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RESUMEN

La implantacion embrionaria es una secuencia de interacciones bioquimicas y fisicas entre el embrion
y el utero, que lleva a la formacién de un contacto celular intimo y especializado entre el trofoblasto
embrionario y el endometrio materno. La implantacion solamente se podra llevar a cabo durante la
ventana de implantacion, fuera de la misma el endometrio debe ser indiferente o aun hostil al
embrién. Por este motivo es fundamental la existencia de un “didlogo” (interaccién) sincronizado entre
el endometrio receptivo y el blastocisto funcional que involucre la aparicién de factores enddcrinos,
pardcrinos y autécrinos. Entre estos mediadores se encuentran moléculas de adhesion, citoquinas,
factores de crecimiento, lipidos y otros. En este trabajo se harda mencion especialmente a las
citoquinas del tipo Thl y Th2.

Palabras claves: implantacién embrionaria - blastocisto - invasién - citoquinas Th1/Th2

“Cytokines: the language of embryo- maternal cross-talk”
ABSTRACT
Embryo implantation is a sequence of biochemical and physical interactions between the embryo and
the uterus, that carries to the formation of a close and specialized cellular contact between the
trophoblast and the endometrium. The implantation only will be able to carry out during the window of
implantation, out of this the endometrium has to be indifferent or still hostile to the embryo.
By this reason is fundamental the existence of a synchronized “dialogue or cross talk” (interaction)
between the receptive endometrium and the activated blastocyst that involve the existence of
endocrin, paracrin and autocrin factors, such as adhesion molecules, cytokines, growth factors, lipids.
Thl and Th2 cytokines will be mentioned specially in this work.
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INTRODUCCION

La implantacidon embrionaria es una secuencia de interacciones bioquimicas vy fisicas entre el
embrién y el Gtero, que lleva a la formacion de un contacto celular intimo y especializado entre el
trofoblasto embrionario y el endometrio materno (1). Dicho evento representa el paso mas critico del
proceso reproductivo en muchas especies. Es considerado el Unico fendémeno biolégico por el cual el
embrion en estadio de blastocisto se conecta intimamente a la superficie del endometrio materno
para formar la placenta que proveera una interfase entre el feto en desarrollo y la circulacién materna
(2, 3).

La implantacion solamente se podra llevar a cabo durante un periodo autolimitado de
receptividad endometrial que ocurre entre los dias 20 y 24 del ciclo menstrual denominado ventana
de implantacion (dependiente de hormonas ovaricas); fuera de la misma el endometrio debe ser
indiferente o aln hostil al embrién (4, 5). La receptividad endometrial consiste en la adquisicién de
ligandos de adhesién junto con la pérdida de componentes inhibitorios que pueden actuar como una
barrera ante la presencia de un embrién por implantarse (3). Por este notivo es fundamental la
existencia de un “dialogo” (interaccién) sincronizado entre el endometrio receptivo y el blastocisto
funcional que involucre la aparicion de factores enddcrinos, paracrinos y autocrinos. Entre estos
mediadores se encuentran moléculas de adhesion, citoquinas, factores de crecimiento, lipidos y otros
(6, 7). En humanos la eficiencia de dicho didlogo es marcadamente baja considerando que una vez
gue la implantacién comienza se estima que menos del 30% de los embarazos llegan a término (8, 9).
Se pueden distinguir dos periodos segun el momento en que ocurre la implantacion: el periodo pre-
implantatorio (antes de la implantacion) y el peri-implantatorio (al momento de la implantacion). Para
un mejor estudio, el proceso de implantacibn embrionaria ha sido dividido basicamente de tres

etapas: aposicion, adhesién e invasién (10).

PERIODO PRE-IMPLANTATORIO

Finalizando el proceso de fertilizacion en el oviducto, el zigoto formado sufre una serie de
divisiones celulares dentro de la zona pelldcida que lo rodea. Esta serie de divisiones mitoticas,
denominada clivaje, divide el gran volumen citoplasmatico del zigoto en varias células mas pequenas,
los blastomeros, para formar una masa de células totipotenciales, la mérula. En algin momento, entre
la fase de 8 células y la fase de 16 células, la superficie de la mérula se vuelve mas lisa y mas
esférica. Esto es debido a que las células incrementan los contactos intercelulares y quedan mas
compactas, estableciéndose uniones herméticas entre las células externas que sellan el interior de la
mérula con respecto al medio exterior. Poco después, los espacios intercelulares internos aumentan
de tamafio generando una cavidad central llena de liquido, el blastocele. En este momento se dice

gue la moérula se ha transformado en blastocisto (11) (Figura 1).
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Figura 1: Desarrollo de un embrién pre-implantatorio e implantacion. Seguido a la fertilizacion en el oviducto, el
embrion sufre una serie de divisiones mitéticas hasta formar una moérula. En el estadio de moérula tardia, el
embrién entra al lumen uterino y se transforma en blastocisto. Antes de la implantacion el blastocisto escapa de
la cubierta que lo rodea (zona pellcida). El blastocisto se alinea y adhiere a la pared uterina para comenzar el
proceso de implantacién (12). E: dias de vida del embridn.

El blastocisto es el estadio del desarrollo donde, por primera vez, se diferencian dos tipos
celulares. Dicho estadio se caracteriza por la presencia de: (a) un blastocele, (b) un pequefio grupo
de células en uno de los polos del blastocisto que forma el macizo celular inetrno (MCI) y (c) de una
monocapa de células epiteliales, continua e impermeable, que rodea y recubre al blastocele y a la
MCI llamada trofoectodermo (Figura 2).

El embrién propiamente dicho deriva de la MCI que crece y comienza a diferenciarse dando
origen a todas las capas celulares embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo). La
interaccion, asociacion y desarrollo de estas capas resulta en la diferenciacion de tejidos y 6rganos
del feto. Parte de la MCI da también origen a algunas estructuras extraembrionarias (11).

El trofoectodermo es el epitelio precursor de la placenta y el primer componente del sistema de
estructuras extraembrionarias. Una vez liberada la zona pellcida, las células del trofoectodermo

establecen un estrecho contacto con la pared del Gtero, en la que se implanta el embrién (11).
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Figura 2:Imagen e ilustracion de un blastocisto. El blastocisto se caracteriza por poseer una cavidad (blastocele)
con dos poblaciones celulares, el macizo celular interno (MCI) y el trofoectodermo, el cual es el progenitor de las
células del trofoblasto (TB). Modificado de http://sps.k12.ar.us/massengale/stemcell_article.htm

PERIODO PERI-IMPLANTATORIO

A medida que el embrion se divide, se desplaza a través del oviducto para llegar al utero
materno e implantarse en el endometrio. Este proceso es mediado por una poblacién de células
especializadas del blastocisto, denominada trofoblasto, que se forman por diferenciacion del
trofoectodermo (13).

Para que una implantacion exitosa ocurra es necesario que se produzca la preparacion del
endometrio y el desarrollo del embrién de un modo sincronizado para permitir asi una comunicacién
adecuada entre ambos. Los factores endometriales son mediadores criticos de todas las fases del

proceso implantatorio (Tabla 1) (14).
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Mutrientes
Citoguinas y Guimioguinas
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Enzim as degradadorasinhibidores

Eztroma Decidualizado

Prostaglandinasz
Citoguinas y Guimioguinas
Factores de crecimiento

Proteaszas

Tabla 1: Factores regulados durante las primeras etapas de la implantacion.

Preparacién del endometrio

Las hormonas esteroideas desempefian un papel fundamental en la preparacion del

endometrio para la implantacién. Algunas citoquinas se encuentran reguladas por estas hormonas y

acttian a nivel autocrino-paracrino. Durante la fase folicular, el endometrio sometido a la accién de los

estrogenos prolifera y crece. Luego, tras la ovulacion, la secrecidon de progesterona va a producir

importantes cambios en la morfologia y funcién endometrial. Los cambios morfolégicos clasicos

descritos en el endometrio secretor son:
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- Disminucion progresiva de la mitosis
- Aparicién de vacuolas, en el epitelio endometrial, ricas en glucégeno
- Edema en el estroma

- Decidualizacién e infiltracién leucocitaria.

El endometrio estd formado por cuatro componentes basicos: epitelio luminal, epitelio
glandular, estroma y vasos. Durante el periodo peri-implantatorio se van a producir unas
modificaciones especificas que van a hacer que el endometrio sea receptivo para la anidacion del
blastocisto:

- Epitelio luminal: Es el lugar donde se produce el primer contacto entre blastocisto y endometrio.
Estas células van a producir receptor para la interleuquina-1 (IL-1) (15).

- Epitelio glandular: La secrecion de las glandulas uterinas cambia cualitativamente vy
cuantitativamente durante este periodo (16).

- Células del estroma: a partir del décimo dia post-ovulacion las células del estroma sufren cambios
morfolégicos y funcionales. A este proceso se le denomina decidualizacion. Estas células crecen e
inician la sintesis y secrecion de prolactina, este proceso ocurre fisiolégicamente independientemente
de la presencia o no del embrién. Ademas producen durante este periodo "Insulin growth factor
binding protein-I" (IGFBP-1) (17) que aparece al dia 4 post-ovulacién y estd regulada por la
progesterona.

- Vasos: En los roedores la primera respuesta del endometrio al blastocisto es el aumento de la
permeabilidad capilar en el lugar en que se producira la invasion. Esta reaccion esta desencadenada

por la produccion local de prostaglandinas (18) por células del epitelio y del estroma.

Receptividad Endometrial

En el lugar de implantacién la membrana plasmética epitelial luminal es el compartimiento
materno que primero contacta con el embriéon y define el limite que debe atravesar para poder
acomodarse en el tejido uterino. La expresion de diferentes componentes moleculares,
mayoritariamente proteicos, en distintos dominios funcionales y estructurales de las células epiteliales
endometriales determina la identidad y funcién de la membrana plasméatica. De este modo, la
presencia de distintos conjuntos de proteinas de membrana, proteinas del citoesqueleto cortical y
lipidos en el momento de implantacion, principalmente en el dominio luminal, facilitara la adhesion del
embridn en estadio de blastocisto.

La receptividad endometrial delimita un periodo del ciclo menstrual conocido como “ventana
de implantacion” en el que es posible la adhesion del blastocisto exclusivamente. Durante este
periodo, en la membrana plasmatica de las células epiteliales endometriales se producen cambios

morfolégicos y bioquimicos (19).
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Etapas de laimplantacion
La implantacion en mamiferos presenta considerables variaciones segun a qué especie se
haga referencia. A continuacién se describen las caracteristicas mas importantes y distintivas de este

proceso.

1. Pérdida de la zona pellcida

La rotura de la zona pelicida o “hatching” (Figura 3) es requisito indispensable para la
implantacién. En el ratén, el blastocisto entra en el cuerno uterino y pierde la zona pellcida después
de 4.55 dias de gestacion, implantandose horas mas tarde en la pared uterina (20), en el humano el
blastocisto llega a la cavidad uterina 56 dias después de la ovulacién (21). La pérdida de la zona
pelicida es efectuada por una enzima tipo tripsina que digiere la matriz glicoproteica de la misma y es
sintetizada por el trofoectodermo mural (22). El blastocisto es capaz de romper la zona pellcida (ZP)
en el interior del Gtero, in vitro o en lugares ectdpicos, 1o que indica que no necesita la participacién
obligada del endometrio. Sin embargo, en las condiciones descritas, el “hatching” se retrasa al menos
un dia comparado con la rotura de la ZP que ocurre intraltero. Esto indicaria que la presencia de
enzimas uterinas in vivo cumpliria una funcién importante en este proceso. La rotura de la ZP no
significa la capacidad de adhesién instantanea; esta capacidad debe ser adquirida en un periodo que
oscila entre minutos y horas. En este estadio de pre-contacto no se observa relacion entre el

trofoectodermo y el epitelio uterino (23).

Figura 3: Blastocisto en proceso de eclosion (“hatching”). En la imagen se puede observar la estrangulaciéon
presente en el blastocisto ocasionada por la rotura de la zona pellcida (ZP). MCI: macizo celular interno, TB:

trofoblasto / trofoectodermo. Modificado de www.advancedfertility.com/blastocystmultiples.htm

2. Estadio de aposicién

En el comienzo de la implantacion, durante el estadio de aposicion (Figura 4), la membrana
plasmatica de las células trofoblasticas y de las células epiteliales uterinas se encuentran
yuxtapuestas y separadas por una minima distancia. Una red especializada de filamentos
submembranosos permite la unién estable entre estas células (2). Durante este periodo, el blastocisto

estd intimamente conectado con estas células uterinas que dejan su forma sobre las membranas
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celulares del trofoblasto. En este momento se establece un verdadero contacto celular entre los
tejidos uterinos y embrionarios aunque la conexién morfolégica entre blastocisto y endometrio ain no
se ha producido (23).

El blastocisto humano mide aproximadamente 300 um y la luz uterina se ha estrechado,
siendo practicamente virtual. El blastocisto se coloca habitualmente en una zona determinada del
Utero dependiendo de la especie; en humanos es el fundus uterino y un tercio superior de la cara
posterior uterina. Esto es importante porque va a determinar la localizacidon de la placenta. En
animales con mudltiples crias (polytocous), los blastocistos mantienen un espacio constante entre
ellos. La MCI que dara origen al embrion ocupa un lugar especifico dependiente de la especie. En la
especie humana se encuentra en la zona en la que se va a desarrollar el trofoblasto invasor (el
trofoectodermo polar, el mas cercano a la MCI), mientras que en el raton se encuentra en el lado
opuesto al trofoblasto invasor (el trofoectodermo mural, el mas lejano a la MCI) (23).

Es importante nombrar la L-selectina, la cual esta criticamente involucrada en la fase de
aposicion embrionaria (24). Las moléculas que participan en la union con la L-selectina son
carbohidratos y estan localizados sobre el epitelio luminal en el momento de la implantacién, mientras
que el trofoectodermo expresa fuertemente L-selectina luego de la eclosion del blastocisto. El linaje
de las células trofoblasticas utiliza la L-selectina para unirse al epitelio uterino a través de ligandos de
oligosacaridos; cuando la L-selectina es bloqueada con anticuerpos especificos la adhesion del
embrion al epitelio se ve perjudicada (24). Un posible candidato como substrato para la unién de las
mucinas que expresa el epitelio uterino (MUC1) al embrién incluye ala L-selectina (25). Sin embargo
la funcién de la L-selectina y su participacién en el proceso implantatorio es alin muy controvertida
(26).

3. Estadio de adhesion

La adhesién es el resultado de los cambios moleculares en la superficie del trofoblasto y del
endometrio (Figura 4). Este proceso es particularmente importante ya que esta implicada la adhesion
de superficies apicales de células de dos origenes distintos (27). Esta adhesién podria estar mediada
por la induccion esteroidea (28) y/o embrionaria (29) de una o mas moléculas de adhesion en la
superficie celular del epitelio luminal en el momento de la llamada ventana de implantacion.

El embrién, a medida que se acerca a la superficie epitelial, es probable que se encuentre
inicialmente con el glicocalix epitelial, el cual es mas abundante en el epitelio humano durante el
periodo implantatorio. Uno de los componentes singulares de esta capa es la mucina (30).

La mucina MUC1 se expresa en el epitelio luminal a lo largo del ciclo menstrual. El estudio in
vivo de la regulacion hormonal muestra que la progesterona, a diferencia del estradiol, tiene un efecto
sobre la presencia de esta molécula en el epitelio luminal. Se ha propuesto que MUC1 funcionaria
como molécula de anti adhesion ya que sobresale 200-500 nm de la membrana, mientras que la
mayoria de las proteinas existentes en la superficie celular permanecen dentro de los limites del
glicocalix, el cual es aproximadamente de 10 nm de grosor. Por consiguiente, MUC1 podria inhibir la
interaccion entre el embrion y las moléculas de adhesién apicales del epitelio endometrial materno,

creando una barrera que impediria la implantacion del embrién (31).
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Entre las moléculas de adhesidon mas relevantes en el proceso de implantacién se encuentran
las integrinas, presentando una expresion elevada en la mayoria de tejidos placentarios, son
receptores de la matriz extracelular compuesta mayoritariamente de fibronectina, vitronectina y
colageno tipo IV, las cuales poseen la secuencia RGD (Arg-Gly-Asp) reconocida por las integrinas;
ademds existen otras secuencias diana que interaccionan con las integrinas. Parecen cumplir un
papel importante en la adhesién ya que la expresion de integrina b3 se ve reducida en mujeres
infértiles (32). Ademas el blastocisto es capaz de aumentar selectivamente la expresion de esta
molécula a través del sistema de la interleuquina-1 (29). Una vez que el blastocisto ha atravesado la
membrana basal, la migraciéon del trofoblasto invasivo de primer trimestre necesita, al menos in vitro,
una expresion de integrinas a5y bl. Esta migracion se encuentra estimulada por el Factor de
Crecimiento similar a Insulina 1l (IGF-11) y por la Proteina de unién al Factor de Crecimiento similar a
Insulina | (IGFBP-1) y puede ser inhibida por el Factor de Crecimiento Transformante b (TGF-b) (33).

Uno de los factores de crecimiento que son reconocidos por poseer una funcién importante en
el proceso reproductivo es el factor de crecimiento epidermal de uniéon a Heparina (HB-EGF) (34) y
pueden unir dos receptores EGFR (ErbBl) y ErbB4 (HER4) (35). Estudios recientes (36) han
identificado factores que modulan la expresion de HB-EGF, EGFR, y ErbB4 en células endometriales
estromales in vitro incrementandolos por cAMP, que actlia como inductor de la decidualizacion del
estroma endometrial. Asimismo, dicho estudio demostré que la produccion de HB-EGF soluble y
transmembrana est4 modulada diferencialmente por TNFa y TGFR, sugiriendo que dicho factor posee
una funcién en la maduracién endometrial, la mediacién de la decidualizacién y la reduccion de la

apoptosis en el estroma inducida por TNFa y TGFR.

4. Estadio de invasion

La implantacién de un embrién en el endometrio materno es el primer paso que conduce a la
placentacién y se asegura que el embrién sea provisto de un adecuado suministro de sangre. En la
etapa de invasiéon (Figura 4), la extension que el embrién invade varia considerablemente entre los
mamiferos, pero en todas las especies, ocurre una remodelacién del endometrio materno en el sitio
de implantacién. Las barreras que deben traspasarse para establecer conexiones con el suministro
sanguineo incluyen la membrana basal del epitelio uterino y del endotelio y, en un rango variable, la
matriz intersticial endometrial que da soporte al estroma. La agresividad del trofoblasto es por el
contrario solamente vista en células malignas, y la invasion trofoblastica comparte muchas de las
caracteristicas de la invasién y metastasis tumoral. La diferencia fundamental es que la invasién
trofoblastica esta rigurosamente controlada mientras que la invasién tumoral progresa sin moderacién
(37).

El mecanismo por el cual el trofoblasto penetra en el epitelio uterino, haciendo contacto con la
sangre materna y la medida en que invade al endometrio materno, varia considerablemente de una
especie a otra. El objetivo principal en la implantacion es asegurar que las células trofoblasticas se
anclen firmemente en el estroma endometrial. Estudios ultraestructurales han revelado que hay
diferentes modelos de invasién en mamiferos. Segun el tipo de penetracion del epitelio endometrial

en distintas especies se han descrito diferentes estrategias de invasion (12, 38): en ratén y rata, la
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adhesion del blastocisto al epitelio luminal desencadena localmente la apoptosis epitelial en el sitio de
adhesién fcilitando la penetracion de las células trofoblasticas al estroma a través de la capa de
epitelio luminal; en cobayos, el trofoblasto sincicial hace protrusions focales a través de la zona
pellcida y penetra entre las células epiteliales atravesando la membrana basal e introduciéndose en
el estroma, originando una placentacién epiteliocorial con lo que el intercambio materno-fetal tiene
que cruzar el trofoblasto-epitelio-endotelio; en conejos, agrupaciones de células trofoblasticas
(protuberancias trofblasticas) se fusionan con el epitelio luminal para formar el simplasma. Tras la
fusion los nicleos maternos son fagocitados y este sincicio pasa a estar regido por el embrion; en
primates, el trofoblasto sincicial, que se forma en cercania del macizo celular interno, se introduce
entre las células epiteliales uterinas y penetra la ldmina basal. Las células trofoblasticas desplazan,
disocian y sustituyen a las células epiteliales estableciendo una placentacién hemocorial, en la cual la
sangre materna en el espacio intervelloso esta en contacto directo con el trofoblasto.

La invasion que se produce en la placentacion hemocorial es similar a la invasién de los
tumores malignos. Sin embargo, a diferencia de éstos, en un embarazo normal este proceso es
autolimitado y controlado por ambos, Utero y trofoblasto. La invasion es debida a la produccién de
proteasas unidas a la membrana del trofoblasto o secretadas al espacio extracelular. En el momento
adecuado, estas proteasas seran anuladas por inhibidores especificos producidos tanto por la
decidua como por el mismo embridn, limitando asi la capacidad invasiva del trofoblasto.

El control de este proceso invasivo debe ser controlado exhaustivamente para prevenir
posibles invasiones patolégicas como ocurre en los casos de placenta acreta o en la preeclampsia
(39). Este control es mediado por diversas proteasas que degradan la matriz extracelular, entre ellas

las serinproteasas, metaloproteasas y colagenasas (40).
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Figura 4: Distintos estadios del proceso implantatorio de un blastocisto humano: pérdida de la zona pelicida,

aposicion, adhesion e invasion.

EL SISTEMA INMUNOLOGICO EN LA IMPLANTACION EMBRIONARIA

El endometrio y otros 6rganos del sistema reproductor contienen células del sistema inmune
gue pueden desempefiar papeles especificos en la funcién reproductora. La poblacion leucocitaria de
un endometrio normal suele ocupar un 10-15% del estroma, incrementando hasta un 20-25% en la
fase secretora tardia premenstrual (41). La mayor parte de esta poblacién esta compuesta por
linfocitos T y macréfagos que se distribuyen por el estroma de forma difusa o formando agregados
periglandulares estromales (42). Las células NK (natural killer) se encuentran principalmente en el
estroma y en el interior de los foliculos linfoides. La presencia y nimero de determinados tipos
celulares se ha correlacionado con su papel en la respuesta inmune local y su implicacion en el
proceso de la implantaciéon (41). En cuanto a las moléculas y mediadores que participan en la
implantacién embrionaria existe una serie de moléculas de accion local (autocrino-paracrino) como

las citoquinas (43, 44).

Células NK
Las células NK constituyen un 10-15% de los linfocitos circulantes y se identifican
principalmente por la expresién en su membrana de las moléculas CD56 y CD16. Segun la densidad

con la que expresan CD56 en la superficie celular se distinguen dos subpoblaciones NK: €D56dim
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CD16bright y €D56bright CD16dim. Aproximadamente el 90% de las NK en la sangre periférica
humana poseen una expresion intermedia o baja de CD56 (CD56dim) y una alta expresién de CD16
(CD16bright). El 10% restante tiene un fenotipo caracterizado por una alta expresion de CD56 y una
baja expresion de CD16 (CD56bright CD16dim). En contraposicion la poblacion CD56bright
predomina en los ganglios linfaticos, expresan altos niveles de los receptores NKG2/CD94 y KIR y
muestran baja actividad citotéxica, pero a diferencia de CD56dim producen y secretan grandes
cantidades de diversas citoquinas inmunorregulatorias (INF-g TNF-a, TNF-b, IL-10, IL-13 y GM-CSF).
Durante el primer trimestre del embarazo, hasta el 40% de las células de la decidua son leucocitos;
las células NK, ahora llamados NK uterinas, son los leucocitos predominantes. Debido a esta
asociacion temporal y al contacto directo que establecen con el trofoblasto, se ha sugerido que las
células NK desempefian un papel crucial en la gestacion.

El feto en desarrollo presenta todos los genes MHC paternos, aunque el sistema

inmunoldgico materno no suele generar una respuesta de rechazo contra él. Las células inmunes de
la decidua materna entran en contacto con el feto a través del trofoblasto. Este trofoblasto carece de
MHC de clase | y Il. El trofoblasto extravelloso sélo expresa las MHC de clase Ib, HLA-G, HLA-E y
HLA-C.
El contacto entre las células inmunes maternas y el feto ocurre entre: A sangre materna en contacto
con el sincitiotrofoblasto, el wal carece de antigenos HLA y por lo tanto no pueden proveer un
estimulo antigénicoy & decidua materna en contacto con el trofoblasto extravelloso que so6lo expresa
moléculas HLA-C. La ausencia de moléculas HLA de clase Il no le permite presentar antigenos a
linfocitos T CD4+. Establecido el embarazo, se activan receptores inhibitorios en las células NK
(cuyos ligandos especificos son HLA C, G y E) que protegen al trofoblasto de su potencial actividad
citotoxica.

En la decidua materna las células NK uterinas (CD56bright) constituyen el 70% de la
poblacion NK. La funcién de las células NK durante el embarazo estaria relacionada con el
reconocimiento de las células del trofoblasto y la regulacién de su capacidad invasiva ya que dicha
poblacién declina una vez completada la invasion del trofoblasto. La presencia de receptores
activadores en células NK que interactian con HLA-C sugiere que también puedan ser transmitidas
sefales estimulantes. Estas sefales pueden inducir a las células NK presentes en la decidua materna
a alterar su repertorio de citoquinas y responder de manera variable a la placenta que se implanta
(45). Es importante destacar que a través de interacciones con las células trofoblasticas las NK
uterinas controlan la vascularizacion y la invasién de la placenta. Ademas son capaces de inhibir su
citotoxicidad a través de la expresion del hetrodimero inhibitorio NkG2A-CD94 que interactda con
HLA-E. (46) y de promover la liberacion de TNFa y bajas cantidades de IFNg (factores angiogénicos)
a través de la interaccion de HLA-G soluble con KIRDL4 promoviendo la vascularizacion de la
decidua durante el embarazo.

La informacién referente al papel de las células NK en la aceptacién de la implantacion del
embridn es aun conflictiva. Se sugiri6 que la capacidad de los receptores NK en reconocer a las

moléculas HLA de clase | paternas a través de receptores de activacion seria muy importante dado
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que la falta de reconocimiento conduciria a las células NK a lisar el trofoblasto y por ende a la falla del

embarazo (45).

Células T regulatorias

Se ha descripto la existencia de una expansion sistémica de células T regulatorias en todos
los 6rganos linfoides y dichas células se acumulan especialmente en el Gtero de ratones hembra y en
mujeres prefladas (tanto en embarazos singenéicos como alogéneicos). Dichas células expresan
CCRS5 (ratones) el cual interactia con CCL4 permitiendo la acumulacion en el Gtero (47).

Las células T regulatorias tienen un efecto supresor potente hacia antigenos de origen fetal y
su numero en decidua es significativamente menor en muestras de abortos espontaneos que en
muestras de abortos programados. Estudios recientes demostraron que las células T regulatorias
CDA4(+)CD25(+) aumentan la actividad IDO (indolamina 2,3-dioxygenasa) en células dendriticas y
macrofagos. Las células T regulatorias por activacién de antigenos fetales expresan CTLA-4 en la
superficie celular que a través de la interaccion con B7 en las células dendriticas induce la produccién
de IFNg Este estimula la sintesis de IDO en las células dendriticas y en los macréfagos residentes y
asi inhibirian la proliferacion de linfocitos T. Existen otros mecanismos que involucran interacciones
célula-célula (por ejemplo a través de TGFbl y Gal-1) y por la produccion de factores solubles (IL-10
y TGFb) (Betz AJRI 2007 58:238). Las células T regulatorias CD4(+)CD25(+) y la enzima IDO podrian
cooperar en la induccién de la tolerancia durante un embarazo. La deficiencia de estas células estaria
asociada a la pérdida de embarazos tempranos post-implantatorios y a abortos espontaneos en
modelos animales y bajos niveles asociados a abortos recurrentes en humanos. Es asi que estas

células poseerian un papel fundamental en la induccién y mantenimiento de la tolerancia (48).

Citoquinas

Las citoquinas son pequefias glicoproteinas con numerosas funciones fisiolégicas. Sus
acciones estan asociadas con la mayor parte de los procesos que ocurren en el cuerpo en la
respuesta inmunolégica. La familia de citoquinas se caracteriza por ser pleiotropicas y por su
redundancia, a menudo muchas de las moléculas se solapan en sus funciones o poseen roles
opuestos (49). Muchas citoquinas estan implicadas en un amplio espectro de funciones biolégicas en

el sistema reproductor y participan en el proceso implantatorio (50).

Citoquinas Thly Th2

Los linfocitos T CD4 cumplen un papel importante en regular y dirigir la respuesta inmune a
través de las citoquinas que producen. Dentro de esta poblacidon de células existe una poblacion
llamada ThO que es funcionalmente indiscriminada inicialmente y puede diferenciarse en dos
subpoblaciones de linfocitos llamados células Thl y Th2. Los linfocitos T CD4 con actividad Thl
producen principalmente interleuquinas (IL) IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, interferon gamma (IFN-g) y
factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a), mientras las células Th2 son la fuente de IL-4, IL-5, IL-10, IL-
13 y factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (51). La inmunidad

celular es mayormente dependiente de la actividad de las células Thl, contrariamente las células Th2
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estan involucradas principalmente en la regulacion de la respuesta humoral. Los macréfagos y las
“Natural killer” (NK) siendo los componentes celulares principales de la inmunidad innata pueden
influenciar la desviacion funcional de los linfocitos T CD4 por la produccién adecuada de citoquinas.
Para que la poblacién de células ThO se diferencie en sus subpoblaciones y desarrollen su actividad,
requieren IFN-g e IL-12 para la subpoblacién Thl e IL-4 para la adquisicion de la actividad
correspondiente a la subpoblacion Th2 (52).

Durante un embarazo existe una fuente adicional de citoquinas Thl y Th2: el epitelio decidual
y estroma, el cito y el sinciotrofoblasto, el corion, el amnios y las células de Hofbauer en la
vellosidades coriénicas. Las citoquinas originadas de estos tejidos participan en la induccién de la
tolerancia materna por la presencia del feto, la regulacién local de la respuesta inmune contra
factores infectivos, la modulacién de la produccidon hormonal de la placenta y la remodelacion de

tejidos durante la invasion trofobléstica (44, 53, 54).

Actividad Th2 durante el embarazo

En 1993, Wegmann y colaboradores (55) desarrollaron una hipétesis inmunotréfica la cual
postulaba que durante un embarazo exitoso el balance Th1/Th2 estad fuertemente inclinado hacia la
actividad Th2 y de acuerdo con esta hipotesis la actividad Thl es incompatible con un embarazo a
término.

AuUn durante la fase lutea del ciclo menstrual las células endometriales indican la expresion de
ARNmM incrementado para citoquinas tipo Th2 (IL-4, IL-6) comparadas con las Thl (IL-2, IL-12, IFN-g
(56). La interleuquina-4 es secretada por los linfocitos infiltrados en el endometrio y estimula la
produccién del factor inhibidor de leucemia (LIF) en el tejido endometrial la cual es una citoquina de
gran importancia en el periodo peri-implantatorio asi como también junto con el factor de crecimiento
transformante-b (TGF-b) facilita el proceso de invasion trofoblastica (57), decidualizacién endometrial
(58, 59), regula la interaccion entre linfocitos deciduales y el trofoblasto y controla la angiogénesis
dentro de las vellosidades trofoblasticas (junto con IL-6) (60). Algunos de los procesos descriptos son
dependientes de progesterona (61). La progesterona influencia la red de citoquinas por la disminucion
de la actividad Thl, de TNF-a en la fase lutea del tejido endometrial (62) y por la induccién de la
sintesis de TGF-b en células endometriales y linfocitos deciduales T TCRgd+ (63). La secrecién de
LIF in vitro es inhibida por la actividad de citoquinas Thl (IL-12, INF-g. De modo similar, durante
experimentos in vitro las citoquinas Thl (IL-1, TNF-a) influenciaron negativamente el proceso de
decidualizacion endometrial. Ademas fueron descriptas bajas concentraciones de LIF, IL-4, IL-6 e IL-
10 en tejido endometrial y en decidua en mujeres con multiples fallas de implantacién (64) y abortos
recurrentes. Durante la implantacion, el embrion puede activamente (via TGF-b y prostaglandina
PGE2) modular las interacciones con la decidua, mayormente disminuyendo la secrecién de Thl (IL-
2, TNF-a) e incrementando la produccién de citoquinas Th2 por los linfocitos deciduales locales (65).
Ademas, el embrién puede secretar citoquinas Th2 (IL-10) y TGF-b los cuales regulan negativamente
y autocrinamente las propiedades invasivas del trofoblasto (66) y paracrinamente detienen las

citoquinas pro-inflamatorias Thl (TNF-a, IFN-g producidos por el tejido materno (67).
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Experimentos realizados en el primer trimestre de embarazos normales han mostrado que los
linfocitos de sangre periférica de mujeres embarazadas secretan in vitro mas citoquinas Th2 (IL-4, IL-
10) y menos Thl (IL-2, IFN-g) comparados con mujeres no embarazadas (68). El balance hacia la
produccién de citoquinas Th2 también fue confirmado in vivo con la sobreexpresién de genes para IL-
4 e IL-6 y una expresion menor de IL-1b e IFN-gen linfocitos de sangre periférica. Ademas, el nUmero
de linfocitos que secretan IL-4 se incrementa progresivamente en el transcurso del embarazo.

La progesterona parece ser el préximo posible inductor de la actividad incrementada de las
células Th2 durante el embarazo. Esta hormona estimula a los linfocitos a producir el factor
blogueante inducido por progesterona (PIBF) el cual tiene la capacidad de intensificar la produccion
de citoquinas Th2 in vitro (IL-3, IL-4, IL-10) y bloquear la secrecién de IL-12 por los linfocitos
periféricos de mujeres embarazadas. La progesterona también es un factor beneficioso para la
produccion de GM-CSF y TGF-b. La gonadotrofina coriénica humana (hCG) parece cumplir algin
papel en el balance Th1/Th2 (69)

Por otra parte la actividad incrementada de Th2 es acompafiada por una predominancia en el
ndmero de células Th2 y las células Thl son m&s vulnerables al mecanismo de apoptosis
dependiente de Fas-Fas-L en la sangre periférica durante el embarazo (70).

El trofoblasto, la decidua, las membranas coriénicas y amnidticas todas son fuente de
citoquinas Th2 (IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 y TGF-b) (71). Estas citoquinas crean el ambiente propicio para
el desarrollo del balance hacia la via Th2 y permiten restringir los efectos pro-inflamatorios de IL-1b y
TNF-a asi como también de prostaglandinas e IL-18. EL blanco de la actividad inhibitoria de Th2 son
probablemente NK citotoxicas deciduales y macréfagos (72). Estos mecanismos son posiblemente
por los cuales se previene la iniciacidn temprana del parto (73). Esto es cierto a pesar del hecho que
el trofoblasto es capaz de producir citoquinas Thl (IL-1b, IL-2, TNF-a) que es, sin embargo,
acompafado de la secrecion paralela de receptores especificos los cuales limitan los efectos Thl

excesivos (74).

Actividad Th1l durante el embarazo

Dificilmente podria aceptarse que la evolucién “permitiera” la existencia de la actividad Thl y
que no “se encontrase” alguna aplicacion razonable para ésta, durante el embarazo. Por supuesto
gue esta actividad Thl tiene una funcién y la lleva a cabo en lugar, espacio y tiempo muy bien
definidos y, ademas, es una respuesta no exagerada. Existen situaciones durante el embarazo en las
que la actividad Th1l no s6lo acompafia sino que predomina sobre la actividad Th2, ejemplos de estas
situaciones son: el periodo peri-implantatorio temprano y el trabajo de parto temprano y a término. Por
otra parte esta bien documentado que la reaccién excesiva de Thl esta asociada a abortos
espontaneos recurrentes (75) y podria estar implicado en un embarazo complicado con pre-
eclampsia. Pero ain la secrecion Th2 aumentada en la interfase feto-materna podria estar
involucrada en la patologia de aborto y pre-eclampsia (76, 77, 78).

Los estudios realizados sobre implantacién en ratones han definido este Ultimo tiempo la
importancia de las citoquinas Thl en este proceso. Los componentes del plasma seminal influencian

la expresion de quimioquinas por las células endometriales que, secundariamente, activa elementos
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de la inmunidad innata incluyendo neutréfilos y macréfagos en el estroma endometrial y la cavidad
uterina. Los neutréfilos activados secretan especies reactivas de oxigeno (ROS) y debris celular
fagocitado mientras que los macrofagos activados se transforman en la fuente més importante de
citoquinas Thl, IL-1b y TNF-a. Esta reaccién de inflamacion local tiene un significado multifactorial
para los proximos pasos de la implantacion. La cavidad uterina esta libre de elementos espermaticos
y de microorganismos. La actividad Thl produce un ambiente propicio para la presentacion de
aloantigenos paternos a las células inmunocompetentes maternas. Esto también induce cambios en
el nUmero y composicién de leucocitos endometriales, activa factores de crecimiento y angiogénicos,
reconstruye la matriz extracelular, activa las células estromales y endoteliales y de ese modo se
prepara el tejido materno para la implantacién embrionaria. Las citoquinas Thl (IFN-g TNF-a, IL-2)
estimulan la actividad citolitica de las células NK deciduales y linfocitos T “killer” activados por
linfoquinas (LAK) los cuales son capaces de restringir la proliferacion e invasion trofoblastica
excesiva. La actividad inicial de las células Thl induce a los leucocitos endometriales y al mismo
embrién a producir citoquinas Th2, LIF y TGF-b (79, 80).

También se han estudiado mecanismos similares durante el periodo peri-implantatorio en el
humano. Las citoquinas Thl presentes (IL-1b) en el ambiente uterino, que son resultado de la
respuesta inflamatoria a los componentes seminales paternos, pueden estimular metaloproteasas
trofoblasticas (MMP-9) y de ese modo incrementar sus propiedades invasivas (53) y pueden mediar la
neoangiogénesis induciendo la transcripcion del gen del factor de crecimiento epitelial-vascular
(VEGF) (81). La IL-1b junto con el TNF-a estimula la secrecion de LIF que tiene un impacto positivo
sobre la diferenciacién y el crecimiento trofoblastico. Las células embrionarias son ademas capaces
de secretar IL-2 la cual pareceria cumplir un rol inmunoestimulador para las células NK deciduales las
cuales junto con los macrofagos que secretan IFN-g IL-12 y TNF-a pueden restringir la profundidad
de la infiltracion trofoblastica, de ese modo las citoquinas Thl son potentes inductores de la apoptosis
trofoblastica (53, 82, 83, 84). Los interferones pueden ser secretados por el cito y sinciciotrofoblasto
especialmente bajo la estimulacién de GM-CSF. Tienen una fuerte actividad antiviral y cumplen un
papel inmunomodulador ya que pueden disminuir la actividad proliferativa de los linfocitos T y B
maternos asi como también causar el desprendimiento del antigeno soluble leucocitario humano
(sHLA) de la superficie de las células trofoblasticas. El antigeno sHLA funciona como factor
inmunosupresor de linfocitos citotdxicos y macréfagos maternos. Los interferones pueden también
incrementar la expresion de moléculas HLA-G sobre el citotrofoblasto (85), aumentar la produccién de
citoquinas Th2 (IL-6, GM-CSF) en el estroma endometrial y junto con IL-12, IL-15, IL-18 y VEGF
influenciar localmente la angiogénesis en el Utero (86). Teniendo en cuenta estos datos no se puede

afirmar que la actividad Thl1 controlada sea perjudicial para el desarrollo de un embarazo exitoso.
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CONCLUSION

La implantacién es un proceso progresivo y versatil en el que el blastocisto se aposiciona,
adhiere vy, finalmente, invade la superficie subyacente del endometrio. Resulta evidente que tal
proceso requiera de una preparacion previa, tanto del endometrio que va a recibir al embrién durante
la “ventana de implantacion” como del embridén que sera recibido por el endometrio. El desarrollo
sincronizado del embrion al estadio de blastocisto y la diferenciaciéon del Gtero hasta hacerse
receptivo, son criticos para este proceso. Para ello, se debe establecer una “comunicacion cruzada”
entre los tejidos maternos y fetales dicha comunicaciéon entre el endometrio materno y el embrién
durante este proceso es muy compleja y sus detalles no se conocen aun. La implantacion involucra
respuestas inflamatorias y por lo tanto se requiere una asociacion e interaccién entre mediadores de
estas respuestas, tales como prostaglandinas, quemoquinas y citoquinas. El balance adecuado en
tiempo y espacio de las moléculas que participan en el didlogo materno — embrionario durante la
implantacién, entre ellas citoquinas Th1/Th2, es crucial para el desarrollo de un nuevo individuo.

A pesar de los progresos significativos en investigacion en reproduccién, todavia quedan sin
contestar preguntas fundamentales sobre el proceso de implantacion, el cual es el factor limitante
mas importante en el establecimiento de un embarazo. Es importante destacar que, en humanos, la
eficiencia de este proceso es marcadamente baja y que el éxito del mismo no supera al 30% de los
casos. Una falla en la implantacion es un factor fundamental en la determinacion del éxito de ambos,
el embarazo espontaneo y la reproduccién asistida. La identificacién de moléculas (o los niveles de
expresion de las mismas) que afecten los mecanismos de sefializacion complejos entre el embrion y
el Utero durante el dialogo materno-embrionario podria ser de utilidad para ayudar a aquellas parejas

con problemas de infertilidad.
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