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ABREVIATURAS

-ACA: anticuerpos anticardiolipinas

-ADCC: células citotoxicas dependientes de anticuerpo

-AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

-aPL: anticuerpos antifosfolipidos

-APS: sindrome antifosfolipido

-AR: Aborto de repeticion

-Breg: células B reguladoras

-CCRS8: receptor 8 de quiomicinas

-CPR: “clinical pregnancy rate” tasa de embarazo clinico

-CREB: del inglés “CAMP responsive element binding protein 17
-CTLA-4: de sus siglas en inglés “Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4”
-DC: células dendriticas

-DM1.: diabetes tipo |

-DN: doble negativa

-DP: doble positiva

-E2: estradiol

-FI: Fallo de Implantacién

-Foxp3: Forkhead box p3

-G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos

-GF: factor de granulocitos

-GITR: receptor del factor de necrosis tumoral inducido por glicocortidos
-GR: receptor de glucocorticoides

-hCG: hormona gonadotropina coriénica humana

-HCQ: Hydroxychloroquine

-IDO: indolamina 2,3-dioxigenasa
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-iFI: fallo de implantacién inducido
-IFN-y: interferon alfa 2B
-IGIV: inmunoglobulina intravenosa
-IL: interleucina
-iRPL: pérdida recurrente de embarazo inducida
-ITIM: motivo inhibidor inmunorreceptor a base de tirosina
-iTreg: T reguladoras inducidas
-1U: infusion intrauterina
-KIR: del inglés “killer immunoglobulin-like receptors”
-LAC: anticoagulante ltpico
-LBR: tasa de recién nacido vivo
-LES: lupus eritema sistémico
-LHCGR: receptor de la hormona luteinizante/ coriogonadotropina
-LIF: factor inhibidor de la leucemia
-mRNA: acido ribonucleico mensajero
-MTHFR: metilentetrahidrofolato reductasa
-mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero
-NCR: receptores naturales de citotoxicidad
-NCR1.: receptor 1 desencadenante de citotoxicidad natural
-NCRa3: receptor 3 desencadenante de citotoxicidad natural
-NK: natural killer
-P4: progesterona
-PBMCs: celulas mononucleares en sangre periférica
-PD1.: proteina de muerte celular programada 1
-PDL1: Ligando 1 de muerte programada
-PGT-A: test genético preimplantacional de aneuploidias

-PIBF: factor de union inducido por progesterona
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-PKA: proteina kinasa A
-PLR: pérdidas recurrentes de embarazo
-PR-A: receptor de progesterona A
-PR-B: receptor de progesterona B
-PRP: plasma aut6logo rico en plagquetas
-RCT: receptor T

-RORyt: receptor nuclear huérfano gamma relacionado con los receptores de acido
retinico

-RORC: “RAR-related orphan receptor C”

-SHP: fosfotirosina fosfatasa

-SP: simple positiva

-Tconv: células T CD4* maduras convencionales

-TE: transferencia de embrion

-Thl: linfocitos T helpers 1

-Th2: linfocitos T helpers 2

-TH17: linfocitos T helpers 17

-TIGIT: del inglés T-cell Inmunologlobulin and ITIM domain Receptor
-TIM3: dominio mucina-3, receptor de la superficie celular
-TNF-a: factor de necrosis tumoral

-TNFR2: Receptor del factor de necrosis tumoral-2

-Treg: linfocitos T reguladores

-UNK: NK uterinas

-VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular
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1. RESUMEN/ ABSTRACT

Durante estos Gltimos afios, los factores inmunoldgicos han adquirido un papel critico

para la obtencion del embarazo. Para evitar la activacion del sistema inmune celular
contra los antigenos presentes en el embridn semialogénico, se debe crear tolerancia entre
este y el sistema inmune materno. Cualquier tipo de desbalance en el sistema inmune
materno conduce a fallo de implantacion o aborto. El fallo de implantacion afecta a mas
de un 10% de los pacientes que precisan de las técnicas de fecundacion in vitro, siendo el
factor mas recientemente incluido en el estudio de la esterilidad

Este tipo de fallos indican la necesidad de conocer el papel fundamental del sistema
inmune durante el embarazo, asi como la obtencion de tratamientos inmunoterapéuticos

para prevenir o intentar minimizar estas reacciones nocivas sobre el feto.

In recent years, immunological factors have acquired a critical role during pregnancy. To
avoid the activation of the cellular immune system against the antigens present in the
semi-allogeneic embryo, tolerance must be created between it and the maternal immune
system. Any type of imbalance in the maternal immune system leads to implantation
failure or abortion. Implantation failure affects more than 10% of patients who require in

vitro fertilization techniques, being the most recent factor included in the study of sterility.

These types of failures indicate the need to know the fundamental role of the immune
system during pregnancy, as well as obtaining immunotherapeutic treatments to prevent

or try to minimize these harmful reactions on the fetus.
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2. PALABRAS CLAVE.

Fallo de implantacion, aborto recurrente, sistema inmune, células T reguladoras,

tolerancia fetomaterna, tratamientos inmunoldgicos para FIV (Fecundacion in vitro).

3. HIPOTESIS.

El sistema inmune puede ser regulado en casos de pacientes con aborto de repeticion (AR)
y/o fallo de implantacion (FI) para obtener mayores tasas de implantacion, de embarazo
clinico, y de recien nacido vivo, en casos en los que el paciente presente alguna alteracion

inmunoldgica.

4. OBJETIVOS.

Objetivo principal:

-Caracterizar el fallo de implantacion y los abortos recurrentes debidos a la desregulacion

del sistema inmune.
Objetivos secundarios:
-Determinar el papel de las células T reguladoras en la tolerancia inmune fetomaterna.

-Determinar de qué manera influye el resto del sistema inmune en las células T

reguladoras.

-ldentificar otros factores de riesgo y biomarcadores predictivos asociados al fallo de

implantacion recurrente.

-Determinar posibles tratamientos inmunoterapéuticos para pacientes con Fl o AR.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

Los estudios seleccionados para esta revision fueron aquellos en los que se documentaba
la relacion de las células y hormonas del sistema inmune con el embarazo, fallo de
implantacion o aborto de recurrente. Se hizo basqueda exhaustiva en plataforma de datos
como Pubmed/Medline, Google Scholar y Springer Link, en los que se busco las
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siguientes palabras clave: “Treg and recurrent implantation failure”, “Inmunotherapies
b (13

and pregnancy” “inmune system and recurrent implantation failure or recurrent

miscarrage” “pregnancy hormones” .

5.2 CRITERIOS DE SELECCION (INCLUSION Y EXCLUSION)

Los estudios incluidos en esta revision fueron tanto estudios de cohorte, retrospectivos,
casos-control, revisiones bibliograficas asi como tesis doctorales, en los que exponian
informacidn del sistema inmune y/o el fallo de implantacion o aborto recurrente. Otros
estudios como cartas al editor, estudios con experimentacion en animales o estudios no

citados o con pocas citas fueron excluidos.

6. INTRODUCCION

El fallo de implantacion recurrente (FI) se define como un desorden caracterizado por
embarazos no exitosos tras minimo 3 transferencias embrionarias de alta calidad. FI puede
ocurrir por multitud de factores tales como estrés, factores inmunoldgicos, endometrio
desestructurado, endometriosis y autoanticuerpos (1). Por otro lado, el aborto de
repeticion (AR) se define como aquellas pérdidas de embarazo antes de la semana 20 de
gestacion (2). A pesar de afios de investigacion, la etiologia no esta establecida en el 50%

de los casos.

La implantacion es la etapa del embarazo en la que el blastocisto competente se adhiere
al revestimiento del endometrio receptivo para continuar su crecimiento (3). Para una
exitosa implantacion se necesita una interaccion entre estos dos que Unicamente ocurre
durante la ventana de implantacién, que justamente corresponde con la fase litea en la
cual se incrementan las secreciones por el cuerpo IGteo de hormonas esteroides maternas.
Las hormonas maternas se encuentran involucradas “activando” al blastocisto para poder
asi adherirse e invadir el endometrio. Una vez adherido, el utero cambia su morfologia
gracias a hormonas esteroides del ovario como el estradiol (E2) y la progesterona (P4)
(3). Este cambio se conoce como decidualizacion, donde E2 estimula y diferencia las
células epiteliales uterinas; mientras que P4 (producida inicialmente por el cuerpo luteo,
sostenido por la hormona gonadotropina coridnica humana, (hCG); hasta finalmente ser
producida por la placenta) estimula la proliferacion de las células del estroma. Por lo que
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COmMo vemos, estos eventos son extremadamente criticos en el embarazo temprano, hasta

la semana 7-9 en donde la placenta ya asume completamente estas funciones (4).

El sistema inmunitario de la madre durante el embarazo también debe acomodarse para
proteger tanto al feto, desde la concepcion, con la implantacion y desarrollo de la placenta,
y a lo largo de la gestacion, como a la madre. El primer trimestre del desarrollo fetal y

placentario es critico (4).

Para crear un ambiente favorable de implantacién, se debe crear una homeostasis y
balance entre las células Thl/ Th2/TH17/Treg (linfocitos T helpers 1; linfocitos T helpers
2; linfocitos T helpers 17; y linfocitos T reguladores, respectivamente). Normalmente, el
embrion escapa al rechazo inmunitario de la madre gracias sobre todo al papel de los
linfocitos T reguladores (Treg), ya que controlan la sobre activacién de los linfocitos T;
mientras que los TH17, asi como las citoquinas secretadas por estos tienen un efecto

adverso en el embrazo. (5)

7. SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO Y EL EMBARAZO

7.1 LINFOCITOS T REGULADORES.

Las células T reguladoras (Treg) son un subconjunto de linfocitos T derivadas del timo.
El timo es el 6rgano linfoide primario y especializado en el sistema inmunitario,
encargado de la diferenciacion y maduracion de linfocitos T. Cuando se originan células
T a partir de una célula madre pluripotencial derivada de la médula 6sea, estas migran al
timo, donde van pasando por distintos estadios de diferenciacion en los cuales se
encuentran involucrados mas tipos de células como mesenquimales y epiteliales timicas,
macrofagos y células dendriticas, las cuales proveen a las células T de estimulos y
citocinas (como la interleucina IL-7), para alcanzar la maduracion. Entre los eventos de
este proceso se encuentra la recombinacion somatica y la expresion de genes para los
receptores de los linfocitos T: c-Kit, CD44, CD25, CD4, CD8 y CD3, que son los que
definen los diferentes estados de maduracién de las células T: pro-T, pre-T o doble
negativa (DN) CD4-/CD8-, cortical o doble positiva (DP) CD4+/CD8+, T inmadura o
simple positiva (SP) CD4+ o CD8+ y T madura que es la que finalmente emerge a la

sangre periférica y posteriormente va a poblar los 6rganos linfoides periféricos (Fig. 1)

(6)
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pro-T pre-T bp sp

Estados de Maduracion r
No R pre-T RCTap RCTap
Expresién de RCT Cadena B/
Pre-T a
o c-Kit+ CD44+  c-Kit+ CD44+ CD4+CD8+ CD4+ 6 CD8+
Marcadores de superficie
CD25+ CD25+ CD3+ CD3++
No No Selecciéon Seleccién
Respuesta a antigenos positiva y negativa
negativa

Fig. 1. Distintos estados de maduracion de las células T. R: receptor, RCT: receptor de célula T, DP: doble
positivo; SP: simple positivo (Marsan Suarez, V et al., 2013)

La expresion de su receptor T (RCT) tiene lugar en la poblacion de timocitos DP, justo
antes o durante la migracién de los timocitos desde la corteza a la médula y es precedido
de la induccion de Forkhead box p3, Foxp3. En la primera etapa de seleccion (seleccién
positiva) unicamente sobreviven aquellos cuyos receptores se unen con baja afinidad a
las moléculas SHP (fosfotirosina fosfatasa) de las células epiteliales. Por lo tanto, se
promueve la supervivencia de las DP, y se promueve su desarrollo a SP, las cuales seran,
CD4+ (si contactan con ellos células de clase 1) o CD8+ (con células de clase I1). La
segunda etapa es seleccion negativa, es decir, si alguna célula es capaz de reconocer por
alta afinidad algun antigeno propio, es destruida por ser células T potencialmente
autorreactivas, produciéndose asi la tolerancia central (6).Las células timicas reguladoras
Treg expresan las moléculas CD4+/CD25+, ademas de Foxp3, GITR (receptor del factor
de necrosis tumoral inducido por glicocortidos) mMRNA(acido ribonucleico mensajero),
moléculas de membrana CCR8(receptor 8 de quiomicinas) y TNFR2 (Receptor del factor
de necrosis tumoral-2) y proteina citoplasmatica CTLA-4 (de sus siglas en inglés
“Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 47) (6). Ademas, los linfocitos Treg pueden
desarrollarse mediante la conversion de células T CD4* maduras convencionales (Tconv)

inducidas periféricamente, con la aparicion adicional del marcador CD25+(Fig.2) (3).

10
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Fig. 2 Linaje células linfoides, concretando el linaje de las células T y las citocinas asociadas al desarrollo de cada una.

Varios estudios han demostrado que las células Treg tienen un papel clave en el
establecimiento de la tolerancia fetal en el microambiente decidual durante el embarazo,
al promover la supresion del ataque inmunoldgico al embrion durante la implantacion y
la invasion placentaria inicial de los tejidos maternos, actuando como mediadores
esenciales de la tolerancia al embarazo (3). Estos Treg tienen capacidad de suprimir las
celulas T CD4+, las células dendriticas (DC), las células T CD8+, las natural killer (NK),
los macrofagos/monocitos, las células B, los mastocitos, los basofilos, los eosinofilos y

los osteoblastos.

En un embarazo evolutivo encontramos una alta concentracion de linfocitos T
reguladores, con los mismos marcadores (Treg periferia= Treg uterinos), en la periferiay
endometrio; mientras que, en mujeres con fallos de implantacidn o abortos de repeticion,
esta concentracion esta disminuida (3). Respecto a la concentracion de Treg en sangre
periférica, Sauerbrun-Cutler, M.-T et al., (2021) realizé un estudio con diferentes medidas
en mujeres en distintos puntos temporales: en fase folicular, dia de transferencia de
embrion (TE) y dia de la prueba de embarazo, donde se determinan los niveles de la

hormona B-hCG. Separaron en grupos aquellas mujeres que se quedaron finalmente

11
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embarazadas y a las que no, y se comparo la concentracion de células T reguladoras en
cada fase. Se vio que no habia diferencias entre mujeres con futuro embarazo y no
embarazo en la fase folicular (fase predominante de estrogenos), ni en el dia de TE (fase
predominante de progesterona). No obstante, en el grupo de las embarazadas, los Treg en
sangre periférica se elevaron el dia de la B-hCG cuando lo compararon con el grupo de
las no embarazadas; por lo que vemos, que el nivel de T reguladores aumenta en el punto

del embarazo (7).

Respecto a los marcadores de las células Treg, Forkhead box p3 (Foxp3) se conoce como
el mayor regulador de estas células, proporcionandoles a esta actividad antinflamatoria y
el papel de mantener la tolerancia frente al embrién mediante la supresion o secretando
citoquinas antiinflamatorias. Se ha demostrado que la expresion disminuida de Foxp3 en
Treg da lugar a abortos recurrentes (5).

Se sabe que la expresién de CD279/PD1 disminuye la actividad supresora de Tregs. PD1
(proteina de muerte celular programada 1) es un marcador de “agotamiento” que hace que
disminuye la actividad de estos linfocitos reguladores inhibiendo su activacion y
proliferacion, ademas de alterar su produccion de citoquinas antiinflamatorias e
induciendo la apoptosis. Estas Treg, llamadas Treg “agotadas” sin el marcador FOXP3
,CD45RA" FOXP3'°", si aumentan la concentracion aumenta la probabilidad de fallo de
implantacion; mientras que Treg Foxp3 activadas con actividad supresora, CD45RA"

Foxp3", al aumentar en sangre periférica es de buen prondstico de embarazo.

Por tanto, tanto PD1-Treg como FOXP3 pueden ser buenos biomarcadores para
determinar el fallo de implantacién o el buen desarrollo (respectivamente) (3). Como
vemos, la disfuncion de estos linfocitos Treg se ha asociado con trastornos frecuentes del
embarazo humano, como infertilidad y complicaciones relacionadas con el embarazo,

como preeclampsia y abortos espontaneos repetidos.

7.2 LINFOCITOS T

Los linfocitos T CD8+ son linfocitos citotdxicos encargados de la respuesta inmune
celular. T CD8+ si expresan los marcadores PD1y TIM3 (dominio mucina-3, receptor de
la superficie celular), marcadores de “agotamiento”, suprimen su actividad citotoxica. Se

sabe que, expresando ambos marcadores, la presencia de CD8+ agotados en decidua

12
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favorece el embarazo normal, y que, en mujeres que han sufrido FI su concentracién es

menos abundante (3)

Por otro lado, los linfocitos Thl7 se encuentran involucrados en procesos
inmunofisiopatologicos, como los desordenes en el embarazo. Estos linfocitos
expresando RORyt (receptor nuclear huérfano gamma relacionado con los receptores de
acido retinico), tienen un papel critico en el desarrollo de la autoinmunidad produciendo
IL-17, una citoquina proinflamatoria. Se ha demostrado como estos linfocitos Th17
contribuyen al rechazo del embrion asi como a los mecanismos del fallo de implantacion.
De acuerdo con estudios previos, el balance entre Th17 y Treg puede ser importante para

la implantacion asi como el mantenimiento del embarazo temprano (3).

7.3 RELACION TH1/TH2 Y NIVELES DE TNF-A

Como antes hemos comentado, estudios demuestran como Treg son los encargados de

inhibir la actividad efectora de células T helper: Th17 y Thl.

Existe un acuerdo en que los niveles elevados de células Thl estan asociados con el
rechazo del embrién, mientras que los niveles elevados de células Th2 estan asociados
con el embarazo. La concentracion de estas células Th se mide por su produccién de
citocinas. Las células Th1 producen citoquinas como TNF-a (factor de necrosis tumoral),
induciendo inflamacion, provocando trombosis en los vasos sanguineos uterinos
maternos, y suprimiendo el crecimiento trofoblastico dando lugar a complicaciones en la
implantacidn; mientras que, las citoquinas producidas por las Th2 como las interleuquinas
IL-4, IL-6 e IL-10 inhiben el factor tisular que es inducido por las células Thl y
monocitos. Por tanto, desequilibrios en la accion de los linfocitos Treg, producen niveles
elevados de citoquinas Th1l (con respecto a los niveles de Th2) estan relacionados con
una mayor tasa de fallos de implantacion (1).

7.4 LINFOCITOS B REGULADORES

Los linfocitos B son el mayor componente del sistema inmune con funciones como
produccién de anticuerpos y citoguinas inmunomoduladoras, ademas de ser células
presentadoras de antigenos. Dentro de los linfocitos B, nos encontramos con las células
B reguladoras, Breg, con funciones méas especificas como modular enfermedades

autoinmunes, cancer o infecciones crénicas.

13
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Ciertamente, las funciones, ni los mecanismos de activacion de los linfocitos B
reguladores (Breg C19+ CD5+ CD1d+) en el embarazo, no se encuentran tan bien
documentados. Hay especulaciones acerca de la posible interaccion de Breg mediante sus

receptores con hormonas primarias del embarazo: hCG y estradiol (E2) (8).

Una de las funciones que se conoce que los Breg es la produccién de la citoquina
antiinflamatoria 1L-10, controlando de esta manera las adaptaciones inmunoldgicas de los
mamiferos en el embarazo. Durante el embarazo, IL-10 abunda en la placenta y Utero para
contrarrestar la respuesta proinflamatoria del inicio del embarazo inhibiendo citoquinas
proinflamatorias como TNFa y las células T, y para prevenir inflamacion por los
antigenos paternales. Por lo que, en mujeres que cursan un embarazo normal, nos
podremos encontrar sobre todo en el primer trimestre de gestacion una alta concentracién
de linfocitos Breg C19+ CD5+ CD1d+ produciendo I1L-10 en sangre periférica; mientras
que aquellas con tendencia a abortos o no embarazadas, la cantidad de Breg se encuentra

disminuida (8).

Como hemos visto, tienen funcion antiinflamatoria por los antigenos paternales, esto es,
que algunas células B, producen anticuerpos para encubrir los antigenos paternales. Estos
anticuerpos se llaman Ac. asimétricos y se encuentran formados por la union de alta
afinidad de algunas 1gC especificas y de antigenos, pero incapaces de formar complejos

antigeno-anticuerpo, por lo que no activa a los efectores del sistema inmune (8).

Ademas, los linfocitos Breg inducen y mantienen la activacion de los T reguladores
(Treg) mediante las citoquinas IL-10 y TGF 3 (factor de crecimiento transformante beta),
y a las células dendriticas (DC) en la decidua, que, ademas, se mantienen inmaduros para
mantener la tolerancia materno-fetal. Tanto DC como los Treg también son capaces de
producir IL-10 y TGF B. Ademas de inducir la activacion de estas células, eliminan
directamente a las células T efectoras, mediante la restriccion de su diferenciacion,
ligando fas-fas...Por otra parte, el estradiol induce la expresion de PDL1(ligando 1 de
muerte programada) en Breg, haciendo a estas capaces de provocar la apoptosis de las

células T efectoras (8).

14
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8. HORMONAS CIRCULANTES

Hay numerosas evidencias que demuestran como el sistema endocrino se encuentra

involucrado y contribuye a crear un microambiente de tolerancia hacia el feto. Hormonas
como la gonadotropina coridnica humana (hCG), hormonas esteroides (estradiol, E2, y
progesterona, P4), asi como recientemente las kisspeptinas, se han convertido en diana de

estudio esenciales para un embarazo exitoso.

8.1 GONADOTROPINA CORIONICA HUMANA (HCG).

Una de las hormonas responsables de la tolerancia materno-fetal es la gonadotropina
coriénica humana (hCG). La hormona hCG es secretada por el blastocisto. Esta hormona
se une al receptor uterino LHCGR (receptor de la hormona luteinizante/
coriogonadotropina) y, al hacerlo, estimula la produccion de LIF (factor inhibidor de la
leucemia) e inhibe la produccion de 1L-6, favoreciendo asi la implantacion del blastocisto.
Ademas, la hCG participa en acciones angiogénicas e inmunomoduladoras, ya que
promueve la secrecion de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular), y tiene

efectos sobre las células NK, T reguladoras y B uterinas (9).

Se ha demostrado que las dosis de hCG son necesarias para la tolerancia materna al feto.
Se ha confirmado que la hormona hCG induce tanto la activacion de linfocitos Breg como
Treg a través de sus respectivos receptores; promueve la invasion del trofoblasto, la
proliferacion intersticial de las células Teca y se encuentra involucrada en la produccién
de leptina a través de las vias AMPc (Adenosin monofosfato ciclico) y la proteina p38 en

el sincitiotrofoblasto (9).

Induction of trophoblast invasion
Inhibition of apoptosis

Autocrine signaling

3 > ~ Extravillous ™
Cytotrophoblasts,

Pt D,
Embryoniccells ( Syncytiotrophoblasts

hCG

X/ X7 :\’-é

\,7%/ 7 \g'sriyi:

Corpus Myometrial Endothelial Endometrium/
Maternal cells luteal celis smooth cells Decidual cells
muscle cells
T progesterone Promotion of 1 Blood vessel Decidualization of
production myometrial formation stromal cells
quiescence Protective effects ™ LiF

™ VEGF

15



Universidad VI

Europea

Fig. 3 Diferentes acciones de la gonadotropina coriénica humana (hCG) y la hCG hiperglucosilada (hCG-H). Ambas moléculas
actian a través de dos receptores diferentes, el receptor de la hormona luteinizante/coriogonadotropina (LHCGR) vy el

receptor del factor de crecimiento transformante beta (TGFBR) (9).

La hCG genera efectos sobre los linfocitos T CD4+, favoreciendo su diferenciacion hacia
CD4* 25, aumentando asi la poblacion Treg, (Fig.3) y también los atrae hacia el
endometrio al inicio del embarazo. Un estudio reciente sobre hCG indica que inhibe la
expresion de CD25 y CD28 en células T naive (CD45RA+) y la expresion en células T
de memoria (CD45R0+); aparentemente, promueve la diferenciacion de la memoria T al
aumentar la expresion de CD45RO+, pero reduce su actividad funcional contra los
antigenos fetales a través de un proceso competitivo. Por otro lado, promueve la

produccién de IL-2 en T naive y T memoria (9).

Ademés, también interviene en la modulacion del ratio Th1/Th2 en el embarazo,

favoreciendo el estadio Th2, el antiinflamatorio (9).

Por otro lado, la hCG aumenta la proliferacion de las células NK uterinas (UNK). Es
cierto que estas UNK no tienen receptores LHCGR, por lo que la hCG se une a ellas a
través de otro receptor Ilamado receptor de manosa. Las uNK participan en el proceso de
remodelacion de las arterias espirales y modificacion vascular, indispensables para la

placenta para el aporte de nutrientes y oxigeno al feto (9).

hCG también altera la expresion de citoquinas, inhibe TNFo e IFNy. Se han realizado
estudios en los que cultivaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) in
vitro con diferentes concentraciones de hCG y demostraron que esta hormona inhibia la
produccion de ARNm de IL-6 y TNFa. Por lo tanto, observamos que la hCG podria

inhibir la produccion de citocinas antiinflamatorias (9).

8.2 ESTROGENOS

En cuanto a los estrogenos, en el tercer trimestre del embarazo estaran elevados, dando
lugar a una linfopenia de linfocitos B "fisioldgica". Esta linfopenia se ha atribuido a la
migracion de estos linfocitos B a otros tejidos, como la decidua placentaria, lo que sugiere
que los linfocitos estan implicados en la tolerancia materno-fetal (10).

Los estrogenos también modulan la expresion de FOXP3 en las células Treg (aumentan

su funcion supresora) y promueven la diferenciacion de las células CD4+ a Treg (CD4+
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CD25+) (Fig.4). Estos datos sugieren que el estrégeno promueve la tolerancia fetal al
aumentar el namero de Tregs CD4+CD25+ (10).

8.3 PROGESTERONA P4

La progesterona es una hormona esteroide que se produce en mayor concentracion en el
embarazo, requerida para la implantacion del embrion. En la fase inicial de embarazo,
hCG induce la produccién de P4 del cuerpo luteo hasta aproximadamente la semana 10
de embarazo, es decir, hasta que comienza a producirla la placenta por si sola. El utero es
preparado para la implantacion por P4 induciendo la diferenciacion de células del estroma
a células de la decidua. Ademés, P4 afecta al sistema inmune durante el embarazo
mediante sus receptores PR-A (receptor de progesterona A) y PR-B (receptor de
progesterona B) y realizando funciones inmunomoduladores secretando el factor de union
inducido por progesterona (PIBF) y la glicodeina-A (8). Los altos niveles de
progesterona inducen la produccion por parte de los linfocitos del factor PIBF, que
modula los efectos de P4. En el embarazo se concentran grandes niveles de PIBF y
decrecen después del nacimiento. PIBF que promueve la diferenciacion de las células

CD4+ a Th2, favoreciendo el embarazo normal (11).

También media la inmunotolerancia debido a su union al receptor de glucocorticoides
(GR) antes que al receptor de P4, enriqueciendo asi la induccién de los linfocitos Treg
(Fig.4) y desencadenando la apoptosis para los T efectores (11). Ademas, se ha estudiado
como P4 se encuentra muy elevada en el cordon umbilical, donde se han reportado
funciones de immuno-supresion al inducir y guiar a células T inmaduras del cordédn

umbilical a Treg y prevenir su paso a Th17 (11).
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Fig. 4 Niveles de estradiol, progesterona y hCG en las distintas semanas de embarazo y su relacion con los linfocitos Treg
(Huang et al. Frontiers in Immunology, 2020)

8.4 KISSPEPTINAS

Recientemente se ha demostrado que las kisspeptinas modulan positivamente el sistema
inmunitario para aportar esa tolerancia de la madre con respecto al embrion (12). Las
Kisspeptinas son proteinas codificadas por el gen KISS-1. Por otro lado, la mutacion o
inactivacion del gen KISS-1 es la causa del hipogonadismo hipogonadotrépico ya que es

un regulador clave para la secrecion de la hormona liberadora de gonadotropina (Fig.5).
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Fig. 5 Estructura del eje gonadal pituitario hipotalamico y su regulacion por la kisspeptina (12)
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Ademas, se conoce abiertamente que muchas células del sistema inmunitario tienen
receptores para esta proteina. Se sabe que esta proteina aumenta su concentracion durante
el embarazo (Fig.6), siendo la placenta uno de los productores mas importantes (12).
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Fig. 6 Involucracion de las kisspeptinas en algunos de los procesos necesarios para la implantacion y desarrollo embrionario
(Nustracion sacada del articulo de Kai-Lun Hu et al., 2018)

Algunas de las acciones que resultan en el sistema inmunoldgico son, por ejemplo,
promover la generacién de iTreg (T reguladoras inducidas) (que a su vez producen IL-
10); impiden la diferenciacion de las células Thl7 (por lo tanto, al mismo tiempo
suprimen la produccion de IL-17) y aumenta la concentracion de la molécula Foxp3 en
Treg. Las kisspeptinas regulan principalmente a los T CD4+, ya que interactGan con su
receptor KISS1R, aumentando el AMPc intracelular. Este aumento de AMPc se debe a
su vez a un aumento del calcio intracelular, que estimula la via MEK1/2 y la enzima
adenilato ciclasa que sera la encargada de producir AMPc. EI AMPc mas el calcio
intracelular activan la PKA (proteina kinasa A) que suprime la via mTOR (diana de
rapamicina en células de mamifero) que conduce a la activacion de RORC(“RAR-related
orphan receptor C”), que este a vez promueve la diferenciacion a las células
proinflamatorias Th17; y fosforila CREB (del inglés “CAMP responsive element binding
protein 17’) que induce la transcripcion de Foxp3 e 1L-10. Todo ello facilita el paso de T
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CD4+ a iTreg y reduce la expresion de RORC (Fig.6) (12). Con esto ultimo vemos que
las kisspeptinas inhiben la respuesta citotdxica para promover una respuesta inmune tipo
2, en la que dominan los linfocitos Treg (12)

En el segundo semestre de gestacion intervienen en la expresion de IDO (indolamina 2,3-
dioxigenasa) en los monocitos que, a su vez, favorece la generacion de linfocitos iTreg,
y provoca la muerte en los linfocitos T citotoxicos al eliminar el triptdfano imprescindible
para su actividad (12).
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Fig. 7 Mecanismos de los efectos de las kisspeptinas en la diferenciacion de las células CD4+ periféricas en iTreg
(Treg inducidas) (12).

Por lo tanto, se puede sugerir que las kisspeptinas son un regulador de la subpoblacién de
celulas T durante el embarazo (12).

8.5 CITOQUINAS E INTERFERONES

En este sentido, las citoquinas y los interferones juegan un papel importante. Los
interferones son glicoproteinas que pertenecen a la gran clase de proteinas conocidas
como citoquinas, moléculas utilizadas para la comunicacion entre células para
desencadenar las defensas protectoras del sistema inmunoldgico que participan en la

erradicacion de patogenos (4).

Se sabe que altas concentraciones de citoquinas liberadas por los linfocitos Th1l como el

IFN-gamma, inhiben la implantacion, asi como el IFN tipo | alfa y beta inducen un
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desarrollo placentario anormal. La IL-17 secretada por Th17, que causa inflamacién

cronica y consecuente en pérdidas recurrentes de embarazo (PLR) (4).

Por otro lado, aquellas citoquinas liberadas por los linfocitos Th2 favorecen la
implantacion y el embarazo, como la IL-6 o la IL-10. Aquellas mujeres con fallos de

implantacion o abortos de repeticion tienen una baja concentracion de estas citocinas (4).
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Fig. 8 Interaccion de las células B reguladoras (Breg) con las células T reguladoras (Treg) y otras células del sistema inmune en la
inmunomodulacién en el embarazo (8).

Por lo tanto, un embarazo exitoso depende tanto del sistema inmunitario materno

apropiado como de niveles adecuados de hormonas circulantes.

9. RESPUESTA INMUNE INNATA

Respecto a la inmunidad innata, se produce un aumento en nimero de células, para
prevenir cualquier tipo de infeccidn de patdgenos. En la circulacion sanguinea durante el
embarazo, nos encontramos con un mayor nimero de macré6fagos y neutrofilos y en
menos numero, las células NK; mientras que en la cavidad uterina el 70% de las células
inmunoldgicas son Natural Killer (uUNK) (13).
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9.1 NATURAL KILLERS: PERIFERICOS Y UTERINOS

Como ya hemos comentado, los Natural killers (periféricos y uterinos) no solo intervienen
en la implantacidn, sino también en el desarrollo del embarazo. Las células NK juegan
un papel esencial en el éxito reproductivo, aunque su funcién no se encuentra bien
definida. Este subconjunto de linfocitos esta controlado por un delicado equilibrio de una
serie de receptores activadores e inhibidores. Un equilibrio de estos receptores
interrumpido se ha asociado con algunas complicaciones del embarazo, ya que se debe
dar comunicacién para inhibir la accion citotoxica de las NK.

En el estudio de Comins-Boo et al., (2021) (13) las mujeres con FI tenian un aumento
significativo de células NK periféricas. Pero esta determinacion no se uso para distinguir
de una poblacién normal de la que resulta en FI; Unicamente se uso esta determinacién
para que, en aquellas personas con Fl ya establecidas, comprobar si la etiologia de su fallo
de implantacion esté relacionada con su sistema inmunoldgico y concretamente con fallos

en sus celulas NK (13).

La evaluacion de células NK de sangre periférica completa se ha propuesto como una
herramienta de diagndstico til para evaluar pacientes con iRPL(pérdida recurrente de
embarazo inducida) o iFl (fallo de implantacién inducido). La combinacion de dos
subconjuntos de NK: subconjunto 1 NK con marcadores NKp30 + cytNK y subconjunto
2 con marcadores TIGIT + cytNK; pueden ser propuestos como biomarcadores
alternativos de RPL y FI. Estos biomarcadores NK funcionales pueden ayudar a

determinar pacientes con RPL y FI asociados con fisiopatologia inflamatoria.

Los receptores clave para la activacion de NK son los NCR (receptores naturales de
citotoxicidad); NCR1(receptor 1 desencadenante de citotoxicidad natural), CD335
(también conocido como NKp46), NCR3 (receptor 3 desencadenante de citotoxicidad
natural) y CD337 (también conocido como NKp30). Estos receptores citotoxicos
naturales se han descrito como receptores activadores que desencadenan la citotoxicidad
y la liberacion de citoquinas. Se ha encontrado que estos receptores se sobreexpresan en
NK en la decidua preeclampsica, lo que desencadena la liberacion de citoquinas Thl,
incluidos IFN-y (interferén alfa 2B) y TNF-a.

Por el contrario, la expresion del receptor de las células T y dominio ITIM (motivo

inhibidor inmunorreceptor a base de tirosina, TIGIT, del inglés T-cell Inmunologlobulin
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and ITIM domain Receptor) en NK inhibe la produccion de IFN-y e IL-17 y mejora la de
citoquinas de las células Th2 y la IL-10. Por lo tanto, TIGIT cambia el equilibrio de la
inmunidad tipo 1y tipo 17 hacia la inmunidad tipo 2 e IL-10. La funcion principal de
TIGIT es mantener la tolerancia inmunitaria y reducir las respuestas inmunitarias

excesivas (13).

Las células Uterine Natural Killer (uNK), con fenotipo CD56°""CD16" (7) derivan de la
linea celular NK debido a su marcador CD56+, sin embargo, no tienen la misma
capacidad para matar lineas celulares cancerosas u otras moléculas HLA (antigenos
leucocitarios humanos) de clase 1 negativas. Por lo tanto, no pueden tener un efecto
perjudicial en la implantacion de embriones. Ademas, al tener un fenotipo similar, CD117
+, CD94-,CD3-, es probable que las células NK periféricas en el desarrollo migren al
endometrio y completen su maduracion y desarrollo para convertirse en células uNK. De
hecho, son el tipo de célula mayoritaria en el endometrio y su nimero depende del ciclo
menstrual, aumenta después de ovular con el aumento de progesterona, también su
namero aumenta en el embarazo temprano y decrece a mitad de gestacion. Su principal
papel es contribuir en la remodelacion de la arteria espiral materna y angiogénesis, a la
vez que inmuno tolerancia (7). La interaccion entre el trofoblasto y las uNK se realiza
mediante moléculas HLA clase | del trofoblasto y receptores KIR (del inglés “killer
immunoglobulin-like receptors) de las células uNK. Los receptores KIR pueden ser
haplotipo A con genes de inhibicion o KIR haplotipo B con genes de activacion. Hasta
el momento se ha visto que el trofoblasto placentario expresa en su mayoria HLA-G,
HLA-E y HLA-C, ligandos para las células uNK(14). HLA-C es especialmente
vulnerable a la accion de las NK, siendo diana muy especifica del receptor KIR, por lo
que inhibe de manera excesiva las uNK, dando lugar a una estrecha relacion con el fallo
reproductivo (14).

Estudios han demostrado ademas que hay una diferencia en los tipos de marcadores en
NK si estas provienen de sangre periférica o del endometrio. Las células uNK tienen un
fenotipo CD56""9"CD16™; mientras que aquellas con fenotipo CD569MCD16* son NK
muy citotoxicas(Fig.9). Este receptor de superficie CD16+ activa a células citotoxicas
dependientes de anticuerpo, ADCC (de sus siglas en inglés “antibody dependent cell-

mediated cytotoxicity”) (7).
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Fig. 9 Subconjuntos de células asesinas naturales humanas basadas en las expresiones de CD56 y CD16. Estas células
son mas citotoxicas a traveés de la secrecion de perforina y granzimal5 que las células asesinas naturales que muestran
una expresion CD569" y una expresién baja o nula de CD16 (CD56brightCD16—/low). (llustracion sacada de
Langers et al., (2012). Natural killer cells: Role in local tumor growth and metastasis. Biologics : targets & therapy. 6.
73-82.10.2147/BTT.S23976.).

Al contrario que las NK, las uNK también tienen maquinaria para actuar como
citotoxicas, en cambio, secretan citoquinas para la angiogénesis, colaborando asi con el
desarrollo embrionario. De hecho, se ha demostrado como aquellas mujeres con Fl 0 AR,
tienen una tendencia de aumento de concentracion de NK con CD16+, por lo que este

podria ser un buen marcador para la evaluacién de la desregulacion de la uNK (7).

Los resultados en cuanto a la concentracion de células NK periféricas y uterinas en
comparacion con las mujeres que sufren FI con las que no, son controvertidos. Serian
necesarios mas estudios para validar los resultados en series independientes de pacientes
con RPL y FI (13).
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10.ENFERMEDADES INMUNOLOGICAS Y SU IMPLICACION EN

= EMBARAZO

10.1 AUTOANTICUERPOS

El sindrome antifosfolipido (APS) es una enfermedad autoinmune caracterizada por
trombosis vascular o morbilidad del embarazo. Los anticuerpos antifosfolipidos
contribuyen a complicaciones como abortos espontaneos, muerte fetal o preeclampsia.
Los anticuerpos antifosfolipidos (aPL) son identificados como los anticuerpos
anticardiolipinas (ACA), anticoagulante lupico (LAC) y antibeta2-glicoproteina 1 (la
glicoproteina 1B2 es el cofactor de la anticardiolipina). Todos estos estan involucrados en

las pérdidas bioquimicas del embarazo.

El diagnostico de la enfermedad APS requiere de la deteccion de la presencia de
anticuerpos antifosfolipidos, antes mencionados, anticuerpos anticardiolipina IgG, IgM,
anticoagulante IUpico, anticuerpos anti-2-glucoproteina I, IgG, IgM. Ademas de estos
criterios de laboratorio, también se deben cumplir criterios clinicos como la trombosis 0
morbilidad del embarazo. Estos anticuerpos pueden afectar directamente la funcion del
trofoblasto al disminuir la proliferacion, inhibir la sincitializacion y disminuir la
produccion de hormonas, por lo que es probable que contribuyan a AR al inducir efectos
nocivos en el trofoblasto. Se ha demostrado que estos anticuerpos antifosfolipidos
generan una menor diferenciacion e invasion trofoblastica en la decidua, asi como un

aumento de la inflamacion local (1).

Particularmente los autoanticuerpos contra GPI beta2glicopoteinas (beta2GPI) son
especialmente patoldgicos, ya que este antigeno se expresa en el trofoblasto, encargado
de la remodelacion de las arterias uterinas, por lo que estos beta2GPIs son requeridos en

el desarrollo de pérdidas fetales mediadas por anticuerpos antifosfolipidos (1).

Para el tratamiento contra APS se propone la administracion de heparina, inhibiendo la
activacion aberrante del complemento APS, protegiendo contra pérdidas fetales. La
positividad de anticuerpos antifosfolipidos es mayor en mujeres infértiles 0 mujeres con
fallo de implantacion recurrente en comparacion con los controles. Los estudios siguen

siendo escasos (1).
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Ademas, el lupus eritema sistémico (LES), caracterizada por: inflamacion sistémica, con
riesgo de parto prematuro, preeclampsia, desarrollo fetal deficiente y pérdida fetal, esta
asociada con el sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (1).

10.2 OBESIDAD Y DIABETES

Otra enfermedad como la diabetes o la obesidad también puede comprometer el
embarazo. La obesidad conduce a un estado cronico de inflamacién, que no solo produce
resistencia a la insulina o la enfermedad diabética tipo Il, sino también a abortos
espontaneos recurrentes, muerte fetal... y complicaciones en el recién nacido vivo. Se han
encontrado vias inmunitarias desreguladas en la placenta de mujeres obesas, asi como un

aumento de las citoquinas IL-1p e IL-8.

Por otro lado, las mujeres con diabetes tipo | (DM1) tienen un desequilibrio inmunolégico
que da lugar a una disminucién de células T reguladoras, y por ello el desarrollo de la
enfermedad (15), ademas de una concentracion de uNK disminuida (1).
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Fig. 10 Mecanismo supresion de los linfocitos T reguladores en la diabetes mellitus tipo 1 (15).

Respecto a las posibles intervenciones inmunitarias, se ha propuesto la potencial terapia
de la induccion de la poblacion de células Treg en la DM1 con citoquinas como la IL-2,
uso de células dendriticas con fenotipo antiinflamatorio... O incluso el trasplante de

células T reguladoras.
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10.3 TROMBOFILIA HEREDITARIA

La trombofilia hereditaria puede ser causa de la FI en el subgrupo de mujeres con fallo
de implantacion recurrente con etiologia desconocida. En el estudio de Azem et al. se
mostré que habia tasas mas altas de deficiencia de metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR), factor V Leiden, deficiencia de protrombina y deficiencia de antitrombina 111

en mujeres con FI en comparacion con los grupos de control (1).

Aunque la investigacion en este ambito esta aun pendiente, un nuevo posible marcador
podrian ser los agentes antitromboticos como otra posible intervencion para las mujeres

que padecen FI. (1).

11.POSIBLES IMPLICACIONES DE TRATAMIENTO

El fallo de implantacion supone una de las mayores limitaciones en la reproduccion
asistida y como hemos visto, puede ser causado por factores de estrés, coagulacion,
anatomicos, edad avanzada, indice de masa corporal, endometrio no receptor,
hormonal... Ante esto, estudios avanzados han propuesto tratamientos enfocandose en la
cavidad uterina, como ultrasonidos, biopsia del endometrio; y en el desarrollo del
embrion, como la tecnologia de time lapse o el PGT-A (test genético preimplantacional

de aneuploidias) (1).

Ademas, nos encontramos con el factor inmunoldgico, que por su desregulacion es
causante también de los fallos de implantacion, provocando embarazos pretérminos,
preeclampsias, abortos recurrentes o crecimiento intrauterino insuficiente. Por lo que, en
este sentido, la inmunoterapia es considerada uno de los tratamientos para combatir los

fallos de implantacion y mejorar los resultados de embarazo.

A continuacién, se presentan las distintas terapias que intentan disminuir estas

desregulaciones:

-Terapia con células mononucleares en sangre periférica, PBMCs: basada en
conseguir un estadio previo de inflamacion necesario para la implantacion. Con este
tratamiento autdlogo de PBMCs, se induce la produccion de distintas citoquinas tales
como as IL-1a, IL-1 B, and TNF-a, que tienen impacto positivo sobre la receptividad del
endometrio, haciendo asi que el blastocisto se acople mejor a este. La inyeccién de

PBMCs se realiza a través de un catéter de inseminacién intrauterina antes de la
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transferencia de embriones. Se conoce que aquellas mujeres que se pueden beneficiar de

este tratamiento son aquellas con cuatro o mas fallos de implantacion (1).

Ademaés, existe una variante de esta terapia, donde, ademas, administrando la hormona
hCG al cultivo in vitro de PBMCs, se ha comprobado que promueve la activacion in vitro
de PBMCs, dando lugar a la mejora de la invasion del trofoblasto al secretar LIF y IL-1
B y el factor de crecimiento endotelial vascular, VEGF. PBMCs activados con la
hormona, pueden modular el sitio de implantacion y llegar al estroma del endometrio,
actuando como guia para la invasion del blastocisto. El tratamiento trata de una previa
incubacion in vitro de 24 horas de PBMCs junto con hCG, tras las cuales se transfieren a
la cavidad uterina por medio de catéteres, 3 dias antes de la transferencia del blastocisto
(16)

-Administracién intrauterina de plasma autélogo rico en plaquetas (PRP):
Compuesto por una alta concentracion de plaquetas autélogas (5-7 veces mayor que la
concentracion de plaquetas en sangre periférica) obtenida por la centrifugacion de sangre
periférica. Se sabe que distintos tipos de GF (factor de granulocitos) y citoquinas
contenidos en este plasma se encuentran involucrados en el proceso de implantacion
embrionaria y en la mejora del grosor del endometrio. La dosis establecida es de al menos
un PRP 72 horas antes de la transferencia embrionaria. EI metaanalisis mas reciente
realizado por Maleki—Hagiagha et al. con un total de 625 pacientes (311 casos y 314
control). Los estudios con estos pacientes incluian casos de endometrio delgado (2
estudios) y fallos de implantacion (5 estudios). Se demostrd, asi como con PRP se
aumento la tasa de embarazo clinico (RR: 1.79, 95% CI: 1.29-2.50; p < 0.001) y de
implantacion (RR: 1.97, 95% CI: 1.40-2.79; p < 0.001). En el grupo con endometrio
delgado (74 casos y 73 control), mejord significativamente con respecto al control (SMD:
1.79, 95% CI: 1.13-2.44; p < 0.001)

Este tratamiento aumenta la tasa de embarazo clinico; pero el inconveniente mas
importante, es que no se sabe la base de los mecanismos exactos por lo que se produce la
mejora, por ello habria que investigar tanto todos los tipos de citoquinas y GF que hay en

el PRP, y cémo producen la mejora (16).

-Administracién intrauterina del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF). Los autores observaron que el uso de G-CSF subcutaneo (1 pg/kg/dia) a partir del

sexto dia después de la ovulacion aumenta significativamente el nGmero de recién nacidos
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vivos al comparar el grupo tratados con G-CSF (29/35, 82.8%) con el grupo control
(16/33, 48.5%). G-CSF puede administrarse a través de una infusion intrauterina, 1U
(generalmente para abortos de repeticion, AR) o por via subcuténea (pacientes con Fl o
endometrio delgado). G-CSF mejora el embarazo clinico tanto por infusién IU ((RR 1.46,
95% CI 1.04-2.05, p = 0.041)) como por via subcutanea (RR 2.23, 95% CI 1.68-2.95, p
< 0.00001). La mayoria de los protocolos de U de G-CSF llevaron a cabo la infusion de
300 pg/mL del farmaco en el dia de activacion de hCG o en la recuperacion de ovocitos.

Pero al igual que el anterior, el efecto y mecanismo de mejora es poco conocido.
Zeyneloglu et al. compararon los resultados de ICSI de personas con FI tratados con G-
CSF: grupo 1 (n=38) pacientes que recibieron la dosis subcutaneamente; grupo 2 (n=39)
pacientes que recibieron la dosis tanto subcutdneamente como por 1U; y el grupo control
(n=34) sin ninguna administracion. Los resultados muestran como efectivamente en el
grupo 2 con las dos modalidades de administracion la tasa de embarazo clinico (CPR,
clinical pregnancy rate) eran significativamente méas altos (grupo 1= 52.6% [20/38],
grupo 2 = 64.1% [25/39], grupo control 323.5% [8/34]; p = 0.002). Al igual que la tasa
de recién nacido vivo (LBR) fue mayor en el grupo 2 (grupo 1 = 34.2% [13/38], grupo 2
= 64.1% [25/39], grupo 3 = 23.5% [8/34]; p = 0.001) (16).

Se conoce que aquellas mujeres que pueden beneficiarse de este tratamiento son aquellas
que padecen repetidos fallos de implantacion y endometrio delgado. Se ha propuesto
adicionalmente a este tratamiento para el endometrio delgado, suplementar la
administracion de G-CSF con vitamina E y supositorios de citrato de sildenafilo para

mejorar el flujo sanguineo que da lugar a una mayor proliferacién endometrial (1).

-Administracion hCG mediante infusion de 1U. La administracion intrauterina de la
hormona gonadotropina coriénica humana o hCG aumenta los niveles endometriales de
factores proangiogénicos (como VEGF), modula la proliferacion de uNKs y Treg, ademas
de la invasion trofoblastica, lo que da lugar a un aumento de las tasas de implantacion y
embarazo. Algunos protocolos sugieren ademas suministrar hCG para apoyar la fase
lutea. La dosis més eficaz es de 500 Ul de hCG, aproximadamente 7 minutos antes de la
transferencia embrionaria, lo que incremento tanto la tasa de implantacion (41.6%) como
de embarazo (75%) al compararlo con el grupo control (29.5% y 60% respectivamente).

Como hemos dicho, el inconveniente mas relevante seria el desconocimiento de los
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mecanismos inmunoldgicos durante la implantacion provocados por la administracion de
hCG.

Ademas, se han realizado varios estudios para encontrar esa dosis ideal a suministrar y el
tiempo que debe haber entre la administracion de la hormona y la transferencia
embrionaria. Este estudio se realiz6 con 2763 pacientes, donde significativamente el
grupo <15 minutos tiene mayor tasa de LBR, CPR y tasa de implantacion que aquellos
grupos con 6-y >48 horas. Por otro lado, también hubo mejores resultados de FIV al usar
dosis de 500 IU hCG comparado con los grupos de 700 y 1000 IU (16).

-Tacrolimus y prednisolone: El tacrolimus restringe las respuestas excesivas de las
celulas inmunitarias contra el feto al inhibir la proliferacion de los linfocitos, de los
receptores de IL-2 y la generacion de linfocitos T citotdxicos. Este estudio de cohorte
prospectivo se realiz6 en pacientes con FI (n = 42) con proporcion elevada de células Thl
(CD4 + /IFN-y +) /Th2 (CD4 + /1L-4 +). 25 mujeres tratadas con tacrolimus dos dias antes
de la transferencia de embriones hasta el dia de la prueba de embarazo (un total de 16
dias); y 17 mujeres como grupo control. La dosis diaria de tacrolimus (1-3 mg) se
determind en funcion del grado de relacién de células Th1/Th2. La tasa de embarazo
clinico fue de 64% en el grupo experimental y de 0% para el control, siendo
significativamente mayor (p< 0,0001). Ademas, en el grupo con tacrolimus, la tasa de
aborto espontéaneo fue del 6,3 % y la tasa de nacidos vivos fue del 60,0 % (p < 0,0001).
No hubo efectos secundarios significativos en el grupo tratado (18). Cierto es, que la
administracion de tacrolimus no debe ser excesivamente elevada ya que en cierta medida

se necesitan de citoquinas de células Thl para la implantacion (18).

Prednisolone tiene efectos inmunomodulatorios, inhibe la secrecién de citoquinas por
parte de los linfocitos Thl y aumenta el nimero de Treg y uNK. Se realiz6 un ensayo
controlado con 334 (con fallos de implantacion, grupo de estudio n=148; grupo control
n=147) a los que se asignaron prednisolona 20mg/dia comenzando el primer dia de
estimulacion ovarica y heparina BPM 1mg/kg/dia comenzando el dia 1 tras la extraccion
de ovocitos. Los embarazos totales fueron significativamente diferentes entre los grupos
de estudio (42,8%) y control (30,3%) (P = 0,028); al igual la tasa de embarazo clinico
(40,7 %) y (27,5 %) (P = 0,018). Las tasas de implantacion fueron 23,9 y 14,7 % en el

tratamiento combinado y grupos de control, respectivamente (P\0.001) (17).
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-Tratamiento con inmunoglobulina intravenosa (IGIV). Tratamiento dirigido a
aquellas mujeres con repetidos fallos de implantacion, relacion Th1/Th2 elevada,
TNFo/IL-10 anormal (1). IGIV inhibe la produccién de autoanticuerpos de las células B,
ademas de disminuir el equilibrio de las citoquinas Th1/Th2, disminuye el nimero de
linfocitos Th17 y células NK, y aumenta la funcién de las células Treg. La dosis estandar
de IVIG es de 400 mg/kg diarios por 5 dias. Estudios también hablan de una nueva dosis

de 1 g/kg/dia durante 2 dias que quizas es mas efectiva (5).

-Tratamiento con Hydroxychloroquine (HCQ): HCQ es un inmunomodulador. Se ha
sugerido que algunos de sus mecanismos son la disminucién de citoquinas

proinflamatorias o bloguear el receptor de células T y B.

La dosis estandar de tratamiento es 400 mg de HCQ durante 16 dias, comenzando el dia
4 del ciclo menstrual y continua hasta el dia 20 del ciclo. Las mujeres con FI ademas
recibian dosis 2 dias antes de la transferencia embrionaria y continuaba hasta el dia de la
prueba de embarazo.

Tras el tratamiento con HCQ en pacientes con FI y desérdenes inmunoldgicos, se midio
el nivel de RNAm de FOXP3 y RORyt (crucial para el desarrollo de Th17). Como
resultado, el nivel de FOXP3 incremento significativamente, mientras que los niveles de
RORyt disminuyeron (P<0,01). Lo mismo ocurrid con las citoquinas de Th17 (IL-17, IL-
21) y Treg (IL-10, TGF-B). Antes del tratamiento se mostré como los niveles IL-10, TGF-
B eran bajos en el endometrio, y tras la administracion de HCQ, aumentaron
significativamente, mientras que las citoquinas proinflamatorias de TH17, disminuyeron
(16)
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Tabla 1. Resumen de inmunoterapias dirigidas a mejorar la implantacion embrionaria y los resultados de

embarazo.
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12.DISCUSION

Los linfocitos Treg tienen una clara involucracion en la creacion de la tolerancia

fetomaterna al suprimir el ataque inmunoldgico. Para un embarazo exitoso, no
Unicamente se necesita una buena concentracion de Treg, sino ademas que porten el
marcador Foxp3 para estar activas y realizar su funcion supresora (5). Se ha visto como
en una gran proporcion de casos de infertilidad, abortos de repeticion, preeclampsia,
Tregs se encuentran comprometidos. Un aumento de Treg y células T CD8+ agotadas en
sangre periférica disminuye la posibilidad de FI; mientras que la alta concentracion de
células Treg agotadas o baja concentracion de Treg y alta concentracion Th17 aumenta
la posibilidad de sufrir FI (3).

Por otro lado, conocemos que, ademas de la obtencion de células T reguladoras derivadas
del timo, estos linfocitos se pueden inducir periféricamente mediante la conversion de
linfocitos Tconv (CD4+)(3). Hoy en dia hay numerosas investigaciones abiertas en las
que se estudia esta conversion a través de distintas hormonas, marcadores o péptidos para
sobre todo enfermedades autoinmunes como son la diabetes o la esclerosis multiple (15).
Una futura linea de investigacion podria ser, no solo potenciar la actividad de las células
T reguladoras ya existentes, sino inducir la conversion de Tconv a Treg para aumentar el
ndmero en pacientes infértiles con deficiencias en la concentracion de células T

reguladoras.

Vemos ademas como las hormonas hCG, E2, P4 se encuentran orquestadas para regular
tanto el desarrollo embrionario, como para el resto del sistema inmune, ya que aumentan
la proliferacion de las células Treg, Breg y uNK, y tienen la capacidad de atraerlos hasta
el endometrio. Asi mismo, las kisspeptinas, péptidos relacionados con el embarazo, estan
involucradas tanto en la liberacion de la hormona GnRH como en la activacion y
reclutamiento de los Treg en el endometrio (12). Seria interesante poder conocer en qué
momento del embarazo temprano se empieza a elevar la concentracion de kisspeptinas
para poder usarlo como biomarcador, y compararlo con la sensibilidad y especificidad
del diagnosis temprano del embarazo entre los niveles de plasma o suero de las

kisspeptinas y los niveles de -hCG.
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Respecto a las células NK, hay claras tendencias de que en concreto uNK CD56+ CD16-
promueven la implantacién y desarrollo de la gestacién; mientras que aquellas
poblaciones de uNK donde presentan CD16+ tienen tendencia a producir FI y/o
abortos(14). Respecto a la concentracion de NK citotoxicos en sangre periférica, no es
posible tomarlo como parametro para distinguir la poblacion sana de la que resulta en
fallos de implantacion debido a los resultados contradictorios en distintos estudios;
aungue si se puede afirmar, que en mujeres con FI con alta concentracion de NK, la
etiologia del FI se encuentra relacionada con fallos en el sistema inmune. La debilidad
mas comun en los estudios respecto a las células NK es que no presentan claro el fenotipo
de cada tipo de NK, y por eso mismo, muchas veces es controvertido cuando hablan de
si los linfocitos NK permiten la mejora o no de la implantacion. Se deberia investigar, en
estudios con muestra poblacional mas grande, los distintos fenotipos, y determinar las
distintas moléculas tanto de superficie como citoplasmaticas, que permitan identificar las
distintas NK tanto periféricas como uterinas en distintos tiempos del ciclo menstrual de

la mujer.

Por otro lado, vemos como las enfermedades autoinmunes afectan gravemente a la
evolucion del embarazo (1). En relacion con la diabetes y las terapias tanto de activacién
como de trasplante de linfocitos T reguladores (15), se podria estudiar si ademas de
mejorar el prondstico de la enfermedad, la fertilidad mejora al inducir los Treg e intentar

equilibrar el sistema inmune.

Por ultimo, respecto a las posibles inmunoterapias (1,5,16,17,18), se deberian hacer
tratamientos personalizados para cada caso concreto de infertilidad ocasionada por
factores inmunologicos; es decir, determinar el fallo inmunoldgico, asi como los niveles
de células inmunitarias que se puedan ver comprometidas (por ejemplo: mujer de edad
avanzada con niveles elevados de citoquinas proinflamatorias) y asignar la terapia
personalizada para ese caso (por ejemplo: 1GIV). Para que esto fuera més certero, se
necesita investigar por grupos tanto de edad, como etiologia del fallo reproductivo, como
el tipo de fallo inmunoldgico. Por otro lado, vemos como estos tratamientos mejoran tasas
de implantacion y embarazo, pero en la mayoria no se conoce el mecanismo por el cual
lo hace. Se podrian cometer fallos con la dosis provocando excesiva infiltracion de
células, hormonas o citoquinas, dando lugar a una respuesta exagerada de inflamacién
que puede dar lugar a un rechazo del embridn, ocasionando el aborto. Una posible futura

linea de investigacion sobre estos mecanismos ya no solo explicaria el porqué del éxito
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de la terapia, sino abriria paso a la raiz del problemay a poder solventarlo de manera mas

efectiva.

13.CONCLUSIONES.

Para terminar, concluimos en esta revision que:

-Los linfocitos T reguladores tienen especial importancia en el establecimiento y
mantenimiento del embarazo gracias a sus acciones inmunosupresoras contra linfocitos
T citotoxicos CD8+, NK, asi como linfocitos Th17 y Thl (asi como sus citoquinas) para
evitar una respuesta inflamatoria excesiva, y por tanto el rechazo del embrién, y asi crear

un ambiente tolerante hacia él.

-Mayor cociente entre Th2/Thl y entre Treg/Th17 resulta en evolucion exitosa del
embarazo (mayor concentracion de citoquinas Th2 y Treg que Thly Thl7, y por tanto

menor cantidad de sus citoquinas proinflamatorias).

-La presencia en la decidua de linfocitos T citotoxicos CD8+ “agotados™, es decir,

expresando los marcadores TIM3 Y PD1, favorece el embarazo normal.

-Las células Breg también se esfuerzan por regular las expresiones, acciones y
proliferaciones de células T reguladoras y otras potentes células inmunitarias para
soportar los desafios del embarazo. Ademas, previenen la respuesta inmune contra
antigenos paternales que porta el trofoblasto gracias a sus anticuerpos asimétricos que los
“enmascaran”. Hacen faltan mas estudios sobre estas células y su relacion con el

establecimiento de la tolerancia en el embarazo.

-Se necesitan aln mas estudios para determinar las funciones y fenotipo de cada NK, pNK
y UNK, en el embarazo y cuales de ellas permiten una buena evolucion de este, por lo que
podria ser una posible linea futura de investigacion a seguir. Aun asi, como hemos visto,
hay cierta creencia en que las uNK CD56+ CD16- son NK favorecedoras de la

implantacion.

-Las conversaciones cruzadas entre las hormonas gestacionales (hGC, E2, P4 y

novedosamente las kisspeptinas) y las funciones de las células T muestran un efecto
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orquestado para producir una respuesta para combatir los cambios fisioldgicos que

presenta el embarazo. Ademas, modulan positivamente la actividad de los Treg.

-Por ultimo, destacamos las posibles y prometedoras inmunoterapias destinadas a
modular tanto a células Treg, como inhibir T citotdxicas, y resto del sistema inmune, para
superar el fallo de implantacion o/y el aborto de repeticion. Al ser la inmunologia un
campo tan relativamente nuevo y cambiante, se precisan de mas estudios futuros sobre
estas inmunoterapias, asi como tratamientos para la activacion o induccion de Treg mas

punteros.
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