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RESUMEN

Introduccion: el aborto espontaneo recurrente afecta entre el 1-3% de las parejas. En los
ultimos anos se han estado estudiado las células naturale killer presentes en la sangre
periférica, con la intencion de saber si tienen alguna relacién con estos abortos. Objetivo:
identificar la implicacion de las células natural killer en abortos de repeticion en pacientes del
Servicio de Salud de Castilla - La Mancha en el 2016. Método: se realizd un estudio
prospectivo, longitudinal y descriptivo en la poblacién de 11 mujeres, divididas en el momento
del estudio en, Grupo A: mujeres no gestantes, con historia obstétrica de no haber
presentado abortos de repeticion, Grupo B: mujeres gestantes, con historia obstétrica de no
haber presentado abortos de repeticion y Grupo C: mujeres no gestantes, con historia
obstétrica de abortos de repeticion. Se realizdé la citometria de flujo para el analisis de la
presencia de las células T, B y subpoblaciones de células natural killer. Resultados: se
observaron diferencias en la presencia de las subpoblaciones de células natural killer entre los
diferentes grupos. Los perfiles de las subpoblacionales de células natural killer en la poblaciéon
de estudio reflejaron estar entre los limites normales 5%- al 15%; sin embargo, el Grupo C
resultdé el de mayor porcentaje con 10,03%. Conclusiones. se identificd la implicacion de las
células natural killer en abortos de repeticion en pacientes del Servicio de Salud de Castilla - La
Mancha, lo cual mostrd los perfiles de células natural killer marcadores prondsticos de aborto
de repeticion.
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Aborto, Aborto a repeticion, Células Asesinas Naturales
ABSTRACT

Introduction: recurrent miscarriage affects 1-3% of couples. In recent years, natural killer cells
present in peripheral blood have been studied with the intention of finding out if they have any
relationship with these miscarriages. Objective: to identify the involvement of natural killer
cells in repeat abortions in patients of the Castilla - La Mancha Health Service in 2016. Method:
a prospective, longitudinal and descriptive study was performed in the population of 11
women, divided at the time of the study in, Group A: non-pregnant women, with obstetric
history of not having presented repeated abortions, Group B: pregnant women, with obstetric
history of not having presented repeated abortions and Group C: non-pregnant women, with
obstetric history of repeated abortions. Flow cytometer was performed to analyze the
presence of T cells, B cells and natural killer cell subpopulations. Results: differences in the
presence of natural killer cell subpopulations were observed between the different groups. The
profiles of the natural killer cell subpopulations in the study population reflected to be between
the normal limits of 5% to 15%; however, Group C resulted in the highest percentage with
10.03%. Conclusions: the implication of natural killer cells in repeat abortions in patients of
the Castilla-La Mancha Health Service was identified, which showed natural killer cell profiles
as prognostic markers of repeat abortion.

Abortion, Repeat Abortion, Natural Killer Cells

INTRODUCCION

La definicion clasica de aborto de repeticion (AR) es el de dos o mas pérdidas consecutivas de
gestaciones clinicas, antes de las semana 20 y el peso fetal < 500 gr. Sin embargo, no existe
consenso y algunos estudios aceptan que estas pérdidas pueden no ser consecutivas, pues el
hecho de haber tenido algun recién nacido vivo antes o entre los abortos, no parece disminuir
la posibilidad de volver a abortar. *

En esta definicion no se incluyen las gestaciones molares ni ectdpicas, y no existe una
clasificacion especifica sobre las gestaciones (bioquimicas, determinados por elevacion
cuantitativa de gonadotropina coridnica en suero materno (BhCG)). Estas ultimas deberian ser
consideradas al momento de realizar una evaluacién. 2

El 50% de los AR van a quedar sin diagndstico etioldgico, y por tanto, no se podran tratar de
forma dirigida. Las parejas que intentan el embarazo tendran un 70% de nifios nacidos vivos.
Situacion condicionada por la edad materna, de modo que la posibilidad de sufrir un nuevo
aborto en mujeres <30 afios estd por debajo de un 35%, mientras que las mujeres =40 anos
seria de 50-60%. '™

Se ha reconocido que la respuesta inmune materna es muy compleja, por lo que se ha
renovado el interés en ciertos elementos del sistema inmune materno, que estan activados en
el embarazo normal. Las células Natural Killer (NK) maternas, estarian de forma marcada
suprimidas en un embarazo normal. >’

Las células NK, ® son un tipo de linfocitos granulares grandes, que suponen del 5-15% de las
células linfoides en sangre y carecen de marcadores de linfocitos T y B. Son considerados
linfocitos “inespecificos”, pertenecientes al sistema de inmunidad natural, identificadas, células
con capacidad innata de destruccion de células tumorales y dafiadas.

Juegan un papel importante las células NK en la implantacién del embrién y en el éxito del
embarazo. Relacionandose con la fisiopatologia del fallo reproductivo, con la tolerancia
materna, la vasculogénesis y el crecimiento del embrion.
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Estas células constituyen la poblacion de leucocitos predominante en la mucosa uterina,
predictores para la aparicion de abortos a repeticion. Compuestas por al menos cuatro
subpoblaciones diferentes de células NK al tener la capacidad secretar diferentes citoquinas:
convencionales, timicas, residentes en tejido hepatico y cutaneo y en tejido uterino.”°

Las cuatro subpoblaciones, al tener en cuenta la variabilidad de la expresién de las moléculas
CD16 y CD 56, entre las diferentes subpoblaciones de células NK, permite la clasificacion en:
CD56"9"  CD56Y™ CD16-, CD56Y™ CD16+, CD56-.'" *? Los mecanismos inmunolégicos han
sido descritos por jugar un papel significativo en los problemas reproductivos (abortos de
repeticion, infertilidad y fallos de implantacién).

Se hace necesario el estudio de marcadores potenciales de células NK, para el diagndstico de
aborto de repeticién de causa desconocida. La investigacion tiene el propdsito de identificar la
implicacion de las células natural killer en abortos de repeticion en pacientes del Servicio de
Salud de Castilla - La Mancha en el 2016.

METODO

Se realizd un estudio prospectivo, longitudinal y descriptivo. La poblacién objeto de
investigacion estuvo conformada por 11 pacientes entre 18-38 afios con antecedentes de al
menos dos abortos atendidas en del Servicio de Salud de Castilla-La Mancha (SESCAM), 2016,
la cual se dividié en tres grupos:

» Grupo A (cuatro pacientes): mujeres no gestantes, en el momento del estudio, con
historia obstétrica de no haber presentado abortos de repeticion.

» Grupo B (tres pacientes): mujeres gestantes, en el momento del estudio, con historia
obstétrica de no haber presentado abortos de repeticion.

» Grupo C (cuatro pacientes): mujeres no gestantes, en el momento del estudio, con
historia obstétrica de abortos de repeticion.

Criterios de Exclusion:

Mujeres con antecedentes de:

» cariotipos anormales

» trastornos trombofilicos.

» alteraciones anatdmicas (miomas uterinos, malformaciones uterinas, endometriosis
diagnosticada)

» alteraciones cromosdmicas detectadas en restos abortivos

La medicidon en sangre de las células NK, se realizdé a través del analisis de marcadores de
superficie en muestras de sangre periférica por Citometria de Flujo entre las 4-48 horas de la
recoleccion de la muestra. Se caculd la media y la desviaciéon estandar de los valores en las
subpoblaciones, de células NK en los diferentes grupos de estudio.

La extraccion de la muestra de sangre fue realizada en mitad de fase lutea del ciclo menstrual,
en mujeres del Grupo A y C. En las mujeres del Grupo B, se recogieron las muestras en el
primer y segundo trimestre de embarazo.

La fuente de informacion fue la historia clinica de las pacientes que participaron. Se obtuvieron
los datos de las variables de estudio: nimero de embarazos, nimero de abortos consecutivos,
resultados de la Citometria de flujo. El analisis estadistico se realiz6 con el programa Epidat,
los datos obtenidos se registraron en una base de datos mediante el programa Microsoft Excel
365.

Se solicité la evaluacién del protocolo al Comité Etico de Investigacion Clinica y se informaron
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los resultados al comité de investigacion del area. Todas las mujeres incluidas en el estudio,
firmaron el consentimiento informado, lo que les permitié someterse a las pruebas necesarias
realizadas durante el estudio.

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos por la Citometria de flujo en los tres Grupos de estudio permitieron el
analisis fenotipico y funcional de las células T, B. Ademas de las subpoblaciones de NK
identificadas en las muestras de sangre extraidas.

Se obtuvieron imagenes en dos dimensiones (Dot-Plot) y en una dimensién (Histograma), en
las que se pudieron distinguir las diferentes poblaciones celulares marcadas. Se alcanzaron
distintos perfiles de subpoblacionales de células NK, en funcién del origen de la muestra y del
estado de gestacion o no de mujeres incluidas en el estudio.

En el Grupo A, se encontraron valores normales de las subpoblaciones de las células NK que se
corresponden con CD56/CD16+ y NKTs entre 3,57% vy el 2,37% respectivamente. Tabla 1.
Este resultado coincide con Lépez-Naranjo, ! el cual afirma que las células NK juegan un papel
esencial en el éxito reproductivo, aunque la funcidn no se encuentra bien definida.

Tabla 1. Distribucion de las mujeres Grupo A segun subpoblaciones de células NK. SESCAM.,
2016

Grupos CD45+ CD3 + CD4 + CD8+ CD56/CD16+ | CD19+ NKTs
Grupo A | 41,03% 29,72% 4,93% 22,49% 3,57% 6,47% 2,37%

En el Grupo B estudiado se observd que la presencia del CD56/CD16+ es de 8,46% en las
muestras de sangre procesadas. En cuanto a las células NKs la presencia fue de 1,16%. Ambos
resultados estan dentro de los valores normales de 5-15%. Tabla 2.

Esto confirma la teoria de los estudios de Szekeres-Bartho, '? al demostrar que el sistema
inmune materno, no estda suprimido sino mas bien, desplazado a favor de una respuesta
inmune tipo 2 (mediada por anticuerpos) sobre la tipo 1 (mediada por células). Se considera
gue la inmunidad mediada por células puede ser causante de los abortos.

Tabla 2. Distribucion de las mujeres Grupo B segln subpoblaciones de células NK. SESCAM.,
2016

Grupo CD45+ CD3 + CD4 + CD8+ CD56/CD16+ | CD19+ NKTs

Grupo B | 46,07% | 29,69% | 7,31% | 17,30% 8,46% 7,68% | 1,16%

En la tabla 3 se observo la presencia del CD56/CD16+ es de 10,03% en las muestras de
sangre procesadas. En cuanto a las células NKs fue de 1,40%. Los resultados obtenidos estan
dentro de los valores normales de 5-15%. Similares fueron hallados por Lopez-Naranjo, !
quien destacd que las mujeres con fallo de implantacién y pérdidas recurrente de embarazo
tenian un aumento significativo de células NK periféricas mayor que el 15%.

Tabla 3. Distribucion de las mujeres Grupo C segun subpoblaciones de células NK. SESCAM.

2016
Grupos | CD45+ |CD3 + |CD4 + |CD8+ |CD56/CD16+ | CD19+ | NKTs
Grupo C | 32,04% | 17,22% | 4,78% | 9,88% | 10,03% 4,26% | 1,40%

Al comparar los resultados de los tres grupos en los analisis por Citometria de Flujo, entre el
grupo A y B existieron diferencias en las poblaciones de Linfocitos T helper. En el caso del

Revista Cubana de Tecnologia de la Salud ﬂ
Enero — Marzo 2023; 14(1): e4025 CC BY-NC 4.0




Implicacién de las células natural killer en abortos Cubas-Acevedo ML et al.
de repeticion

grupo C, disminuyen en gran medida los Linfocitos T, en especifico los T Citotdxicos, las NKTs y
aumentan las CD56/CD16+.

El resultado coincide con el estudio realizado por Feria y Ruiz, !* muestran una diferencia
significativa entre CD56+CD16+, grupos con AR vy fértiles. Expresan tener mayores niveles de
NK en mujeres con abortos recurrentes que en las fértiles. El porcentaje de las células NK en
las muestras de sangre periférica analizadas por Citometria de Flujo pero en los tres grupos se
mantuvo dentro de los valores normales (5%-15%) en las poblaciones de CD56/CD16+ y NKT.

Parra-Ortega, '* no concuerda al afirmar en un estudio que la determinacidn y cuantificacién de
las células NK (CD16+ CD56+), es 29,67%, en los leucocitos de sangre periférica. Ademas de
valores obtenidos de las células NK son superiores en el valor de la media en comparacién con
lo reportado en investigaciones realizadas en Holanda de 14%; y en China de 18%.

Algunos estudios, han mostrado que mujeres con abortos de repeticién muestran una elevada
actividad y nimero de células NK, en sangre periférica y endometrio. Asimismo, la relacion
entre niveles de NK alterados en sangre periférica y abortos de repeticién. '® Se reporta un
incremento en el numero de células NK durante la fase lUtea y la citotoxicidad reportada por
estar baja durante esta fase del ciclo menstrual.*?

Tabla 4. Resultados de la Citometria de flujo segun grupos de estudio y marcadores

Grupos CD45+ |[CD3 + | CD4 + | CD8+ | CD56/CD16+ | CD19+ | NKTs
Grupo A 41,03% | 29,72% | 4,93% | 22,49% 3,57% 6,47% | 2,37%
Grupo B 46,07% | 29,69% | 7,31% | 17,30% 8,46% 7,68% | 1,16%
Grupo C 32,04% | 17,22% | 4,78% | 9,88% 10,03% 4,26% | 1,40%

CONCLUSIONES

Se identifico la implicacién de las células natural killer en abortos de repeticion en pacientes
del Servicio de Salud de Castilla - La Mancha. Lo cual indicé que los perfiles de células natural
killer como marcadores prondsticos de aborto de repeticion.
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