetal.
Aunque estos mecanismos no son bien conocidos, la decidua
parece desempefiar, en ellos, un papel importante.

Aunque se sospecha que 1las células deciduales son
células inmunes, su fenotipo inmunolégico no ha sido aun
completamente establecido. Uno de los objetivos de esta
tesis, por tanto, es analizar los marcadores inmunes que
expresan estas células, y que permita relacionarlas con
otras células inmunes ya establecidas.

Diversos autores han estudiado 1la presencia de
distintas poblaciones leucocitarias en la decidua. Estos
estudios, sin embargo son parciales Y frecuentemente

controvertidos. Otro objetivo de esta tesis doctoral es

determinar, de la forma mas precisa y completa posible, la

caracterizacion, proporcién y distribucién de los

leucocitos en ia decidua.
Finalmente, pretendemos determinar si existen

diferencias significativas entre la decidua de primer Y

tercer trimestre, que nos permita concluir sobre posibles

variaciones de las parametros a estudiar a lo largo del

embarazo.




DOS

MATERIAL Y METO




TEJIDOS

- Amigdala procedente de amigdalectomias, usada como
tejido control para la titulacién de los distintos

anticuerpos monoclonales utilizados en el estudio

inmunohistolégico.

- Decidua basal de primer trimestre (22 casos)
procedente de gestaciones de 9 a 11 semanas, obtenida.
mediante biopsia corial destinada a diagnéstico precoz de
alteraciones cromosémicas fetales. De los 22 casos, 12 se
procesaron para estudio inmunohistolégico y en 10 se
realizaron las supensiones celulares.

- Decidua basal y miometrio a término (7 casos),
obtenida mediante biopsia durante ceséarea. Las cesdreas
fueron debidas a malposiciones fetales, estrechamiento del

canal del parto o cesdreas anteriores. Estas muestras solo

se utilizaron en el estudio inmunohistolégico

- pecidua y trofoblasto a término (23 casos) obtenidos
de placentas procedentes de partos esponténeos y a término.
En cada caso Sse comprobdé que el embarazo fue normal. En 9

casos, l1a muestra p]acentaria se obtuvo del centro de la

placenta Y contenia tanto componente fetal (trofoblasto Yy

estroma p1acentario), como componente materno (decidua);

estos, Se procesaron para el estudio inmunohistolégico.
?

para la realizacion de 1las suspensiones celulares se

i 1
utilizaron los 14 casos restantes, de cada uno se disec6 la




cara materna de la placenta.

Los tejidos se procesaron inmediatamente después de su
recogida salvo las muestras de decidua de primer trimestre
que se mantuvieron en medio de cultivo durante un tiempo,
{en ningln caso superior a una hora). Para la realizacién
de! estudio inmunohistolégico los tejidos fueron

seccionados en piezas de 30-70 mm® aproximadamente, y hasta

su utilizacién se conservaron a -180Q2C en nitrégeno

1iquido.




TECNICAS INMUNOHISTOLOGICAS/INMUNOCITOLOGICAS

Se han utilizado dos métodos immunohistolégicos, el
uso de uno u otro dependié del tipo de la Ig constituyente
del anticuerpo monoclonal. Cuando el anticuerpo era del
tipo IgG se usé el método de innmunoperoxidasa indirecta,
mientras que si el anticuerpo era del tipo IgM se prefirid
utilizar el complejo preformado estreptavidina-peroxidasa
biotinilada.

Como paso previo, las piezas fueron cortadas en
congelaciotn a b5u, montadas sobre portas albuminados (para.
impedir el desprendimeinto del tejido durante el desarrollo
de la técnica) y fijadas en acetona absoluta a 4QC durante
10 minutos. Una vez fijados, se marcaron los portas con un
doble circulo en torno al tejido, para impedir la difusion

de los antisueros. Hasta su utilizacion, los portas se

conservaron a -20QC.

E1 desarrollo de estos métodos fue el siguiente:

10. Las secciones tisulares, que estaban conservadas a -

200C se mantienen 30 min. a temperatura ambiente, Yy Sse

hidratan durante 15 min. con PBS

20. Se bloguea 1a peroxidasa enddgena con H,0, al 3%

durante 10 min.

30. Se lava con pBS durante 5 min.

40. Se bloquean los receptores Fc con suero humano AB

durante 15 min. Se retira el suero sin lavar.
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50. Se incuba con el anticuerpo monoclonal (tabla IV) a

las diluciones resefiadas durante 30 min.
Se lava tres veces con PBS (3 min. por lavado)
. Se cubren las secciones con suero humano AB durante
. Se retira el suero sin lavar.

Se incuba con anti-1gG de ratén marcada con
peroxidasa (Bio-Rad) (con el método de la inmunoperoxidasa
indirecta) diluida a 1/100, o bien, con anti-IgM de ratén
marcada con biotina (Sigma) (con el meétodo de la
estreptavidina peroxidasa-biotinilada) diluida a 1/100,
durante 30 min.

90. Se repiten los pasos 6Q y 79

10Q@. Cuando se usa el sistema de la estreptavidina se
incuban las secciones con el complejo preformado de
estreptavidina peroxidasa biotinilada (Amershan) a una
dilucion de 1/300 durante 30 min.

119. Se repite el paso 62

120. Se revela la reaccibn con diaminobencidina al 0°05%

bajo control microscopico.

pPara preparar la diaminobenzidina se pesan 5 mgr de

3,3 Diaminobenzidina t&trahidroc1orhidrica (sigma) Yy se

afaden a 10 ml1 de buffer pg* a pH 7,6. De esta solucion se

pueden hacer alicuotas de 1 ml que se pueden condervar a -

200c. jnmediatamente antes de usar la solucion de

3%.
diaminobenzidina (1m1) se le afaden 10 yl de H,0, al 3




* Preparacién del buffer PB:

.KC1 (Merck, R.F.A.)

.Na,HPO (

-KH,PO  (

Hasta 1000 ml de agua destilada.

130. Se para la reaccién con PBS durante 5 min.

140. Se lavan los «cortes con agua corriente Yy
posteriormente con agua destilada

150. Se contratifen con hematoxilina (Hematoxilina de
Mayer. Sigma)

160. Se deshidratan con alcohcles a distinta concentracion
(50%, 70%, 96% y absoluto) y xilol. Se montan con la resina
Eukitt.

Todas las incubaciones se realizaron a temperatura
ambiente y en camara humeda. Las diluciones de los

anticuerpos monoclonales, del segundo anticuerpo Y del

complejo de estreptavidina peroxidasa biotinilada se

realizaron con PBS-BSA al 1%.

En cada técnica se incluydé un control de especificidad
en el que se sustituyé el anticuerpo monoclonal por pPBS—-BSA
1% y un control positivo constituido por secciones

criostaticas de amfigdala humana O extensiones de 1jnfoc1tos

de sangre periférica.




Tabla IV: Ant.icuerpos

Anticuerpos

cD

monoclionales usados en inmunohistoquimica

Células reconocidas

Casa comercial

BMAO30

CD3

Linfocitos T

Behring, RFA

T4

OKT4

CD4

Subpoblacidon de Ti y LT

(helper/1nducer)

Coulter, EE.UU.

Ortho, EE.UU.

BMAO81

OKT8

Subpoblacién de Ti y LT

(citotéxicos/supresores)

Behring, EEUU
Ortho, EE.UU.

OKM1

M, G, NK

Oorthe, EE.UWU.

MO2
OKM14
Anti-leuM3

M, Mac,LHC

Coulter, EE.UU.
Ortho, EE.UU.
Becton Dickinson,EE.UU.

OKNK

BMAO70

NK, G, Mac

Ortho, EE.UU.

Behring, RFA

B1

Linfocitos B

Coulter, EE.UU.

Anti-HLe1

Leucocitos

Becton Dickinson,EE.UU.

Anti-Leut9

NK, LT activados

gecton Dickinson,EE.UU.

Anti-Leu?

NK,LT, subpoblacién de LB

Becton Dick1nson,EE_UU_;‘f\i,

w6/32

Todas las células
nucleadas

Seralab, GB 1/50

OKIat

LB y LT y M/Mac activados

ortho, EE.UU. 1/100

vimentina

células derivadas del
mesénquima

Bio-Yeda EE.UU. 1/25

Ti: timocitos; LT:
Mac: macro6fagos;
* £1 anticuerpo

de los Ags. H

linfocitos
NK: células
W6/32 reconoce un determinante mon

LA de Clase I

T; LB: Linfocitos B; M: mon

: . células de Langerhans.
o omérfico de 1as cadenas pesadas

ocitos; G: granulocitos;




Criterios morfolégicos

Morfolégicamente las células deciduales fueron

identificadas por su gran tamafdo y contorno redondeado o
poliédrico. Son ligeramente vacuoladas, ocasionalmente
binucleadas, pero la mayor parte poseen un solc nlcleo
redondo u oval, con la cromatina uniformemente dispersa y
con uno o mas nucleolos (fig. 1). Los macréfagos son algo
més pequefios que las células deciduales y de contorno
frecuentemente irregular. Presentan nucleo en posicién
variable, arrifonado, sin nucleolo evidente y con cromatina
gruesa. E1 citoplasma es altamente vacuolado. Las células
linfoides son las mas pequefias, de contorno redondeado,

nucleo redondeado y escaso citoplasma.

Estimacién del porcentaje de células positivas

Hemos considerado como positiva, la tincion de
coloracién parduzca en los citoplasmas celulares. La
intensidad de 1a-tincién no ha sido valorada. No se ha
considerado positivo la tinci6én de fibrina, de las zonas
de necrosis y de los margenes del tejido.

E1 recuento de 1las células positivas Yy negativas se

utilizando el objetivo de

realizé con microscopio 6ptico,

40x y eiigienco al azar un minimo de 10 campos

! da
microscépicos en cada secci’sn. Luego se calculé para ca

seccibébn y para cada marcador de superficie el porcentaje de

células pozitivas.




ula decidual tipica (x500)

Figura 1. Cél




PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES

E1l tejido decidual es separado cuidadosamente del

trofoblasto y se lava abundantemente en PBS para eliminar
todos los elementos sanguineos contaminantes.

A continuacién se cortan en pequefias piezas que se
mantienen en PBS. Cada pieza se desmenuza concienzudamente
con pinzas y bisturi, ayudado con el émbolo de una jeringa
de 10 m1. El tejido desmenuzado se va pasando a un bote con
100 m]1 de medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma) sudiementado
con 10% de suero fetal de ternera (Gibco) (que ha sido
previamente descomplentado durante 30 min. a 56QC), 100.000
U/1 de penicilina y 0,05 gr/1 de gentamicina.

Una vez desmenuzado todo el tejidn se filtra a través
de una gasa y se centrifuga a 400g durante 10 min. E1 boton

celular se resuspende en 8 ml de medio de cultivo.

FRACCIONAMIENTO DE LAS SUSPENSIONES CELULARES MEDIANTE

GRADIENTES DE DENSIDAD

para fraccionar las suspensiones celulares utilizamos

gradientes discontinuos de percoll (Pharmacia).

En primer Jlugar Sse preparé una solucién de Percoll

jsosmético con 9 partes de Percoll y 1 parte de CiNa 1,5 M

A partir de esta solucion de Percoll isosmbético se

obtuvieron 10s distintos gradientes de densidad diluyendo

esta solucién con CiNa 0,15 M de acuerdo con 1a siguiente




férmula:

vy

Vi (Pi-P)
(P -Py)

Donde:

Vy
Vi
Pi
Py

=)

volumen del C1Na 0,15 M expresado en ml

volumen de Percoll isosmético expresado en ml
densidad del Percoll isosmético, que es 1,123 gr/ml
densidad del C1Na 0,15 M, que es 1,0058 gr/ml
densidad del gradiente que queremos preparar

En la tabla V mostramos como se prepararon los 6

gradientes de densidad

Tabla V: Preparacion de las gradientes de densidad con

~ercoll isosmético y CiNa O0’15M

Gradiente (gr/ml) percoll isosmético CiNa 0,15 M

1,013
1,027
1,036
1,047
1,059

1,080
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Estos se fueron alineando uno scbre otro desde el mias

denso al menos denso en un tubo de cristal de 20 ml. En
cada tubo se pusieron 2 ml de la solucién de 1,080, 3 m1 de
la de 1,059, 4 m1 de la de 1,047, 4 ml de la de 1,036, 3 ml
de la 1,027, 1,5 ml de 1a de 1,013. A continuacidn se
afadieron a cada tubo 2 ml de la suspensién de células que
habfamos preparado y se centrifuga a 400g durante 10
minutos.

Despuéé de las centrifugacién se recogen las distintas
fracciones celulares con pipetas Pasteur de plastico y se
lavan con PBS-EDTA 0,2% durante 10 min. a 400g. Una vez
lavados se decanta y se resuspende el botén celular en 1
m1 de medio de cultivo. A continuacién se cuentan las
células de cada fraccioén en una camara de Neubauar con
microscopia de contraste de fase y se determina en cada

fraccion la morfologia celular. Para su uso posterior el

namero de celulas se ajusta a una concentracién de 3x10%-

8x10%.

PREPARACION DE EXTENSIONES CELULARES PARA INMUNOCITOQUIMICA

se extienden 25 4l de células a la concentracién antes

: ‘ 1 "
citada en portas albuminados Y Se dejan secar al aire o e

a 379C. Una vez secas las extensiones, Sé€ fijan

ante 10 min. a 49C. Ya fijadas se

una estufa

en acetona absoluta dur
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conservan a -202C hasta su utilizacién. Algunas de estas

extensiones celulares se tifieron con hematoxilina-eosina

para determinar la composicién celular de las distintas

fracciones celulares.

ANALISIS DE ANTIGENCS DE SUPERFICIE POR CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo clasifica 1las células
detectando simultaneamente la dispersi6n de la luz que
producen cuando las atraviesa un rayo laser asi como la
fluorescencia verde y roja. La dispersién de la luz es
producida por reflexiébn, refraccién y difraccién de la luz
del laser cuando incide sobre la superficie celular y sus
organelas. Por otro lado, la fluorescencia puede ser medida
marcando las células, previamente, con un fluorocromo. EN
nuestro caso, como marcadores celulares utilizamos
anticuerpos monoclonales conjugados con FITC (isocianato de

fluoresceina).

En nuestro estudio el citémetro de flujo utilizado fue

el ORTHO CYTORON (ortho).

Anticuerpos monoclonales

En la tabla vl se describen las caracteristicas de

estos anticuerpos
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Tabla VI: '
Relacién de 1los anticuerpos monoclonales

utili i
izados en el estudic mediante citometria de flujo

Células que detecta Isotipo

OKT3-FITC LT

OKT4-FITC Subpoblacién de LT
y Ti { helper/inducer)
OKT8-FITC Subpoblacién de LT y
Ti (citotox./supres.)
OKT11-FITC LY
OKpanB-FITC LB
OoKB20-FITC LB
OKNX-FITC NK, G, Mac
OKDR-FITC LB, LT activados, M
y Mac activados

OKM14-FITC ‘M, Mac, LHC 19G,,

Ti: timocitos; LT: 1infocitos T; LB: Linfocitos B; M:
monoc1ios; G: granulocitos; Mac: macréfagos; NK: células
NK; LHC: células de Langerhans.

Preparacion de las muestras

En tubos de plastico de 3 ml se ponen 100 ul de

células a 1a concentracion antes indicada Y 10 ul de

anticuerpo monoclonal. Se incuba durante 30 min. en un bafio
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de hielo. A continuacién se le aRade 1 ml solucién de

lisisx para lisar los escasos hematies contaminantes y

pasados 10 min se lee en e) citémetro. En cada caso

paralelamente se usaban controles con un apropiado isotipo
de Ig de ratén para monitorizar la tincién no-especifica,
*Preparacién de la solucién de lisis:

- 8,26 gr de cloruro de amonio

- 1 gr de bicarbonato potasico

- 0,037 gr de Tetrasodium EDTA

Se completa hasta un litro con agua destilada.

Contaje de las céiulas positivas

E1 porcentaje de células positivas se calcula por
integracién del 4rea bajo la curva cuyo umbral viene
sefalado por la tincién inespecifica (fig. 2). 1la
positividad se estableci6 en la poblacién total de celulas,
salvo cuando se analizaron las células que componian la
fracciébn de mas densidad (1,080) . E1 citograma que
resultaba al analizar esta fraccién nos mostraba una sola

poblacién celular que se disponia de la misma manera que

los linfocitos de sangre periférica, por 1o que decidimos

establecer una ventana que abarcara tal poblacién y en la

que chiuvimos el porcentaje de células positivas paru cada

marcador.




50-' 150 250
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Figura 2. Patrones de positividad que han aparecido al analizar los

marcadores de superficie de las células de las distintas fracciones

celulares, mediante citometria de flujo. La curva de trazo discontinuo

n inespecifica Y la curva de trazo

representa e] contrel de tinci6

continuo representa la tincién especifica. La proporcion de células

positivas se calcula por integracién del 4rea que gueda por debajo de

1a curva de trazo continuo y a 1a derecha de la flecha. En el eje de

abcisas, se representa la cantidad de fluorescencia en forma G2 funcion

logarfitmica. En el eje de coordenadas estd el ntmero de células




METODOS ESTADISTICOS

Cdlculo de los valores medios y de su desviacién estandar

Pira el cdlculo de las medias utilizamos la expresién:

I X,
i=1

;:—_-
n
: n
Siendo ’Z1xi= la suma de todos los valores encontrados,
1=
donde n = nimero de casos observados.
E1 célculo de 1la desviacién estandar se realiza

mediante la férmula:

n
D.S. = 1 g 2 xt - _(3 81_)3
n-1i n

121
n
siendo .I xﬁ 1a suma de los de los cuadrados de

i=1
los valores observados.

Andlisis de la varianza de dos vias (test de homogeneidad

de varias muestras apareadas)

Este test se utilizé para comparar el porcentaje de

células positivas para cada marcador en las 5 fracciones de

densidad estudiadas.

Los datos debieron ser transformados para la

realizacion de este test. El porcentaja de células

poditivas que viene expresado en tanto por ciento (F,) se

transformé en tanto por uno (f*) y con esto se calculé el

arco sen\/i’i que fue lo que se utilizé para realizar el
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andlisis de la varianza. A continuacién se construyd una

tabla para cada marcador inmune donde en las filas se
representaban los datos por cada caso y en las columnas los
datos para cada fraccidon (debido a la naturaleza del test
se tuvieron que rechazar aquellos casos en los que un
marcador no se pudo estudiar en las cinco fracciones). El
test analiza la homogeneidad de datos tanto por filas como
por columnas, aunque en nuestro trabajo solo nos interesa
el resultado por columnas. E1 test se realizd mediante un
programa estadistico OXSTAT en un ordenador EPSON
compatible.

Cuando el resu]tadoﬂ del test di¢ significativo se
hacen comparaciones por parejas wmediante el métocdo

secuencial de Newman Yy Keuls.

Test de Wilcoxon para comparar dos muestras de variables

cualesquiera

Este test se utilizé para comparar los resultados

entre la decidua de primer trimestre y 1a decidua a término

para cada marcador. Se compararon asfi tanto los resultados

inmunohistolbgicos como los de las suspensiones'celu1ares.

padas dos muestras independientes de tamafios n, Y N,

' s en una sola
(n,<n, por convenio) se unen las dos muestra /

se ordenan de menor a mayor Y se asignan rangos 2a sus

elementos. A continuacién se calculan las sumas de rangos

R, ¥ R, de los elementos de cada una de las muestras, y se
1 2
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le 1l1ama R“p a la suma de rango (R,) de la muestra de menor

tamafio. Como en nuestro caso todas las n,+n,<30, se compara

la Rexp CON 1a R, en la tabla que corresponde
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DISTRIBUCION TISULAR DE LOS DISTINTOS ANTIGENOS ESTUDIADOS

POR INMUNOHISTOLOGIA

EXPRESION DE CD45

EL antigeno comin leucocitario o CD45 es ampliamente
expresado por todos los tejidos que integran la interfase
materno fetal en los dos trimestres estudiados.

En decidua de primer trimestre las células positivas
corresponden a acumulos linfoides, macréfagos, células
fusiformes y células de aspecto decidual. Es de destacar,
como en otros marcadores, que mds tarde analizaremos, 1a
disposicion perivascular de las células positivas (fig.3).

También en decidua de tercer trimestre aparecen
linfocitos, macréfagos Yy células de aspecto decidual CD45*

(fig.3). No existen diferencias significativas en 1a

proporcioéon de células posifivas en el tejido decidual de

los dos trimestres estudiados (tabla v1I, fig.#), En el

estroma placentario expresan este marcador tanto Yinfocitos

como macréfagos .




o linfoide en decidua de primer
s en decidua

Expresion de CD45. A: acimul
deciduales, fusiformes y linfoide

trimestre (x400). B: células
de primer tr . C: tincidn perivascular que corresponde
s, en decidua de primer

Figura 3.

mayoritariamen
decidua a término (x400).

(x400). D: células decidua




Tabla VII: Porcentaje medio de células CD45* en decidua de primer y
tercer trimestre.

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células Media SD Media S0 (ny,n,) Significacién

cD45* 41,09 9,19 43,17 17,98 (6, 11) NS

Expresion de CD45

% de células positivas

imer y tercer
5* en decidua de Ppr

medio de células CD4
Figura 4. Porcentaje

trimestre




EXPRESION DE CD3, CD4, CD8 y CD20

Los antigenos caracteristicos de las células T como
son CD3, CD4 y CD8 se expresan en baja proporcién en
decidua de primer timestre (fig.5), y en decidua (fig.6) y
estroma placentario de tercer trimestre (fig.7). Las
células positivas, de morfologia linfoide, se disponen
tanto en forma de acumulos como de forma aislada. Es de
destacar la presencia de algunas células de aspecto
macrofdgico CD4* en todos los tejidos estudiados (fig.8).

Al comparar los resultados obtenidos en decidua de
primer y tercer trimestre (tabla VIII, fig.9) observamos
que la proporcién de células positivas para estos
marcadores es significativamente superior en el caso de la
decidua de tercer trimestre (p<0’'01).

No se han detectado células CD20 positivas (células B)

en ningun caso (figura 10)




nfoides €D3* (x400).
es CD8* (x400).

Figura 5. pecidua de primer trimestre. A: células 1i
B: Células linfoides cD4* (x400). C: células linfoid
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Figu

ra 6. Decidua a férmino.
(x400). C: Linfocitos cps*

A: Linfocito
(x400).

s CD3* (x400). B: Linfocitos CD4*




Figura 7. Linfocitos CD3* en el Figura 8. Macr6fagos CD4* en
estroma placentario a término el estroma placentario a término

(x400)

rio de tercer trimestre. No se detectan células

Figura 10. Estroma placenta
€D20* (x200)
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Tabla VIII: Porcentaje medic de células CD3*, células CD4*, células CD8* y células
*  CD20* en decidua de plimer y tercer trimestre.

a v
Pr_1|ner Trimestres Tercer Trimestre

L4

Células Medfa - SD  Media sD Rexp (NysNz) Significacion

o3t 6 1,9 17,5 87 (8, 11) p<0,01
cD4* 5 15,25 (8, 11) p<0,01
cos* - 12,33 11) p<0,01
co20* (6, 11) %

[ 1qTrimestre B8 3aTrimestre

30r

% de células positivas

* cps* y células
g. Porcentaje medio de células CD3*, células CD4", células
gggg‘men.decidua de primer Y tercer trimestre.




EXPRESION DE CD11b Y CD14

E1 antigeno CD11b es el receptor de C3bi y estéa
presente en monocitos, granulocitos y células NK; su
expresion fue escasa en todos los tejidos estudiados. En
decidua de primer trimestre aparecen células linfoides y
células de aspecto macrofdgico CD11b*. En decidua a término
se detectan células de aspecto macrofégico positivas y en
el estroma placentario aparecen linfocitos, macréfagos y
granulocitos cD11b* (fig.11).

No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar la proporcién de células

positivas para este antfgeno en primer y tercer trimestre

(tabla IX, fig.12).

La expresion de cD14 (caracteristico de monocitos-

macrofagos, y células de Langerhans) se determiné mediante

tres anticuerpos monoclonales: MOZ, anti-1euM3 y OKMi4, sin

embargo, los dos primeros no dieron ningun tipo de reaccion

en ninguno de lcs casos astudiados.
En decidua de primer trimestre se detecta un 23% de

células cD14* que son ~undamentalmente células de aspecto

macrofégico (fFig.13), también aparecen algunas células

fusiformes, Y en algun caso células de aspecto decidual.

y forma
Las células positivas pueden aparecer en acumulos, de

aislada o con disposicion per1vascu1ar.
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También se observan células de aspecto macrofagico

CD14* en decidua de tercer trimestre y en el estroma

placentario (fig.13), de forma aislada aparece alguna

célula decidual positiva.

Aunque la proporcién de células CD14* es superior en la
decidua de tercer trimestre respecto a la del primer

trimestre la diferencia no es estadisticamente

significativa (tabla IX, fig.12)




ositivas en decidua
n decidua a término

Figura 11. Expresion de cD11b. A: Células linfoides p
de primer trimestre (x400). B: Macréfagos positivos e

(x400).




Tabla IX: Porcentaje medio de células CD11b* y células CD14* en
decidua de primer y tercer trimestre.

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células  Media SD Media sD Rexp (Nys0p)  Significacion

cD11b* 7,64 8,29 11,40 7,64 49,5 (5, 1) NS

cD14* 23,09 6,28 31 9,04 102,5 (8, 11) NS

[ 1gTrimestre Bl 3cTrimestre

50

% de células positivas

14*
Porcentaje medio de células cD11b* y células cD

Figuea 1. de primer y tercer trimestre.

en decidua




er trimestre (x400). B:

D14*: A: en decidua de prim
jo a término (x400).

Figura 13. Macréfagos C
(x400). C: en estroma placentar

en decidua a término (X




EXPRESION DE CD16, CD56 Y CD57

Para determinar la presencia de células NK en la

interfase materno-fetal se han estudiado tres marcadores de

superficie: CD16 (FcgIIIR, que ademds de en las células NK
se puede encontrar en granuloci.os Y macréfagos), CD56
(caracteristico de células NK, aunque también se detecta en
linfocitos T activados) y CD57 (que se expresa en células
NK, en algunas células T y en una subpoblacién de células
B).

E1 antigeno CD16 se estudié mediante los anticuerpos
monoclonales BMAO70 (que no dio ningtn tipo de reaccién) y
OKNK, con el que si se obtuvieron resultados.

En decidua de primer y tercer trimestre aparecen
células de aspecto linfoide y en algunos casoSs células de
aspecto deciduail CD16* (fig.15). En estroma vellositario a
términoc, se detecta este receptor en linfocitos ¥
granulocitos. La proporcion de células cpi16* es signifi-
cativamente superior en décidua de tercer trimestre que en
1a decidua joven (p<0’'01) (tabla x, fig.16).

En decidua de primer trimestre se ha detectado una
expresion  del antigeno  CD56, que aparece

gran

principa]mente en células de aspecto 1infoide y en células

de morfologia decidual, es de destacar, que en las zonas de

decidua esponjosa con gran riqueza glandular 1as células

i ici i jvascular
cDs6* tienen una disposicion per1g]andu1ar y per

(fig.17).
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La expresién de CD56 en decidua de tercer trimestre es

inferior a la del primer trimestre aunque no de forma

significativa (tabla X, fig.16) y corresponde a células de
aspecto linfoide (en un caso aparece también en células de
aspecto decidual). En el estroma placentario se detectan
aislados linfocitos CD56*.

En ninguno de los tejidos estudiados se observan

células CD57* (fig. 19).




Di6. A: Células 1infoides positivas en decidua de

(x400). B: Acimulo linfoide en decidua a término, entre

n algunas células de aspecto decidual
término

Figura 15. Expresion de C

primer trimestre
los linfocitos también se detacta
cpi16* (D) (x400). C: células deciduales pusitivas en decidua a

(x400).




Tabla X: Porcentaje medio de células CD16*, células CD56* y células CDS7* en
decidua de primer y tercer trimestre.

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células Media sSD Media SD R.xp (ny,n,) Significacién

cD16* 12,22 6,83 25,43 4,69 81 (1, 9) p<0,01
cDs6* 32,67 8,90 16,29 14,92 40,5 (7, 9) NS
cD57* (7, 9) o

[ 1aTrimestre R 3oTrimestre

50

40

% de células positivas

o jdua de primer
o de células cD16*, CD56* y CD57" en dec

Figura 16. Porcentaje med1
y tercer trimestre.




primer trimestre. A: células
tincion

cD56 en decidua de

Figura 17. Expresion de
B: tincidn perivascular (x400). C:

deciduales positivas (x400).
perig?anduIar (x400)




Figura 19. Decidua de primer trimestre de gestacién. No se

detectan células cp57* (x400)




EXPRESION DE ANTIGENOS HLA DE CLASE I

Para detectar la expresién de los antigenos HLA de

clase I se ha utilizado el anticuerpo monoclonal W6/32, que

reconoce un determinante monomérfico de las cadenas pesadas
de estos antigenos.

Todas las células del tejido decidual y del estroma
placentario en ambos trimestres del embarazo son HLA clase
I*. Asi mismo también expresan estos antigenos, aunque en
menor intensidad, las células del citotrofoblasto
extravellositario. E1 sincitiotrofoblasto es negativo en

todos los casos (fig.20).




Figura 20. Expresion de Ags. HLA de clase I. A: en decidua de primer
todas las células de la decidua son positivas

trimestre se observa como

mientras que el s1nc1t10trofob1asto sefialado es negativo (x100). B: en la

placenta a término el estroma placentario expresa antigenos HLA de clase
I mientras que en el sinc1t1otrofob1asto no se detectan (x200). C:

Citotrofoblasto extrave11os1’tar1o, que es positivo para este marcador
(x400)
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EXPRESION DE ANTIGENOS HLA-DR
L

o

. Los anFigeno§ DR han sido detectados en una importante

.

proporcién dg‘cé1ufas de la interfase materno fetal. Tanto

-
" -

en decjdha dgiprﬁmer trimestre como en decidua de tercer
trimestre. Estas células corresponden a linfocitos, células
de aspecto Tacrbfégico, células de aspecto decidual Yy
células fusiformes en decidua de primer trimestre (fig.21),
no existiendo diferencias estadisticamente significativas
en la proporcién de células DR* en ambas deciduas (tabla XI,
fig.22).

Es de destacar la expresién de antigenos HLA-DR por
parte de los endotelios venulares en decidua de primer Yy
tercer trimestre (fig.23), mientras que 108 endotelios
arteriolares son negativos, aunque existe una elevada
expresion de este antigeno a nivel periarteriolar (fig.24).

También se ha estudiado la expresioén de antigenos HLA-
DR en miometrio de tercer trimestre, observéndose también

en endotelios, asi como en células linfoides (fig.25).

En el estroma placentario a término este antigeno es

expresado por linfocitos ¥ macrofagos.




Figura 21. Expresion de HLA-DR. A: células deciduales positivas en decidua
Actimulo linfoide en decidua de primer

de primer trimestre (x400) B:
trimestre (x400) C: Macréfago DR* en decidua a
1infoide en decidua a término, entre los linfocitos se 0

aspecto decidual (D) {x400)

término (x400). D: Acumulo
bservan células de




Tabla XI:
trinestre

Porcentaje medio de células HLA-DR* en decidua de primer y tercer

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células Media SD Media SD R (n,,n,) Significacién

oxXp

DR* 27,92 4,96 23,89 11,63 81,5 (9, 12) NS

Expresion de HLA-DR

% de céluias positivas

j p
gu a L]

trimestre.




A: Decidua de primer trimestre (x400)

Células endoteliales DR*.

Figura 23.
de tercer trimestre (x400)

B: Decidua




Figura 24. Decidua de primer trimestre. Los endotelios arteriolares son
DR™,aunque es de destacar la marcada tincion periarteriolar (x400)

ometrio a término (x400)

élulas endoteliales DR* en mi

Figura 25. C




EXPRESION DE VIMENTINA

La vimentina aparece en todas las células

mesenquimatosas, como linfocitos, células deciduales y

endotelios, estando ausente en trofoblasto y en células

glandulares (fig.26)




tina A: Decidua de primer trimestre, donde
pitelio glandular, mientras que el resto del
jtivo (x100). B: Placenta a término, el
las células que componen el

Figura 26. Expresion de vimen
destaca la negat ividad del e
tejido es intensamente pos
trofoblasto no tiene vimentina a diferencia de
estroma vellositario qdonde si se detecta




107

SEPARACION DE LAS SUSPENSIONES CELULARES

MEDIANTE
GRADIENTES DE PERCOLL.

Las suspensiones celulares, obtenidas como se describe
en "Material y Métodos", procedentes de tejido decidual de
primer vy tercer trimestre se fraccionaron por
centrifugacién sobre 6 gradientes de Percoli de distinta
densidad (ver "Material y Metodos).

De esta manera se obtuvieron 6 fracciones (fig 27), de
las cuales, la que estaba situada sobre el gradiente 1.013
s61o contenfa restos celulares, por lo que fue desechada.

Mediante extensiones celulares tefiidas con
hematoxilina-eosina se 1legé a determinar, de forma
aproximada, la composicién celular de cada capa de céiulas

(tabla XII, fig.28).




i
e S st

tras la

27. Fracciones celulares obtenidas

&lulas deciduales sobre

Figura

centrifugacion de la suspensién de ¢

gradientes dicontinuos de Percoll




Tabla XII: Composicién celular de las distintas fracciones

obtenidas al separar las suspensi j i '
: one
gradientes de Percoll. . e Wik oot

Fracciones Densidad Células

18 1.027 Células de aspecto decidual (75-100%)
Linfocitos (0-10%)

22 1.036 Células de aspecto decidual (50-75%)
Linfocitos (0-10%)
Trofoblasto (0-25%)

Trofoblasto (50-75%)

Células de aspecto decidual (10-25%)
Linfocitos (10-25%)

Células de aspecto macrofégico (10-20%)
Granulocitos (0-5%)

Linfocitos (25-50%)

células de aspecto macrofégico (10-30%)
Trofoblasto (0-25%)

células de aspecto decidual (0-10%)
Granulocitos (0-i0%)

Linfocitos (80-90%)
Granulocitos (10-20%)
Células de aspecto macrofégico o decidual (0-10%)




Figura 28

1 cpecidual, ERERS Lintocitos Trotoblas. B8 Macrotag

Porcentaje de células

---A-- Linfocitos --©- Trofobles. w—dp— Macrofeg

Porcentaje de celulas

1.047 1.089 1.080

Gradientes de densidad
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La primera fraccién (sobre el gradiente 1.027) esta

formada en su mayor parte por células grandes, de aspecto
decidual. También podemos encontrar linfocitos en una baja
proporcién (0-10%) (fig.29).

En la segunda fraccién (sobre el gradiente 1.036)
predominan también las células de aspecto decidual (50-
75%), y en baja proporcién aparecen linfocitos (0-10%) y
trofoblasto (0-25%) (fig.30).

La tercera fraccién (sobre el gradiente 1.047)
contiene una gran cantidad de trofoblasto (50-75%), ademés
se encuentran células de aspecto decidual (10-25%),
lincocitos (10-20%), células de aspecto macrofdgico (10-
20%) y granulocitos (0-5%) (fig.31).

La cuarta fraccién (sobre el gradiente 1.059) presenta
sobre todo células linfoides, algunos granulocitos, células
de aspecto macrofdgico (10-30%), algunas células de aspecto
decidual (0-10%), y restos de trofoblasto (0-25%) (fig.
32).

La quinta fraccién (sobre el gradiente 1.080) esta

integrada fundamentalmente por linfocitos (80-90&) y

granulocitos (10-20%), de forma aislada se pueden observar

células de morfologia decidual o macrofagica (o-10%) (fig

33).




i6n celular (de densidad 1.027) de
(B). En los dos

casos se puede obse. /ar ue esta fre..16n esté integrada fundamentalmente
por células deciduales. Tincién de hematoxilina-eosina. (x400)

Figura 29. Extensiones de la 13 fracc
decidua de primer trimestre (A) y de ua a término




ones de la 28 fraccién celular (de densidad 1.036) de
dua a término (B, Aunque el

ular més importante de esta fraccion son jas células
tos de trofoblasto, que son més evidentes

Figura 30. Extensi
decidua de primer trimestre (A) y de deci
>mponente cel
deciduales, también observamos res

en la decidua a término. Tincibn de hematoxiHna—eosina (x400)




raccion celular (de densidad 1.047) de
y de decidua a término (B). En ew.a
deciduales Yy aumenta la cantidad de

. Tinci6n de hematox111na~eosina (x400)

Figura 31. Extensiones de la 38 f
decidua de primer trimestre (A)
fraccion disminuyen las célulars

trofoblasto ¥y leucocitos




(de densidad 1.059) de

(A) y de decidua a término (B). Esta fraccion
jeucocitos aunque todavia se pueden

a célula decidual. Tincién de

a 4a fraccion celular

Figura 32. Extensiones de 1
decidua de primer trimestre
est4 formada en su mayor parte por

observar restos de trofoblasto Yy algun
hematoxilina-eosina (x400).




siones de la 53 fraccion celular (de densidad 1.080) de
trimestre (A) Y de decidua a término (B). En esta
sobre todo linfocitos, también se observan algunos
rofdgicas ¥ deciduales aislacas.

Figura 33. Exten
decidua de primer
fraccion se seleccionan
granulocitos ¥ células mac
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ESTUDIO DE LAS FRACCIONES CELULARES OBTENIDAS TRAS LA

SEPARACION CON GRADIENTES DE PERCOLL MEDIANTE
INMUNOCITOQUIMICA Y CITOMETRIA DE FLUJO

1. Estudjo inmunocitoquimico

En 5 de los 15 casos estudiados de suspensiones
celulares de decidua de tercer trimestre, se realizaron
extensiones celulares de 1las 3 primeras fracciones
obtenidas tras la separacién con gradientes de Percoll
(consideramos la primera fraccién la de densidad 1.027; la
segunda y tercera fracciéon corresponden a las densidades
1.036 y . 1.047 respectivamente). De las dos fracciones
restantes no se pudieron realizar extensiones Yya Que,
debido a la escasez de células obtenidas, se usaron todas
para el estudio mediante citometria de flujo. En las
extensiones se determiné la expresion de CD3, CD14, HLA-DR
y CD16.

La expresién de cD3 fue escasa en las tres capas Y se
Jimita a células de morfologia linfoide.

E1 antfigeno HLA-DR fue ampliamente expresado en todas
las ~2pas, apareciendo en células de aspecto decidual Yy
cé ulas de aspecto macrofdgico (fig.34).

células CD14* de aspecto macrofdgico se observan en

las tres capas aunque son escasas en la primera ¥y segunda

(fig. 35).
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También hemos encontrado una elevada expresién de CD16

por parte de células de aspecto decidual, linfocitos vy

algunas células de aspecto macrofdgico (estas y 1los

linfocitos principalmente en la tercera capa) (fig. 36)




Figura 34. Extensi6n celular de la 23 fraccién (de densidad 1.036) de
decidua a término, donde se observ~ células deciduales DR* y un macréfago

(M) DR* (x400)

en la 38 fraccién (de densidad 1.047) de

Figura 35. Macréfagos CD14*
decidua a término (x400).




Figura 36. Suspensiones de decidua a término. Expresion de CD16.

A: células deciduales positivas en 1a 12 fraccién (de densidad 1.027)
(x400) B: células deciduales positivas en la 28 fraccién (de densidad
1.036) (x400) C: células linfoides positivas en 1a 38 fraccién (de densidad

1.047) (x400).




2. Estudio mediante citometria de fluio

Mediante citometria ce flujo se han estudiado los

marcadores inmunes ya referidos en el "Material y Métodos".
A través de un "Analisis de la Varianza de Doble Via" se
realizé un estudio comparativo de la expresién de cada
marcador en todas las fracciones celulares. Debidc a los
requisitos del test analfitico se tuvieron que desechar
aquellos casos donde no se pudo determinar el marcador

estudiado en todas las fracciones.
EXPRESION DE CD2

E1 porcentaje medio de células CD2* es elevado en todas
las fracciones celulares, tanto en primer como en tercer

trimestre de gestacion.

En primer trimestre el porcentaje medio de células
positivas oscila entre un 35% sobre el gradiente de 1.047
y un 54% sobre el gradiente de 1.080 (tabla XIII, fig. 37).

sin embargo en 1la decidua a término el porcentaje

minimo estéd sobre el gradiente de 1.027 con un 46% de

células positivas, Y el porcentaje maximo sobre el

gradiente de 1.059 con un 70% de posit.ividad (tabla XIV,
fig. 38).

sin embargo, ni en la decidua de primer trimestre ni

la decidua a término existen diferencias
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estadisticamente significativas en la proporcién de células

positivas en las cinco fracciones celulares.




Tabla XIII: Evolucidén de la expresidn de CD2 en las fracciones celulares.
Suspensiones de tejido decidual de primer trimestre

1,027 1,036 1,047 1,089 1,080

1,027 52,5 + 5,43 NS NS NS NS
(1a) n=6

1,036 55,5 + 11,04
(2a) n=6

1,047 34,7 + 10,86
(32) : n=6

1,059
(43)

1,080
(58)

z 13 ¢a 52
Foxp=6:98 NS 33 44

Porcentaje de células positivas

Gradientes de densidad

acciones celulares.
gvolucion de la expresién‘de CDg sgtA:s fr
gigu;:s?;ﬁes\Ge teiido decidual de primer trim
usp J




Tabla XIV: Evolucién de la ex
! presién de CD2 en )
Suspensiones de tejido decidual de tercer trimers’r.reas s

1,027 1,036 1,047 1,059 1,080

n=5 NS

4T + 8,28
n=5

47,4 + 22,63
n=5

70,2 + 11,97
n=5

Porcentaje de céldas positivas

Gradientes de densidad

é6n de CD2 en las fracciones celulares .

o decidual de tercer trimestre

Figuia 38. Evolucién de la expresi

suspensiones de tejid




EXPRESION DE CD16

En suspensiones celulares de primer trimestre el

porcentaje medio de células CD16* es similar on las

fracciones celulares de menor densidad (1.027 y 1.036), y

desciende de forma significativa conforme va aumentando el
gradiente de densidad (tabla Xv, fig. 39).

En las suspensiones celulares de decidua a término el
porcentaje medio de células positivas e¢. similar en las
fracciones celulares de densidades 1.027, 1.036 y 1.047,
descendiendo significativamente después conforme aumenta la

densidad (tabla XVI, fig.40)




Tabla XV: Evolucién de la ex i
n presi6n de CD16 en las f
Suspensiones de tcjido decidual de primer trimestre - B

1,027 1,036 1,047 1,059 1,080

1,027 49,3 + 7,31 NS <0,05
i A p<0, p<0,01 p<0,01

1,036 56,8 + 7,03 p<0,01 <0,01
(22) n=6 N i

1,047 36 + 8,39 p<0,05 <0,01
(33) n=6 ' F

1,059 26,2 + 10,23 p<0,01
(4a) n=6

1,080 ; 4,17 + 0,75
(58) n=6

Foxp=52,5  P<0,001 53 43 33 13 28

s

80

Porcentaje de células positivas

{
1036 1.047 1059

Gradientes de densidad

“r i lares.
Figura 39 Evolucion de la expresion de CD16 en las acciones celu

suspensiones de tejido decidual de primer trimestre




Tabla XVI: cvolucién de la ex
12 ¢ presién de CD16 e
Suspensiones de tejido decidual de tercer tr1é;3:f;fracc1ones S

1,027 1,036 1,047 1,059 1,080

1,027 63,6 + 14,9 NS
(12) el b NS p<0,01

1,036 71.0 + 9,61
(28) n=8

1,047 74,2 + 16,75 <0,01
(38) : n=8 o

1,059
(43)

1,080
(52)

F“p=9,27 p<0,025 53 43 13 23 38

Porcentaje de celulas positivas

s e

b

Gradientes de densidad

ST

olucién de la expresion de CD16 en las fracciones de celulares.

Figura 40. EV de tercer trimestre.

Suspensiones de tejido decidual




EXPRESION DE CD14

En las suspensiones de decidua de primer trimestre, y

en las de decidua a término, el porcentaje de células CD14*

es significativamente mds elevado en las fracciones de
densidad 1.047 y 1.059 siendo similar en el resto de las
fracciones (tabla XVII y XVIII, fig 41 y 42). La expresién
de CD14 en la 58 fraccién solo se pudo determinar en dos
casos de decidua de primer trimestre, en las que el

porcentaje de células positivas fue de 1 y 3%

respectivamente.




Tabla XYII: Evolucion de la expresion de CD14 en las Fracciones celulares.
Suspensiones de tejido decidual de primer trimestre.

1,027 1,036 1,047 1,059

5,7 + 2,75 NS p<0,01 p<0,01
n=10

p<0,01 p<0,01

11,9 + 3,45
n=10

p<0,025

Porcentaje de ceélulas positivas

1.036 1.047

Gradientes de densidad

' i i e.
Suspensiones de tejido decidual de primer trimestr




Tabla XVIII: Fvolucién de la expresion de CD14 en las fracciones celulares.
Suspensiones de tejido decidual de tercer trimestre.

1,027 1,036 1,047 1,059 1,080

5,9 + 8,36 NS p<0,01 p<0,01 NS
n=14

p<0,01

16,5 + 5,16 p<0,01 p<0,01
n=14

26,0 + 10,01 p<0,01
n=14

3,2 + 3,13
n=14

p<0,005 53 23 13

Porcentaje de células positivas

Gradientes de densidad

jones celulares.
42. Evolucién de 1a expresion de ¢D14 en las fracc
Figura .

i mestre.
Suspensiones de tejido decidual de tercer tri




EXPRESION DE HLA-DR

En las suspensiones celulares de primer trimestre el

porcentaje de células HLA-DR* disminuye conforme va

aumentando la densidad. Es significativamente superior en

las dos primeras fracciones (tabla XIX, fig 43). No se pudo
determinar la expresién de este antigeno en la 58 fraccién
debido a la falta de muestra.

En las suspensiones celulares de decidua a término, el
porcentaje medio de células positivas es ligeramente
superior en la 18 fracci6én, es similar en las fracciones
2a, 3a y 4a y descendiende significativamente en 1la

fraccién de 1.080 (tabla XX, fig.44).




Tabla XIX: Evolucién de la expresién de HLA-DR en 1 i
‘ ' as fracciones celul .
Suspensiones de tejido decidual de primer trimestre. sy

1,027 1,036 1,047 1,059

1,027 38,7 + 7,35 NS p<0,01 p<0,01
(13) n=10

1,036 34,4 + 11,5 p<0,01 p<0,01
(2a) n=10

1,047 22,1 + 12,28
(38) n=10

1,059
(43)

F.xp=12,78

Porcentaje de células positivas

1.036 1.047

Gradientes de densidad

n de HLA-DR en las fracciones celulares.

esio
Figura 43. Evolucién de 1a expres primer trimestre.

Suspensiones de tejido decidual de




Tabla XX: Evolucién de la expresién de HL ;
: s A-DR en las fra
Suspensiones de tejido decidual de tercer trimestre. S

1,027 1,036 1,047 1,059 1,080

1,027
3 i p<0|05 (0,05
(1a) - P p<0,01

10 41,8 + 10,47
(22) n=11

1,047 33,3 + 13,97
(3a) n=11

1,059 32,8 + 11,87 p<0,01
(48) n=11

1,080 8,7 + 6,13
(54) n=11

F.xp=34’01 53 33 43 28 14

Porcentaje de ceélulas positivas

1.036 1.047 1.059

Gradientes de densidad

celulares.
Figura 44 Evolucién de la expresién de HLA-DR en 1as fracciones

i ' e.
Suspensiones de tejido decidual de tercer trimestr




EXPRESION DE CD3

Al analizar la expresién de CD3 en las distintas

fracciones celulares obtenidas al separar las suspensiones

de tejido decidual con gradientes de Percoll, observamos
que tanto en primer trimestre, com en 1a decidua a término,
el porcentaje medio de células CD3* no supera el 10X en las
dos fracciones de menor densidad y va ascendiendo
significativamente conforme aumentamos la densidad del
gradiente (tabla XXI y XXII, fig. 45 y 46). Este ascenso
es mas evidente en la decidua a término que en tercer

trimestre.




Tabla XXI: Evoluciéon de la expresion de CD3 en las fracciones ceiulares.
Suspensiones de tejido decidual de primer trimestre

1,027 1,036 1,047 1,059 1,080

3,2 + 1,64 NS NS p<0,05 p<0,01
n=5

14 + 4,30
n=5

Porcentaje de celulas positivas

7.

1036 1.047 1.059

Gradientes de densidad

ones celulares.
cp3 en las fraccioneé
i xpresion de
Evolucion de la e

Figirs &> dual de primer trimestre

suspensiones de tejido deci




Tabla XXII : Ev
: Evolucion d
SUSBens ‘ e la expresi6
alonen e Ee3ioe decieual e terncedre t(r:'[:iei?:r]as fracciones celulares

% ‘

1,027
1,036 1,047 1,059 1,080

1,021 4,3 4 2
3+ 2,87
(1a) =1 NS p<0,01 p<0,01 I
’

1,036
(23)

1,047
(3a) 12,2 113.97
n=

1,059
(43) 19’6 + 10
n=11

1,080
(58)

Fo 47,2  P<0,001 13 28 33 43 52

Porcentaje de celulas positivas

s Y

1.036 1.047

Gradientes de densidad

e la expresion de CD3 en las fracciones celulares.

Figura 46. gvolucion d
1 de tercer trimestre

suspensiones de tejido decidua




EXPRESION DE CD4, CD8 Y CD20

Estos marcadores se analizaron en la fraccién de més

densidad en las suspensiones procentes de decidua de primer

trimestre y a término. En la fraccién de densidad 1.059 de
suspensiones de decidua a término se analizé también, la
expresién de CD8 y CD4. La expresién de estos marcadores no
se estudid® en todas las fracciones por falta de muestra.
Destaca la escasa expresién de CD20 en la fraccién de
densidad 1.080 y que la proporcién de células cD8* es
superior a la de CD4* en esta misma fracciébn y en los dos

trimestres estudiados (tabla XXIII, fig.47 y 48)




Tabla XXIII: Expresion de CD4, CD8 y CD20 en las fracciones celulares de decidua
de primer y tercer trimestre.

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Densidad Media SD Media

1.0%59 NR 24,9

NR 19,5

6,5 19,57
9,3 29,15

8,40

NR: no realizado




Pcrcentaje de células positivas

1.036 1.047 1.059 1.080

Gradientes de dersidad

Figura 47. Expresidn de CD4, CD8 y CD20 en las fracciones celulares. Decidua de
primer trimestre.

o

Porcentaje de células positivas
™
N\

1.036 1.047

Gradientes de densidad

as fracciones celulares. pecidua de

presion de CD4, CD8 ¥ cD20 en 1
tercei trimestre.

Figura 48. EX
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ESTUDIO COMPARATIVO POR CITOMETRIA DE FLUJO DE LAS

FRACCIONES CELULARES SEPARADAS POR GRADIENTES DE DENSIDAD

EN TEJIDO DECIDUAL DE PRIMER Y TERCER TRIMESTRE DE
GESTACION

FRACCION CELULAR DE DENSIDAD 1.027

En esta fraccion destaca la elevada expresién de HLA-
DR, CD2 y CD16 en los dos trimestres estudiados, mientras
que la expresién de CD3 y CD14 as baja.

No se detectan diferencias estadfisticamente
significativas en el porcentaje medio de células CcD3*,
cD14*, CD16* y HLA-DR' al comparar primer y tercer
trimestre. Sin embargo la proporcién de células CD2* es

significativamente superior en primer trimestre (p<0°'05)

(tabla XXIV, fig.49).




Tabla XXIV: Porcentaje medio de células CD3*, DR*, CD14*,

. CD2* y CD16*, en 1la
fraccién celular de densidad 1,027 de decidua de primer y t

ercer trimestre

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Media SD Media sD Raxp (Mysny) Significacién

4,7 2,63 4,36 116,5 (10, 11) NS
7,35 46,07 95,5 (10, 15) NS
2,75 5,6 155 (10, 14) NS
8,02 28 (6, 10)

17736 81’5 ( 8, 10)

Fraccion celular de densidad 1.027
1 1aTrimestre BB 3oTrimestre

Q0 r
Bor
70r
60
&N
40
30

% de ceélulas positivas

cD14*, CD2* vy cDi6*, en la
a de primer y tercer trimestre

je medio de células CD3*, DRY,

Figura 49. Porcenta

fraccion celular de densidad 1,027 de decidu




FRACCION CELULAR DE DENSIDAD 1.036

El perfil inmune de esta fraccién es similar al de la

anterior. Los antigenos mas expresados son CD16, CD2 y HLA-

DR, mientras que la expresién de CD3 y CD14 es escasa.

No existen diferencias significativas al comparar los
porcentajes de células positivas para 1los marcadores
inmunes estudiados, en primer Yy tercer trimestre de

embarazo (Tabla XXv, fig.50)




Tabla XXV: Porcentaje medio de células CD3*, DR*, CDi4*. CD2* *
< ’ ’ " y CD16*, en 1la
fraccién celular de densidad 1,036 de decidua de primer y tercer trimestre

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células  Media sD Media SD Rexp (Ny,1,) Significacién

co3* 5,1 3,03 6,69 3,33 100,5 (10, 13) NS
DR* 8,89 37,92 109 (10, 13) NS
cD14* 1,57 4,53 151 (10, 15) AS
cp2* 9,69 45,83 32,5 ( 6, 10) NS

cD16* 9,83 71,00 75 (8, 10) NS

Fracciéon celular de densidad 1.036

] 1aTrimestre B 3qTrimestre

90
80

70

% de célias positivas

¥ p16*, en la
porcentaje medio de células CD3*, DR*, CD14*, CD2" ¥ c :

idua de primer Y tercer trimestre

Figura 50. d 1,036 de deci

fraccion celular de densida




FRACCION CELULAR DE DENSIDAD 1.047

La proporciéon de células CD3*, CD14*, CD16* es

significativamente superior en tercer trimestre (p<0’05

para los dos primeros y p<0'01 para CD16)
Para CD2 y HLA-DR no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas entre primer y tercer

trimestre (tabla XXVI, fig.51)




Tabla.XXVI: Porcentaje medio de células CD3*, DR*, CD14*, CD2* y CD16*, en la
fraccién celular de densidad 1,047 de decidua de primer y tercer trimestre

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células  Media sD Media SD Rexp (Nyyn;) Significacién

co3* 7,6 12,86 3,94 26 (5, 14) p<0,05

DR* 33,33 17,25 (10, 15) NS
17,40 6,07 (10, 15) p<0,05
47,40 22,63 (8 1 NS

74,25 16,75 (7, 8) p<0,01

Fraccién celular de densidad 1.047

{1 1aTrimestre BB 3o Trimestre

% de células positivas

cD16*, en la

+  CcD2*
medio de céluias €D3%, DR*, CD14%, ytrmestre

Figura S1. i idad 1,047 de decidua de primer Y tercer

fraccion celular de dens




FRACCION CELULAR DE DENSIDAD 1.059

El porcentaje medio de células HLA-DR*, CD14*, CD2* y

CD16* es significativamente superior en tercer trimestre
(p<0’01 para HLA-DR, CD14, CD16, y p<0’05 para CD2). Aunque
el porcentaje de células CD3* es superior también en tercer
trimestre, este aumento no 28 estadisticamente

significativo (tabla XXvII, fig 52)




Tabla XXVII:

fraccidn celular de densidad 1,059 de decidua de primer y t

Porcentaje medio de células CD3*, DR*, CD14*, cD2* y CD16*, en la

ercer trimestre

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células Media SD Media sD R

oxp (n‘sna) Significacién

cD3* 14 4,30 19,64 10,00 33,5 (5, 11) NS

DR* 19,4 8,69 35,08 13,32 15,5 13)

12,6 4,62 26,50 10,01 66 14)

42,5 5,72 63,57 15,65 25,5 1)

26,17 10,53 57,38 11,36 21 8)

Fraccidn celular de densidad 1.059

{1 1oTrimestre BB 30Trimestre

% de ceélulas positivas

w; p<O'OB, ##: p<001

Figura §2. Porcentaje

fraccion cel

3 ’ ] L) cu '6 '" Ia




FRACCION CELULAR DE DENSIDAD 1.080

Como se ha dicho anteriormente en esta fraccién hay un

predominio linfocitario con una elevada proporcién de
células CD2* tanto en primer como en tercer trimestre de
gestacion,

E1 resto de marcadores linfocitarios no se expresan de
la misma forma en los dos trimestres estudiados. La
proporcién ce células CD3*, CD4*, cD8*, CD20* y CDi16* es
significativamente superior en tercer trimestre (p<0'01
para CD3, CD4, CD8 y CD16, p<0'05 para CD20) (tabla XXVIII,
fig.53).

La expresion de HLA-DR fue paralela a la expresiétn de
CD20 por lo que no se ha incluido en los resultados. Asf
mismo no se detectan apenas células CD14* por 10 que tampoco

se incluye en los resultados.




Tabla XXVIII: Porcentaje medic de células CD3*, cD4*, cD8*, cD20*, CD2* y CD16*
en la fracciéon celular de densidad 1,080 de decidua de primer y tercer tr1mastr;

Primer Trimestre Tercer Trimestre

Células  Media sD Media SD Rexp (NyiNp) Significacién

cD3* 15,7 9,90 40,69 8,37 57,6 (10, 13) p<0,01
co4* 6,5 6,87 19,57 17,50 69 (10, 14) p<0,01
cos* 9,3 5,87 29,15 6,48 56 (10, 13) p<0,01
co20* 0,96 8,40 5,40 12,6 ( 4, 10) p<0,05
co2* 8,91 56,14 6,44 50,5 (7, 7) NS

co16* 2, a1 12,28 28 (7, 8) p<0,01

Fraccion celular de densidad 1.080

[ 1oTrimestre Bl 3cTrimestre

80
70
60
50
40
30

20

% de celulas positivas

10

o

%: p<O'08, % p<001

c 2 ’ 02 y ?
? y




DISCUSION




Desde el punto de vista inmunolégico, el feto debe ser
considerado como un injerto semialogénico en el utero
materno, ya que expresa antigenos paternos que seréan
reconocidos como extrafos por la madre. A pesar de estos
antigenos, el feto no es rechazado por el sistema inmune
materno, al menos durante nueve meses.

E1 estudio de 1los mecanismos que propician la
tolerancia materno-fetal, nos puede llevar a ampliar los
conocimientos actuaies en diversas &reas de la medicina,
como es el caso del transplante de 6rganos y el crecimiento
tumoral. No cabe duda que con el estudio de los injertos
convecionales comprenderemos mejor el embarazo, Y
viceversa, comprendiendo 1os mecanismos de supervivencia

fetales podremos aumentar la supervivencia de otros

aloinjertos. Por otra parte, se ha sugerido que la

proliferacién trofobldstica se asemeja al crecimiento de

determinados tumores, y segun algunos autores, el
crecimiento de las células trofobldsticas en Ja decidua

humana esta basado, en parte, éen los mismos mecanismos que

permiten la proTiferacién tumoral.
También l1a comprensién de los mecanismos de to]erancia

materna, noOS ayudara en el estudio de diversos estados

patolégicos en el campo de la Obstetricia, como son:

embarazos molares, preeclampsias, abortos de repeticion Y

tumores de origen trofobléastico. Tampoco hay que olvidar el
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papel que puede jugar la Inmunologia de la Reproduccién en

el control de la fertilidad y embarazo.

Son varios 1os mecanismos que evitan el rechazo fetal,
y en ello interviene la madre, la unidad fetoplacentaria y
la interfase materno-fetal. Debido al contacto intimo que
existe entre las circulaciones sanguineas materna Yy
fetales, es de suponer, que la mayor parte de estos
mecanismos se encuentren a nivel de la interfase materno-
fetal y mds concretamente a nivel de la decidua.

La reaccién decidual se produce como respuesta del
endometrio gestante al embrién implantado. Aunque esta
reaccién ocurre en todo el endometrio, es mas intensa en
el lugar de la implantacién, probablemente debido a un
microambiente especificc. Las tfipicas células deciduales
representan el componente celular mas caracteristico del

tejido decidual, que ademas incluye fibroblastos y otros

elementos estromales, leucocitos (linfocitos, monocitos Yy

granulocitos), macréfagos, células granulares endometriales
y vasos sanguineos (Lala Yy Kearns, 1984). E] tejido
decidual juega un importante papel en el mantenimiento del

embarazo, por 1o gque debemos prestar una especial atencion

a la identificacion de las células inmunocompetentes en la

decidua y a su funcién en el embarazo normal.

En nuestro trabajo, hemos utilizado dos métodos para

el estudio de la decidua humana. Por un lado, se ha

realizado un estudio inmunohistolégico en decidua de primer
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trimestre y a término, con los distintos marcadores inmunes

ya referidos en el "Material y Métodos”. De esta manera

ademas de determinar el fenotipo inmune y la morfologia de

las distintas células que componen el tejido decidual,
podemos analizar los patrones de distribucién de estas
células y sus relaciones con las las estructuras (vasos,
glédndulas, etc.) que componen este tejido. Por otra parte,
también se han realizado suspensiones celulares de decidua
de primer trimestre y a término. Estas, posteriormente,
fueron fraccionadas mediante gradientes de densidad. Con
esto, se ha pretendido separar las distintas péb]aciones
celulares que componen la decidua, para completar el
estudio inmunolégico. La mayor parte de los autores que
estudian suspensiones celulares, las obtienen mediante
técnicas de digestién enzimatica, con colagenasa/DNAasa,
tripsina o pronasa (Parhar Yy col.,1988; Ritson y Bulmer,
1987a: Kearns y col., 1985a b y c; Starkey y col., 1988).
En nuestro estudio las susbansiones celulares se obtienen
disgregando el tejido de una forma mecénica, sin la

intervencién de ninguna enzima. Ritson Y Bulmer (1987b)

realizan un estudio comparativo entre distintos métodos de

dispersioén celular de decidua, en el que incluyen

tratamientos enzimaticos Y disgregacion mecdnica (como la

realizada en nuestro trabajo). Concluyen que las técnicas

de dispersion enzimaticas producen una suspension celular

enriquecida artificialmante con células jeucocitarias,
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probablemente debido, a que estas técnicas disgregan

selectivamente células con uniones no demasiado fuertes
]

comos los leucocitos emigrados a la decidua (Gambel y col.,
1985). Ademds, tanto los marcadores de superficie (Ritson
y Bulmer, 1987b) como la funcién celular (Clark y col,
1986), pueden verse afectados por la digestién enzimitica.
Por todos estos motivos, optamos por técnicas de
disgregacién mecénica para la obtencién de las suspensiones
celulares, con las que esperdbamos obtener una idea més

aproximada de la composicién real de la decidua.

EXPRESION DE CD45

E1 antigeno leucocitario comun o CD45 es un marcador
caracteristico de los leucocitos. Su expresion en el tejido
decidual nos daré idea, tanto del numero, como de la
distribucién de 1los leucocitos deciduales. En nuestro
estudio inmunohistolégico hemos detectado una elevada
expresion de CD45 en células de morfologia linfocitaria y
macrofdgica en decidua de primer trimestre y a término

(fig.3a Yy 3d). Estos resultados coinciden con 10

determinado por Bulmer Yy suderland (1983). Nosotrcs,

ademas, hemos observado células cD45* de aspecto decidual ¥

fusiforme (fig.3b, 3c y 3d). Las células fusiformes adoptan

una distribucibén perivascular (fig.3¢c) Y aparecen sobre

todo en la decidua de primer trimestre de gestacion.

E1 hecho de que algunas células deciduales Y las
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células fusiformes expresen el antigeno CD45, confirma, al

menos a parte de estas células, como células inmunes.

Estudios en decidua de ratén revelan que los precursores
Gltimos de las células deciduales se encuentran en la
médula ésea (Kearns y Lala, 1982), mientras que 1los
precursores inmediatos son céiulas er romales fusiformes
del endometrio, que se transforman después de varios ciclos
proliferativos en células deciduales (Kearns y Lala 1983).
E) hallazgo de células fusiformes CD45* y células deciduales
CD45*, podrfa confirmar la procedencia de estas Gltimas de
las primeras. Por otra parte, la distribucién perivascular
de las células fusiformes en la decidua de primer trimestre

podria sugerir la llegada de estas células a la decidua

desde la médula Oésea.

LINFOCITOS T Y B

En el estudio inmunohistolég%co detectamos, como la
mayor parte de los autorés (Bulmer Yy guderland, 1984;
Bulmer y Johnson, 1986; Khong, 1987; Bulmer Yy col., 1987;
starkey y col., 1988; Lessin y col., 1988), una escasa

: +
proporcién de linfocitos cD3*, asi como de linfocitos CD4",

y CD8* en decidua de primer trimestre (fig.5). Esta

proporcion aumenta de forma significativa para los tres

marcadores, en la decidua a término (p<0.01) (tabla VIII,

fig.9). Las células linfoides se disponen tanto en forma de

acumulos como de forma aislada. Lessin y col. (1988),
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estudiando tejido decidual de los tres trimestres de

gestacién, también afirma que 1la decidua de primer

trimestre contiene un bajo porcentaje de linfocitos T, que
se incrementan conforme avanza el embarazo.

En nuestra opinién, este aumento en la decidua a
término podria deberse a dos causas: a la disminucién
progresiva y fisiolégica del numero de células deciduailes
que ocurre conforme avanza el embarazo, lo que provocaria
un aumento relativo de la proporcién de iinfocitos, pero no
un aumento real de los mismos; o bien, a la migracién de
linfocitos T procedentes de sangre periférica a 1o largo de
la gestacion.

Al separar Jlas suspensiones de tejido decidual
mediante gradientes de densidad observamos que 108
linfocitos constituyen alrededor del 50% de las células

recogidas en la 43 fraccion (de densidad 1.058) y alrededor

del 85% de las células que forman la 58 fraccién (de

densidad 1.080)(tabla X1i, fig.28). En ambas firacciones la
proporcién de células CD3* fue superior en tercer trimestre,
aunque el aumento s6lo es significativo en la 58 fraccioér

(p<0’01) (tabla XXVII, fig.52; tabla Xxxviir, fig.53).

Ademas en la 58 fraccion, al estudiar la expresion de CD4

y CD8 también encontramos, de forma paralela, un aumento

imestre
significativo de las células cD4* y CD8* en tercer tr

(p<0,01) (tabla XXVIII, fig.53). En estas fracciones (48 y

5a) la poblacién linfoide ha sido seleccionada mediante su
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densidad, y las <células deciduales son escasas o

1nexistentes, ya que han sido recogidas en las fracciones

de menor densidad (18 y 2a)(tabla XII, fig.28). Por lo
tanto, el aumento en la expresién de CD3, CD4 y CD8
observado en estas fracciones celulares y en las secciones
inmunohistolégicas puede ser considerado el reflejo de un
aumento real del numero de 1linfocitos T clésicos,
probablemente debido a una 1legada progresiva de los mismos
a la decidua durante la gestacion. Esta concentracién de
linfocitos en la interfase podria estar relacionada con las
variaciones descritas por distintos autores en las células
T de sangre periférica a lo largo del embarazo (Castilla y
col.,1989).

La migracién de linfocitos T se 1levaria a cabo a
través de los endotelios vasculares activados (como mas
adelante comentaremos, nuestros resultados sugieren la
existencia de una activacion endotelial en la decidua). Dos
citogquinas producidas en la placenta: el IFN-gamma Yy la IL-
1 (Ching y col., 1988; Flynn y col., 1982) intervienen en

la activacién de 1os endotelios. La inyeccion local de IL-

1 en los tejidos, da jugar a un rapido reclutamiento de

leucocitos desde el compartimento sanguireo (Sayers Yy gol.,

1988),y el IFN-gamma favorece también, aunque en menor

intensidad, el paso de leucocitos a los tejidos (Dustin ¥y

Springer, 1988). La placenta es una importante fuente de

IL-1 (Flynn Yy col., 1982) Y ademds es capaz de producir
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IFN-gamma (Ching y col., 1988). Es por tanto probable, que

estas dos citoquinas sean las responsables del aumento de
los linfocitos T en la decidua a término, al favorecer su

reclutamiento a través de los endotelios vasculares

activados.

Diversos autores sefialan que las células T maternas
podrian tener una funcién tréfica para el tejido
placentario. Estas células reconocerfan antigenos
trofoblasticos y responderian secretando citoquinas tales
como la IL-3 y GM-CSF, que actuan estimulando e}l
crecimiento placentaric (Athanassakis y coi.,1987; Wegmann,
1987). Aunque la IL-3 no se ha detectado en decidua (Clark,
1989), el GM-CSF si estd presente en los sobrenadantes
deciduales {Wegmann, 1988).

En la 58 fraccién observamos tanto en primer trimestre
como en la decidua a término que la proporcién de células
cp8*, es superior a la propoircién de células CcD4* (tabla
XXII1I, fig. 47 y 48). Esto-nos sugiere que la presencia de
los linfocitos T en las suspensiones de tejido decidual no
se debe a una contaminacién de linfocitos de sangre

periférica, donde normalmente el porcentaje de células CD4'

es superior al de células CD8*. La mayor proporcién de

células CD8* podria estar relacionada con las células

supresoras cDs* con receptor para la progesterona detectadas

por gzekeres-Bartho Y col.(1985), que contribuirian al

i i ivel
mantenimiento de un estado local de inmunosupresion a N




decidual.

La menor proporcién de células CD3* en la 58 fraccién

del primer trimestre de gestacién queda confirmada por la

baja proporcién de células CD4* y CD8*. Sin embargo al

estudiar la expresién de CD2 en esta fraccioén del primer
trimestre, observamos un numero muy superior de células
positivas, no existiendo diferencias significativas con la
decidua a término (Tabla XXVIII, fig.53). Esto nos indica
la existencia en el primer trimestre de una poblacién
linfocitaria CD3~, CD2* que ha sido descrita por Bulmer y
suderland (1984), y que comc mas tarde comentaremos puede
tratarse de células de la familia NK.

En el estudio inmunohistolégico no se detectan
linfocitcs B CD20* (fig.10) en ninguno de los tejidos
estudiados. Sin embargo, si observamos linfocitos B, aunque
en muy escasa proporcién, en la 58 fraccion de 1las
suspensiones celulares (Tabla XXVIII, fig.53). Como en el
caso de los linfocitos T, la proporcion de linfocitos B es
significativamente superior en la decidua a término
(p<0,05). Nuestros resultados coinciden con 1a mayoria de
Jos autores que no detectan células B en la decidua o 1o

hacen en muy baja cantidad (Bulmer Y guderland, 1984;

Lessin y col., 1988).




MACROFAGOS

Para determinar la presencia de macréfagos en las
secciones tisulares de decidua, estudiamos dos marcadores
de superficie de estas células el CDii1b y el CD14. La
expresién de CD11b fue escasa en ambos trimestres de
gestacién y aparece sobre todo en linfocitos y en algunas
células de aspecto macrofdgico (fig.11). Nuestros
resultados coinciden con los de Bulmer y Johnson (1984) que
determinan que la mayor parte de los macréfagos deciduales
son CD11b-. Los linfocitos CD11b* corresponderian a células
NK que como veremos mis adelante constituyen una importante
poblacién dentro del tejido decidual. Por el contrario, sf
hemos detectado macréfagos CD14* (fig.13a ¥ 13b)
coincidiento con la mayoria de los estudios realizados
(Bulmer y Johnson, 1984; Kabawat y col, 1985; Bulmer Yy

col., 1988b), que determinan que una poblacién importante

dentro de los leucocitos deciduales esta constituida por

los macroéfagos cDi14*. Al estudiar la expresién de HLA-DR y

CcD45, observamos como gran parte de las células de aspecto

macrofédgico son HLA- DR* y CD45* (fig.21b, 21c, 3a y 3b),

este resultado est4d también de acuerdo con los trabajos

previos (Sutton y col, 1983; Bulmer y Johnson, 1984; lLessin

y col., 1988; Bulmer Yy col., 1988).

Las células cD14* se disponen tanto de forma aislada

como dispersa Yy también pueden adoptar una distribucion

perivascuTar. Asi mismo, S€ han detectado algunos




macrofagos CD4* (fig.8).

Al separar las suspensiones de células deciduales
con gradientes de densidad, observamos que las células CD14*
se acumulan principalmente en las fracciones 3 y 4 (sobre
los gradientes de densidad 1.047 y 1.058 respectivamente)
(tablas XVII y XVIII; fig.41 y 42). En ambas fracciones la
proporcién de células positivas es significativamente
superior en la decidua a término (p<0,05 y p<0,01
repectivamente) (tablas XXVI y XXVII; fig.51 y 52). Este
aumento va acompafado de un aumento paralelo de las células
HLA-DR*. Este resultado, junto con la aparicién de células
de aspecto macrofégico HLA-DR* en el andlisis
inmunocitogquimico (fig.34), confirma la idea de que la
mayor parte de los macréfagos cD14* son también HLA-DR®.

Lessin y col.(1988), de forma equivalente, determinan
un aumento de la proporcién de células CD14* en el tercer

trimestre de gestacién. La mayor proporcién de células

positivas en la decidua a término puede deberse como

anteriormente hemos referido a un reclutamiento
leucocitario a través de los endotelios activados.

Los macréfagos deciduales pueden Jjugar primariamente

un papel fagocitico en el embarazo normal, ya que 8e ha

demostrado que poseen actividad fosfatasa 4cida y esterasa

no-especifica (Bulmer Yy Johnson, 1984, Kabawat y col.,

1985). La funcibn fagocitica puede ser importante para

' como
eliminar sustancias maternas nocivas para el feto,
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anticuerpos citotéxicos, Y para la defensa frente a

infecciones. Sin embargo estas células estdn a menudo

intimamente asociados al trofoblasto extravellositario en

el lecho placentario (Bulmer y col., 1988c) que expresa

antigenos HLA de clase I, lo que puede reflejar su

participacién en las interacciones inmunes materno fetales,
bien actuando como células presentadoras de antigeno
(Oksenberg y col., 1986) o bien ejerciendo una accién
inmunosupresora mediada por la PGE, (Lala y col., 1986).
Como hemos visto anteriormente los macroéfagos
deciduales son HLA-DR* Jlo que podria conferirles 1la
capacidad de presentacién de antigeno (Unanue, 1984),
Oksenberg y col. (1986) han demostrado la presencia en la
decidua, de células HLA clase II* con capacidad de
presentacién de antigenc in vitro que, segun este autor,
podrian tratarse de macr6fagos. Las células presentadoras
de antigeno en la decidua estéan situadas anatémicamente de
forma ideal para procesar y presentar antigenos fetales a
los linfocitos maternos. Sin embargo estas células estén
presentes desde etapas muy precoces del embarazo, antes de
que el concepto exprese antigenos MHC (Kirkwood Yy
Por lo tanto, quiza estén dirigiendo la

Billington, 1981).

respuesta inmnue materna a un fenémeno de supresion mas que

de rechazo. Esta posibilidad esta refrendada por otros

trabajos que describen como en determinados sistemas, las

células B, macr6fagos y otras APC pueden dar jugar a una
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respuesta mediada por células T supresoras mas que por

células helper (Ramila y Erb, 1983).

También detectamos macréfagos de Hofbauer CD14*
(fig.13) y CD11b* en el estroma de las vellosidades coriales
de placentas a término. Estos macréfagos tienen actividad
fosfatasa dcida y esterasa no-especifica (Bulmer y Johneon,
1984), expresan en su superficie receptores Fcgamma, Yy
tienen actividad fagocitica (Wood, 1980; Loke y col.,

1982).

CELULAS NK

Para Bulmer (1989) otro importante grupo de leucocitos
deciduales lo constituye los linfocitos granulares con
marcadores de células NK.

Mediente la técnica inmunohistolégica hemos estudiado
3 marcadores de células NK en la decidua de primer
trimestre y en la decidua a término: CD16, CD56 y CD57.

Aunque el antigeno CDS? (Leu7) se expresa en el 30%-
70% de las células NK de sangre periférica (Perussia Yy

col., 1983; Lanier Yy col., 1983), en nuestros resuitados,

y coincidiendo con otros autores (Bulmer y suderland, 1984;

Ritson y Bulmer, 1987a), no se detecta este marcador en la

decidua (fig.19).

La expresién de cD56 fue extensa en 1a decidua de

i i a
primer trimestre Y disminuye, aunque no de form

significativa, en la decidua a término (tabla x, fig.16).
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La
s células CD56* corresponden fundamentalmente a células de

aspecto linfoide y a células de morfologfa decidual (estas
aparecen sobre todo en decidua de primer trimestre) que se
presentan con una disposicién periglandular y perivascular
{tig.17).

De forma inversa se comporta el antigeno CD16, cuya
expresién en primer trimestre es significativamente
inferior a la del tercer trimestre (p<0’'01) (tabla X,
fig.16). Las células CD16* son linfocitos y algunas células
de aspecto decidual (fig.15).

En las distintas fracciones celulares obtenidas tras
la separacién con gradientes de Percoll, se determiné la
expresién del antigeno CD16. No se pudo estudiar 1la
presencia del antigeno CD56 por problemas técnicos.

No se observaron diferencias estadfsticamente
significativas en la proporcién de células CD1€fde las dos
primeras fracciones entre decidua de primer trimestre y a
término (tablas XXIV ¥y xxv, fig.49 y 50). Sin embargo, a
partir de la tercera fraccién se observa un aumento
estad{sticamente significativo del porcentaje medio de

células CD16* en la decidua a término (p<0,01) (tablas XXVI,

XXVII y XXVIII; fig.51, 52 Y 53). Se comprob6 que las

células cD16* no eran granulocitos mediante un anticucrpo

monoclonal que los reconoce, e] OKM15-FITC (resultados no

mostrados). Luego, el aumento de células CD16* puede ser

ento de células NK tipicas cb16*, 1o cual

debido a un aum




corrobora nuestros resultados inmunohistolégicos.

Aunque no se han llevado a cabo experiencias de doble

marcaje, estos resultados sugieren la presencia en decidua

de prim i i i 5
o] er trimestre de linfocitos CD56*, CD16-, que segun

Starkey y col.(1988) son los LGL mas abundantes de este
periodo. De forma paralela, el incremento en la expresién
de CD16 en la decidua a término, sugeriria la existencia en
esta GUltima de células CD56*, CD16*, que también han sido
detectadas por Starkey y col.(1988) en primer trimestre
aunque en muy baja proporcién. Estos dos tipos celulares
podrian corresponder a distintas etapas de diferenciacién
de las células NK deciduales, de tal manera, Qque las
células se diferenciarian progresivamente hacia formas CD16*
conforme avanza el embarazo.

Aunque los linfocitos cD16* puedan derivarse de
precursores CD167 presentes en la decidua, no podemos
excluir la posibilidad de una emigracion de linfocitos CD16*
de sangre periférica a ‘1ja decidua. Esta hipotética
emigracién podria ser ja responsable de la disminucién de
células CD16* observada en sangre periférica en el 2@ y 3Q
trimestre de gestacion (Castilla y col., 1989).

E1 reclutamiento de las células NK en la decidua puede

estar mediado por productos de los linfocitos T activados

cbservados en 1a decidua (Bulmer Yy suderland 1984), o por

factores solubles procedentes del trofoblasto (Trinchieri,

1989).
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Al estudiar la expresién de CD2 en las suspensiones de

decidua de primer trimestre, obse 'vamos en la 4a y 58

fraccion (que como ya se ha sefialado es donde se separan la

mayor parte de los linfocitos) un elevado porcentaje de
células CD2* (tablas XXVII y XXVIII, fig. 52 y 53). Este
elevado porcentaje no se corresponde con los valores de
CD3 o de CD16, luego las células CD2* de estas fracciones no
serian ni linfocitos T clasicos (CD2*, CD3*) ni células NK
CcD2*, CD16*. Relacionando estos resultados con los obtenidos
en la inmunohistologia (una elevada proporcién de células
CD56* y baja proporcién de células CD16* en decidua de
primer triemstre), estas células CD2* podrian corresponder
a las LGL CD3", CD2*, CD56*, CD16", descritas por Starkey y
col.(1988) muy abundantes en el primer trimestre de
embarazo. También podrian tener relacién con los
denominados granulocitos endometriales estudiados por
Bulmer y col.(1987), de idéntico fenotipo, que se observan
en primer trimestre (Bu1me}, 1989). Sospechamos que estas
dos clases de células (LGL y granulocitos endometriales)
son en realidad un unico tipo celular, que es considerado
como una variedad de células NK.

Resumiendo nuestros resultados y los de los estudios

previos de otros autores, en la decidua de primer trimestre

existe una poblacioén de células NK cuyo fenotipo es CD37,

cp2*, CD167, cD56*, pueden ser células NK relativamente

inmaduras que son generadas por una répida pro11ferac16n de
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progenitores de células NK que estaban en la decidua ya

que se han detectado en la fase lutea del ciclo menst-al

(Bulmer y col., 1988; Marshall y Jones, 1988; King y col
L}

1989), o proceder de células que han emigrado recientemente
desde 1la médula ésea (Trinchieri, 1989). Conforme va
evolucionando el embarazo estas células maduran adquiriendo
el antigeno CD16. Al mismo tiempo,la migracién de
linfocitos CD16* procedentes de sangre periférica podria
contribuir al incremento de células CD16* en la decidua de
tercer trimestre de embarazo.

iCual es el papel de las células NK en la decidua?

La presencia de células NK en la decidua de primer
trimestre puede mediar funciones no citot6xicas. Es posible
que las células NK intervengan en la placentacién modulando
la respuesta inmune materna en la decidua, o produciendo
linfoquinas como el GM-CSF que estimula el crecimiemto
placentario (Athanassakis ¥ col.,1987).

Alternativamente las células NK a través de efectos
citotéxicos o por liberacién de factores citoliticos tales
como el TNF, pueden participar en la necrosis del tejjdo
endometrial facilitando la invasién trofobldstica
(Trinchieri, 1989).

No obstante, la hip6tesis més extendida, aunque al
1a mas discutida, es que las células NK

mismo tiempo

tendrian una actividad antitrofobiastica que frenaria la

jnvasién de este tejido. Existen resultados que podrian
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confirmar esta idea. Asi, en la decidua de ratén se ha

detectado actividad NK (Croy y col., 1985). Ademds el
trofoblasto murino presenta estructuras blanco para la
células NK (Chatterjee-Hasrouni y col., 1984). Los
linfocitos extraidos de 1la decidua humana de primer
trimestre muestran actividad NK frente a células K562,
aunque los niveles liticos fueron bajos al compararlos con
linfocitos de sangre periférica (King y cols., 1989;
Manaseki y Searle, 1989). Cuando se cultivan estos
linfocitos deciduales durante un corto periodo de tiempo
(16 horas) la actividad NK de los mismos es similar a la de
los linfocitos de sangre periférica (Manaseki Yy Searle,
1989). Esto puede ser debido al recambio metabélico de los
derivados placentarios que inhiben la actividad NK (Kolb y
col., 1984; Chaouat y col., 1986), o a la produccién in
vitro de linfoquinas como la IL-2 e IFN que activan las
células NK (Trinchieri y Perussia, 1984)

Sin embargo, el trofoblasto humano es resistente a la
lisis mediada por CTL Y células NK deciduales (Redman Yy
col., 1987; King y col., 1989). La resistencia frente a CTL

es explicable ya que el sincitiotrofoblasto carece de

antigenos HLA de clase 1I. Por el contrario, s

contradictoria 1a resistencia a la citolisis mediada por

células NK, ya que en células tumorales se ha observado que

la susceptibilidad a células NK va asociada a una falta de

ase I (Shimizu y DeMars, 1989).

expresioén de antigenos de cl
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Esta consideracién podria explicarse si se tiene en cuenta

que las células placentarias sintetizan IFN-gamma, y aunque

esta citoquina es un activador de las células NK,
paradéjicamente induce en las células blanco resistencia a
la 1lisis (Trinchieri y Santoli, 1978; Trinchieri vy
col.,1981; Welsh y col., 1981). En principio esta
resitencia puede venir mediada por una induccién de
antigenos HLA de clase I. Sin embargo Hunt y col.(1987)
afirma que el trofoblasto resiste la induccién de 1la
expresién de estos antigenos. La resistencia a la lisis que
presenta el trofoblasto, podria deberse a cambios en la
rigidez de la membrana producidos por una modulacién
lipidica (Roozemond y col., 1987). Szekeres-Bartho Yy
cols.(1989) demuestran que células trofobldsticas tratadas
con hemisucinato de colesterol, que aumenta la . igidez de
la membrana, se vuelven susceptibles a la lisis mediada por
células NK. Este efecto es bloqueado preincubando 1las
células trofobldsticas coﬁ progesterona, hormona que se
encuentra habitualmente en la interfase materno-fetal
durante el embarazo normal.

A pesar de la falta de gsensibilidad a las células NK,

el trofoblasto humano es sensible a los mecanismos de ADCC

(Pross y col., 1985). S6lo las células NK CD16* son capaces

de lisar a traveés de mecanismos de ADCC (Trinchieri, 1989).

E1 trofoblasto murino, ademas, es susceptible a la lisis

por células LAK que se han originado a partir de células NK




o 1 170
(Drgke y Head,‘ 1989). Segun nuestros resultados, 1la

~

proporcién de e€lulas CD16* es baja en el primer trimestre

de gestacién y aUmenta al final del embarazo. Esto podria
sugerir Qué en la decidua de primer trimestre, las células
NK inmaduras son incapaces de rechazar el trofoblasto, més
bien favorecerian su implantacién, corno se ha apuntado
anteriormente. La capacidad litica, probablemente asociada
a la expresién de CD16, se va adquiriendo conforme progresa
el embarazo, con objeto de controlar el crecimiento
trofobléstico.

Una excesiva actividad NK, por otra parte, podria
conducir a situaciones patolégicas. Estudios en modelos
murinos, donde hay una elevada incidencia de abortos,
(Gendrun y Baines, 1988) detectan, utilizando anti asialo-
GM1, una gran poblacién de células NK en las unidades
fetoplacentarias, incluso antes de que el aborto sea
detectable. Se ha observado ademas que células LAK son
capaces de infiltrar al feto en los primeros estadios de
desarrollo provocando abortos (Chaouat y col., 1988)
incluso en ratones con inmunodeficiencia combinada severa

donde hay una auusencia de linfocitos T y B (clark y col.,

1989). Por otra parte, la deplecibn in vivo con anticuerpos

frente a asialo-GM1 previene los abortos (Gendron Yy Baines,

1988).




CELULAS DECIDUALES

En la bibliografia revisada existe una gran confusién
acerca del término "células deciduales”. Hay autores como
Lessin y col.(1988) que identifican las células deciduales
con los macréfagos deciduales, y otros como Starkey vy
col.(1988) que las relaciona con LGL.

En todo este trabajo, hemos identificado a las células
deciduales mediante los criterios morfolégicos referidos
por Lala y col1.(1984) e incluidos en el Material y Métodos.
De acuerdo con esto, observamos que al fraccionar las
suspensiones de tejido decidual con los gradienters .2
Percoll, las células deciduales tipicas se separan en la 18
y 28 fraccién, siendo el componente celular més abundante
y casi exclusivo en ambas fracciones (tabla XII, fig.28, 29
y 30).

Al estudiar estas dos fracciones por citometria de
flujo en primer y tercer trimestre, observamos, una elevada
expresion de CD2, CD16 y HLA-DR (tablas XXIV y XXv, fig.43
y 50). E1 hecho de que CD14 no se exprese en la 13 y 22

fraccion (tablas XVII vy XVIII, fig.41 y 42), sugiere que

estas células DR* no son macréfagos, en contra de 1o que la

mayor parte de los autores considera. sin embargo, el que

estas células expresen los antigenos CD2 Y CD16 nos puede

hacer pensar gue puedan estar relacionadas con células NK.

La expresion de DR no es discordante con esta hipoétesis, ya
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que las células NK tienen capacidad de expresar antigenos

HLA-DR cuando se activan (Perussia y col., 1987), incluso
Brooks y Moore (1986) refieren la expresién de HLA-DR, DP
y DQ en una subpoblacién de células NK. Ademds esta
demostrado que la morfologia LGL no es la Unica de las
células NK y que no todas las células NK tienen la tipica
morfologia LGL durante todos los estadios de diferenciacién
y activacién funcional (Dvorak y col., 1983).

_ E1 andlisis inmunocitoiégico de las células de la
primera y segunda fraccién de suspensiones de decidua a
término, nos confirma la presencia de células de aspecto
decidual que expresan HLA-DR y CD16 (fig. 34, 36a y 36b,.

E1 no haber podido determinar la expresién de CD56
mediante citometria de flujo nos impide aclarar totalmente
el fenotipo de las células deciduales. Queda ademds que

determinar, por tanto, su posible relacién con los

linfocitos CD16*, CD56* descritos anteriormente.

EXPRESION DE ANTIGENOS HLA-DR. CELULAS ENDOTELIALES
Ccomo se ha venido comentando a lo Jlargo de la

Discusibén, la expresién de antigenos HLA-DR es elevada en

la interfase materno fetal. Nuestros estudios 1nmuno-

histolégicos nhos muestran tanto en decidua de primer

trimestre como en decidua a término la presencia de estos

antigenos en linfocitos, macré6fagos, células de morfologia

decidual, células fusiformes Yy endotelios (fig 21 Y 22).
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En general, 1los antigenos HLA de clase II son

expresados en linfocitos B, macréfagos activados y

linfocitos T activados (Kissmeyer-Nielsen, 1975; Fu y col

1978; Klareskog y Forsum, 1986), y su expresién ha sido

asociada a estados de inmunoactivacién (Fu y col.,1978;
Daar y col., 1984; Pober, 1988;).

La deteccién por inmunohistologfa de linfocitos HLA-
DR* (fig.21b y 21c) nos haria pensar en un principio que
podrian tratarse de células B, sin embargo y coincidiendo
con la mayoria de los autores (1987; Bulmer y Suderland,
1984: Lessin y col., 1988), la proporcién de células B,
detectada por nosotros, es nula o muy baja en los tejidos
estudiados. Bulmer y Johnson (1985b), usando doble marcaje
inmunoenzimatico, detectan en decidua de primer trimestre
algunas T DR*, que podrian corresponder a células T
activadas. Khong (1987) describe en la decidua a término,
linfocitos CD8*, HLA-DR*. Como se ha dicho anteriormente los
granulocitos endometriales pueden expresar también HLA-DR

(Ritson y Bulmer, 1987a).

La expresion de antfgenos HLA-DR en macréfagos Yy

células deciduales ya ha sido comentada.

Por otra parte, las células fusiformes de la decidua

de primer trimestre, que podrian ser Jas precursoras de las

células deciduales, son en su mayor parte HLA-DR* ¥y a@optan

una disposicién perivascular (fig.24).

En nuestros resultados observamos tanto en decidua de
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primer trimestre como en decidua y miometrio a término una

marcada expresién de antfgenos HLA-DR en las células
endoteliales de las vénulas y capilares (fig.23 y 285},
mientras que los endotelios arteriolares (fig.24) y los
vasos del trofoblasto no expresan este marcador.

Antigenos HLA de clase II estén presentes en suero en
una forma antigenicamente funcional (Wilson y col., 1979).
Por 1o tanto, como resultado de una absorcién pasiva de las
antigenos de clase Il séricos a los tejidos, se pueden
producir tinciones inmunohistolégicas artefactuales.
Creemos que esta posibilidad no se da en nuestros
resultados, ya que como se ha dicho anteriormente, las
células endoteliales arteriolares son DR".

La expresioén de antigenos DR en los endotelios de la

decidua y del miometrio podria estar inducida por el IFN-

¥, segun ha sido demostrado en otros tejidos (Pober y col.,

1983; Collins y col., 1984). Esta citoquina es sintetizada

por las células del estroma placentario (Chin y col.,
1988). De acuerdo con pober (1988), el hecho de que las

células endoteliales expresen antigenos HLA de clase II es

un signo de activacioén.
Las células endoteliales activadas han mostrado poseer

un una gran variedad de propiedades inmunes: reclutamiento

selectivo de linfocitos a 108 diferentes 6rganos (Gallatin

y col., 1983; streeter y col., 1988), migracion especifica

de monocitos Y neutré6filos a sitios de inf1amacion tisular

g
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(Lewinsohn y col., 1987), vy capacidad de presentacién de

antigeno (Hischberg y col., 1980).

La funcién de las células endoteliales activadas en
miometrio y decidua puede estar relacionada con el
crecimiento trofobldstico ya que las células endoteliaies
son una fuente importante ue citoquinas entre las cuales se
encuentra el GM-CSF (Broudy y col., 1987; Sieff y col.,
1988) que estimula el crecimiento placentario (Athanassakis
y col., 1987; Wegmann y col., 1987). Ademds, como se ha
descrito en otros tejidos, cabe la posibilidad de que las
células endoteliales clase II* actuaran como células
presentadoras de antigeno a células T supresoras (Oksenberg
y col., 1988). Por otra parte, el hecho de que las vénulas
y capilares sean DR*, mientras que las arteriolas son
negativas, sugiere una situacién funcional semejante a la
de las HEV (High Endothelial Venules) de los ganglios y

tejidos linfaticos, a traves de las cuales se produce la

1legada de linfocitos a estos tejidos (stamper y Woodruff,

1976). De acuerdo con esta hipotesis, 1los endotelios
activados podrian estar relacionados con la migracién de
leucocitos a la decidua, que precisamente ha sido descrita

en estos resultados. Asi mismo, el aque 108 vasos del

miometrio sean también positivos, nos puede indicar que la

1legada de leucocitos no solo afecta a la decidua, sino

también a las regiones cercanas.




ANTIGENOS HLA DE CLASE I

Esta generalmente aceptado que aquelias células
trofoblasticas en contacto directo con la sangre materna y
que son las que componen el sincitiotroboblasto velloso, no
expresan antigenos HLA de clase I ni de clase II (Suderland
y col., 1981; Johnson y col., 1981; Faulk y McIntyre, 1983;
Johnson, 1984; Bulmer y Johnson ,1985a). Nuestros
resultados vienen a sumarse a todos los estudios previos,
no detectamos ningun tipo de antigeno HLA en el
sincitiotrofoblasto de primer o de tercer trimestre (fig.
20a y 20b).

Sin embargo, si hemos observado expresién de antigenos
HLA de clase I, aunque leve, en el citotrofoblasto
extravellositario a término, mediante el anticuerpo

monoclonal W6/32 (fig.20c). Esta descrito que este antigeno

del citotrofoblasto humano s una glicoproteina no

polimérfica con una cadena pesada de solo 40KD asociada

con la g2-microglobulina (E11is y col., 1986). Se ha
especulado sobre la posibilidad de que sea un antigeno del

locus C o alguna molecula HLA no-clésica del sistema HT

(E1lis ¥y col., 1986).

Hay autores que determinan una pérdida de expresion de

antigenocs HLA de clase 1 por parte de las células del

epitelio glandular de la decidua de primer trimestre

(Johnson Y Bulmer, 1984). Sin embargo en nuestros
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resultados detectamos 1la expresioén de este antigeno en

todas las glandulas. No encontramos explicacién a esta

discrepancia. Bulmer y Johnson (1985b) describen glandulas

HLA-DR* en decidua de primer trimestre. Resulta dificil de
entender como el epitelio glandular puede perder los
antigenos HLA de clase I y adquirir al mismo tiempo

antigenos HLA de clase 1I.

Resumiendo todos nuestros resultados, observamos que
las poblaciones celulares en la decidua humana varfan a 1o
largo del embarazo. En primer lugar, destaca un aumento de
leucocitos (linfocitos T cldsicos, macréfagos y células NK
CD16*) en la decidua a término. La mayor parte de los
linfocitos de la decidua de primer trimestre, seleccionados
en la fraccién de densidad 1,080, son CD3" cp2* cD167,
mientras que 1los linfocitos de la decidua a término
presentan un fenotipo distinto ya que se trata de
linfocitos T clédsicos cbD3* y de células NK CD16* (estas se
seleccionan entre la 33 y la 5a fraccién). Las células
deciduales tipicas se seleccionan fundamentalmente en la 12

y 28 fraccion. En estas fracciones, y en los dos tipos de

decidua estudiados, la expresi6n de CD2Z, cD16 y DR fue

elevada. Los macr6fagos se han seleccionado en la 32 y 4a

fraccién, de acuerdo con los resultados de la

ijnmunohistoquimica y de la jnmunocitoquimica son DR*. Por

Gltimo cabe destacar, el estado de 1nmunoactivacién que
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existe en la decidua de primer y tercer trimestre Y que se

refleja por la elevada expresién de HLA-DR en células donde

normalmente no se expresa, como es el caso de los

endotelios venulares. Este estado de activacién puede ser

debido a la presencia en la interfase materno fetal de

sustancias activadoras como el IFN-gamma, y puede estar
relacionado ccn los mecanismos de inmunosupresién que se
han descrito en la interfase materno-fetal, y/o con el
reclutamiento leucocitario que parece producirse en la

decidua humana a 1o largo de la gestacioén.




CONCLUSIONES




1. Una subpoblacién de células deciduales tipicas expresa

marcadores inmunes relacionados con las células NK (CD2
]

CD56 y CD16).

2. A 1o largo del embarazo se produce un incremento de la
proporcién de leucocitos a nivel decidual, que incluye

linfocitos T CD3*,1infocitos B CD20*, macréfagos CD14* y
células NK CD16*.

3. Los linfocitos con marcadores de células NK (CD2 y CD56
en primer trimestre, y CD2, CD16 y CD56 en decidua a
término) constituyen la poblacién leucocitaria més
abundante de la decidua, seguidos de los macréfagos CD14%,
linfocitos T cldsicos CD3* y una minima proporcién de

células B y granulocitos.

4. En la decidua humana existe un estado de activacioén

inmune que viene reflejado por la expresién de antigenos
HLA-DR en una amplia variedad de células: macréfagos,

linfocitos, células deciduales Yy células endoteliales.
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