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Resumen

La interaccion entre leucocitos deciduales y células del trofoblasto en las
etapas tempranas de la gestacion, es un elemento clave para la remodelacién
adecuada de las arterias uterinas, la perfusién de la placenta y el éxito del
embarazo. La preeclampsia (PE), una complicacion multisistémica de gran
importancia en salud publica a nivel mundial y de etiologia desconocida, que se
manifiesta con datos clinicos como hipertensién arterial, compromiso
multisistémico y/o proteinuria después de la semana numero 20 de la gestacion,

se caracteriza por una remodelacién deficiente de las arterias uterinas.

Para tratar de explicar la etiologia de la PE, una de las hipdtesis involucra
factores de tipo inmunoldgico y establece que las células asesinas naturales
(“Natural Killer” NK) de la decidua materna dirigen gran parte del proceso de
remodelacion arterial en la decidua. Las células NK al inicio de la gestacion
representan la mayor poblacién de leucocitos deciduales, sin embargo se ha
estudiado poco su presencia y participacion en la PE al final del embarazo. La
funcionalidad de estas células depende de la interaccion entre sus receptores de
membrana y los ligandos que pueda reconocer en otras células y/o en el
trofoblasto. Los receptores de tipo inmunoglobulina de las células NK (KIR), son
una familia con una gran complejidad genética, debido al numero y arreglos de
los genes que la conforman; se han clasificado en dos grupos: los receptores
activadores y los inhibidores. Un estudio de asociacion genética realizado en
poblacién caucasica sugiere que los KIR inhibidores pueden estar asociados a la
enfermedad.

El objetivo de este estudio fue analizar la presencia de células NK al final
del embarazo y compararlas con las encontradas en mujeres con PE, asi mismo
conocer el genotipo de KIR que pudiera predisponer a la poblacion mexicana a
desarrollar PE.

Los resultados encontrados indican que las células NK que residen en la
decidua al final del embarazo, comparten caracteristicas con las del inicio de la



gestacion y difieren de las células NK circulantes: las NK deciduales son CD3"
CD56%, CD16™y CD9", mientras que las NK periféricas son CD3" CD56*, CD167*
y CD9'. No se encontraron diferencias en el porcentaje de células NK, cuando se

compararon ambos grupos.

El predominio de genes activadores en las mujeres control (Act/Inh=0.6-
1.1), indica que pueden conferirles un papel protector; sin embargo, los
genotipos inhibidores no parecen ser factores totalmente determinantes para la
predisposicidn a la PE (control, 68.6% vs. PE, 54.4%; p=0.05 ).

La presencia de células NK al final de la gestacion, sugiere que podrian
tener un papel importante durante todo el embarazo. La falta de un predominio
de genes activadores o un balance inhibidor podria participar en la
predisposicién a PE.



Abstract

Interactions between decidual leucocytes and the extravillous
cytotrophoblast are essential events in normal spiral artery remodeling during
pregnancy. Alterations in these processes have been associated with
preeclampsia (PE), a pregnancy multisystem disorder of unknown etiology
characterized by hypertension and/or proteinuria. During the first trimester of
gestation NK cells are the most abundant lymphocyte population in the decidua
(dNK). However, term dNK cells and their participation in PE have been scarcely
studied and are not completely understood.

The aim of this work was to determine the proportion and phenotype of
dNK cells at the end of pregnancy, in preeclamptic and healthy pregnant women.
The functionality of NK cells depends on their receptors; one of the most
important families is the immunoglobulin-like receptors (KIR) family. The KIR
genotype of both groups was analyzed in order to determine the predisposing

immunogenetic factors reported before in a Caucasian population.

The results indicate that dNK cells persist throughout pregnancy; this is
shown by the fact that this population expresses the same cell surface markers
(CD3,, CD56°, CD16- and CD9") as dNK cells in early gestation. No differences in

the percentage of dNK cells were found between PE and control groups.

Although the individual analysis of KIR genes did not show any differences
in the frequency of inhibitory receptors between both groups, when the ratio of
activating to inhibitory genes was compared, the overall gene balance was
activating (Act/Inh=0.6-1.1) in the control group (control, 68.6 % vs. PE, 54.4%;
p=0.05).

In this study, the persistence of dNK throughout pregnancy was
demonstrated, suggesting that this subset of leucocytes may play a role at the
end of pregnancy. The overall results indicate that a lack of predominance of KIR
activating genes could lead to PE.



1. Introduccién

El embarazo es uno de los eventos fisioldgicos mas complejo en los seres
humanos; desde su nivel molecular, con la interaccidon entre células maternas y
células del trofoblasto para la correcta implantacion y formacién de la placenta,
hasta el tisular para su mantenimiento y término exitoso, con la comunicacion
entre 6rganos y sistemas para la adecuada formacion y nutricién del feto, sin
comprometer el funcionamiento de éstos en la madre. Sin embargo, a pesar de
su alto grado de organizacion, no esta exento de complicaciones que pueden
poner en riesgo tanto la vida y salud de la madre como la del producto,
afectando asi el proceso reproductivo.

Dentro de las complicaciones mas severas que pueden presentarse esta la
preeclampsia (PE), un trastorno multisistémico de etiologia desconocida que
constituye uno de los principales problemas de salud materna a nivel mundial,
debido a su alto indice de morbilidad y mortalidad en diversos paises incluido
México. Los signos y sintomas clinicos que pueden desarrollar las mujeres con
PE son heterogéneos y con diferentes grados de severidad, lo que complica su
diagndstico y tratamiento efectivo [Sibai et al. 2005].

Para tratar de explicar la etiologia de la PE, se han propuesto varias
hipdtesis y todas ellas toman en cuenta tanto factores maternos como fetales, ya
sea genéticos, angiogénicos e inmunologicos, durante la formacion de la
placenta. Basados en la teoria de reconocimiento de lo propio y lo no propio del
sistema inmunolégico, propuesto en 1960 por Burnet y Medawar, el embarazo
se considera una “paradoja inmunoldgica”; el embrion debiera ser rechazado
como en el caso de un trasplante alogénico [Medawar 1956]. A partir de este
concepto, se han desarrollado otras ideas que indican que el embarazo no es un
caso sencillo de aceptacion o rechazo de un injerto y que el sistema inmune
uterino materno juega un papel predominante, no solo en la aceptacion del feto
sino también durante toda la gestacion, por lo que cualquier alteracién en sus
funciones puede contribuir al desarrollo de PE [Moffet A & Loke W 2004].

Diversos estudios indican que el principal componente del sistema inmune

uterino materno, durante la implantacion y formacion de la placenta, lo



constituyen células Natural Killer (NK), que sorprendentemente son poco
citotoxicas y participan activamente en el proceso de remodelacion vascular
uterina [Jacob et al. 2006; Le Bouteiller & Tabiasco 2006]. Por otra parte, los
analisis genéticos indican que los receptores de tipo inmunoglobulina de las
células NK (KIR) en combinacion con ciertos alotipos de los antigenos de
histocompatibilidad (HLA) en el trofoblasto, podrian participar en la
susceptibilidad a PE [Hiby et al. 2004].

Actualmente la PE representa un reto para la investigacion biomédica, por
lo tanto, comprender su etiologia asi como los mecanismos genéticos vy
moleculares que modulan el ambiente uterino durante el embrazo, es sin duda

primordial para entender este problema grave de salud publica.



2. Antecedentes

2.1 Preeclampsia

2.1.1 Definicién e importancia clinica

El término PE hace referencia a un sindrome multisistémico del embarazo
que no es facil definir, debido a que su etiologia no esta completamente
dilucidada y a la falta de un marcador bioquimico adecuado para establecer su
diagnostico. Todas las definiciones que se le han dado hasta el momento,
atienden a las caracteristicas clinicas que se observan en las pacientes; sin
embargo, hay que tomar en cuenta que dichas caracteristicas suelen ser
variables y con diferentes grados de severidad. EI comun denominador es que
se trata de un trastorno hipertensivo, unico del embarazo, que puede estar
acompanado de proteinuria y que se presenta comunmente a partir de la
semana numero 20 de la gestacion [Sibai 2005; Young et al. 2010; Steegers et
al. 2010].

Dependiendo de los datos de hipertension, proteinuria y compromiso
multisistémico, su clasificacion clinica incluye una forma leve y una severa
[ACOG 2002; Tuffnell 2006; SSA 2007] (Tabla 1), sin embargo también puede
presentarse una forma atipica si no se manifiesta alguno de los signos antes
mencionados, se reporta que en un 20% de las mujeres que presentan PE
atipica no hay datos de proteinuria o bien estos son minimos, lo que complica
aun mas el diagnaostico [Sibai 2008].



Tabla 1. Criterios de clasificacion y diagnostico (Sanchez-Rodriguez et al. 2010).

Tension Arterial*

PE [mm Hg] Proteinuria Otros
Sistolica y/o
Diastolica
>300mg **

Leve > 140 > 90 5 No evidencia de compromiso multisistémico o de

- > 30 mg/dL*** vaso-espasmo persistente

Oliguria: diuresis < de 500 ml en 24 horas
Creatinina sérica > 1.2 mg/dL

Trastornos cerebrales severos persistentes o
alteraciones visuales

Edema agudo pulmonar

Dolor epigastrico o en cuadrante superior derecho
del abdomen

Disfuncion hepatica (TGO > 70/Ul)
Trombocitopenia (< 100,000 mm?® plaquetas)
Coagulacion intravascular diseminada

Cianosis

Restriccion del crecimiento intrauterino

* Se requieren por lo menos 2 tomas con diferencia de 6 horas entre cada una con la paciente en reposo en
un lapso no mayor de 7 dias.

** Recoleccion de orina de 24 hrs.

*** En 2 muestras de orina tomadas al azar con diferencia de 6 horas entre cada una, pero en un lapso no
mayor de 7 dias.

+ Se requiere uno o mas de los criterios enlistados.

Severar > 160 >110 >2g*

La PE es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad materna
y perinatal a nivel mundial, se presenta en un 3 al 5% de todos los embarazos
[Young et al. 2010] y en paises en vias de desarrollo constituye la principal
causa de muerte materna (> 25%) [Khan et al. 2006; Chandiramani & Shennan
2008]. En el mundo mueren anualmente 50,000 mujeres por PE [Lain & Roberts
2002], la Organizacién Mundial de la Salud reporta que cada 7 minutos muere
una mujer por esta causa [Von Dadalszen & Magee 2008]. En México, de
acuerdo a la Secretaria de Salud, la PE representa hasta un 34% del total de las
muertes maternas, por lo que constituye la principal causa de muerte asociada a
complicaciones del embarazo [SSA 2007].

Diversos estudios clinicos y epidemioldgicos, han asociado varios factores
de riesgo para que una mujer pueda padecer PE; entre ellos destacan: primi-
gravidez, historia personal o familiar de PE, primi-paternidad, obesidad,

embarazo a edades tempranas o tardias, hipertension cronica y enfermedad



renal, entre otras. Ademas, el haber padecido PE también se considera un fuerte
factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares subsecuentes, tanto para
la madre como para el producto [Sibai et al. 2005].

Dentro de las principales complicaciones en esta enfermedad estan, la
eclampsia (<1%) definida como el desarrollo de crisis convulsivas en pacientes
con signos y sintomas de PE, el sindrome de HELLP (hemdlisis, elevacion de
las enzimas hepaticas y trombocitopenia, 10-20%), la coagulacién intravascular
diseminada (10%), el edema agudo pulmonar -cardiogénico (2-5%), la
insuficiencia renal aguda (1-5%), la insuficiencia hepatica (<1%), la insuficiencia
cardiaca y el edema cerebral [Barton & Sibai 2008].

En la actualidad y a pesar de la gran cantidad de investigacion que se ha
hecho al respecto, el unico tratamiento efectivo es la interrupcion oportuna del

embarazo.

2.1.2 Fisiopatologia

La PE es probablemente una de las enfermedades mas complejas del
embarazo, con manifestaciones en todos los aparatos y sistemas del binomio
feto-materno, en los que se observan datos clinicos y de laboratorio
heterogéneos. Su patogénesis esta caracterizada por hipoperfusion tisular
generalizada, aumento en las resistencias vasculares periféricas, dafo
endotelial, cambios metabdlicos, consumo plaquetario, aumento en la respuesta
inflamatoria, activacion del sistema de coagulacion y una respuesta vascular
anormal placentaria [Sibai et al. 2005; Dekker & Robillard 2005; Young et al.
2010].

Los analisis histopatolégicos de 6rganos como higado y corazén, muestran
zonas de infarto y necrosis; en el rifidn, la glomérulo-endoteliosis, término que
describe los cambios estructurales que sufre el glomérulo, tales como
vacuolizacién, distension, pérdida del espacio capilar y de la superficie de
filtracién, es una de las caracteristicas que pueden detectarse [Stillman &
Karumanchi 2007].

Aparentemente, la placenta tiene un papel fundamental en su patogénesis,



en gran parte debido a que los signos y sintomas clinicos desaparecen una vez
que se interrumpe el embarazo [Kopcow & Karumanchi 2007], pero ademas a
que la PE se caracteriza por un desarrollo deficiente de este 6rgano, algunas
veces con zonas de aterosis, depdsitos de fibrina y areas con necrosis [Salafia
et al. 1998].

2.1.3 Etiologia de la preeclampsia: remodelacién arterial uterina durante la
formacioén de la placenta

La placenta es el 6rgano del que depende en gran medida el éxito del
embarazo, por lo tanto los eventos moleculares iniciales que permiten su
formacion son objeto de interés para comprender la etiologia de la PE. Una vez
que se lleva a cabo la fecundacién, las células embrionarias comienzan un
proceso activo de diferenciacion y proliferacion. Las células de la capa externa
del blastocisto, también llamadas células de trofoblasto, daran lugar a la
placenta. Aproximadamente una semana después de la implantacion
embrionaria, la placenta esta compuesta por una capa de mesodermo
extraembrionario y dos poblaciones celulares de trofoblasto: el citotrofoblasto y
el sinciciotrofoblasto [Burton et al. 2006].

El desarrollo posterior de la placenta involucra una serie de cambios en el
trofoblasto que permiten su invasion al utero materno (Figura 1); las vellosidades
primarias se forman gracias a la formacion de puentes entre el sinciciotrofoblasto
con células del citotrofoblasto, cuando se llenan de células mesenquimales
forman las vellosidades secundarias. Al principio de la tercera semana de
desarrollo, las células mesenquimales de las vellosidades secundarias se
transforman en células hemangiogénicas (vellosidades terciarias). Estas
estructuras son un punto angular para el desarrollo de la vasculatura de la
placenta, proceso que se lleva a cabo por vasculogénesis (formacién de-novo de
pequefios vasos a partir de células pluripotentes mesenquimales), angiogénesis
(formacién de nuevos vasos a partir de pre-existentes) y neo-vasculogénesis
(remodelacion de las arterias pre-existentes) [Huppertz & Peeters 2005; Kopcow
& Karumanchi 2007].



En la remodelacion arterial uterina, las células del citotrofoblasto

extravelloso (llamadas asi por su localizacion), migran hacia el estroma

endometrial hasta rodear las arterias espirales, para finalmente penetrar en las

arterias hasta el primer tercio del miometrio (trofoblasto invasor) y reemplazar la

capa endotelial de estos vasos sanguineos (trofoblasto endovascular),

convirtiendo asi arterias de bajo calibre y alta resistencia en arterias de alto

calibre y baja resistencia. Este proceso es indispensable para la perfusion

adecuada de la placenta, sobre todo durante el tercer trimestre del embarazo

cuando la demanda de nutrientes al feto se incrementa considerablemente [Zhou

et al. 1997b; Knobil & Neill's 2006; Pijnenborg et al. 2006].
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Figura 1. Diagrama de una vellosidad coridnica en la interface materno-fetal. Durante las primeras
semanas de la gestacion, las células del trofoblasto se diferencian y migran hacia la decidua
materna. El citotrofoblasto en las vellosidades de anclaje (VA), forma columnas celulares, invade el
intersticio y la primera porcién del miometrio hasta alcanzar la vasculatura materna, de tal manera
que ancla la placenta y facilita la perfusion. La region arterial endometrial y miometrial son
modificadas progresivamente, por lo que los diametros arteriales se vuelven mayores. Modificada
de Zhou et al. 1997b.



Los factores angiogénicos son indispensables para el desarrollo normal
de la placenta, principalmente en procesos como proliferacidn, vascularizacién y
migracion de las células del trofoblasto hacia la region materna; los patrones de
expresion de algunos con funciones fundamentales como VEGF (factor de
crecimiento vascular), sus receptores VEGFR-1 (FlIt1) y VEGFR-2, angiopoyetina
(ANG) y el PLGF (factor de crecimiento placentario), se han descrito
ampliamente durante toda la gestacién [Clark et al. 1996; Kopcow & Karumanchi
2007]. ElI VEGF se ha encontrado expresado en células del citotrofoblasto [Clark
et al. 1996], células de Hofbauer (macréfagos placentarios) [Cooper et al. 1995],
y células NK [Li et al. 2001; Lash et al. 2006], durante las etapas tempranas de
la formacion placentaria.

La expresion de los factores angiogénicos y sus receptores, esta
perfectamente orquestada y la liberacion de moléculas inhibidoras vy
estimuladoras como son citocinas, quimiocinas y hormonas, promueven un
balance por el cual el proceso de formacion de la placenta puede llevarse a cabo
[Kopcow & Karumanchi 2007]. En este sentido, la capacidad funcional de la
placenta esta ligada a la diferenciacién del trofoblasto y a su capacidad de
invadir el utero materno. La hipoperfusion placentaria observada en la PE, puede
explicarse gracias a la deficiente invasion endovascular del trofoblasto y la
remodelacion inadecuada de las arterias espirales de la decidua y el miometrio,
como lo demuestran los estudios realizados por Zhou y cols. (1993 y 1997a), lo
que genera hipoperfusion placentaria, isquemia, estrés oxidativo y una respuesta
inflamatoria exacerbada, que paulatinamente llevan a los signos y sintomas

clinicos observados en las pacientes [Redman et al. 1999; Davison 2004].

2.2 La teoria inmunolégica de la preeclampsia

2.2.1 Importancia de las células NK en la gestacion

La respuesta inmune materna durante el embarazo, ha sido un gran reto de

estudio para los inmunologos y los especialistas de la reproduccidn, pues desde



el punto de vista estricto, el feto es un agente extrafo a la madre que deberia
ser rechazado por el sistema inmune [Medawar 1956; Moffet & Loke 2004]. Las
respuestas encontradas para resolver este paradigma involucran mecanismos
biolégicos que ocurren en la interfase materno-fetal, en donde tanto las células
del trofoblasto como las de la decidua contribuyen a la implantacién embrionaria

y a la formacion de la placenta.

Durante la formacion de la placenta, las células de la decidua (capa
endometrial funcional durante la gestacion) entran en contacto estrecho con las
células del trofoblasto, especialmente cuando se lleva a cabo el proceso de
invasion y remodelacion arterial, el sistema inmune uterino materno, es por lo
tanto un elemento clave para entender este proceso. En la etapa de
implantacion embrionaria, se observa que las células NK constituyen el mayor
porcentaje de los leucocitos presentes en la decidua (hasta el 70%) [Bulmer et
al. 1991; Moffet-King 1991]; a pesar de que algunos autores indican que esta
poblacion celular desaparece al final del embarazo [Bulmer et al. 1991; Moffet-
King 2002], otros han identificado y aislado células NK a partir de tejido decidual
de mujeres con embarazos a término [Abadia-Molina et al. 1996, 1997; Sindram-
Trujillo et al. 2004; Poehlmann et al. 2006; Williams et al. 2009a,b].

Aunque las funciones precisas de las células NK deciduales (dNK) aun no
son completamente conocidas, Hanna Jacob y cols. demostraron recientemente,
mediante estudios in vitro e in vivo, que participan en la remodelacion de las
arterias espirales uterinas, al promover la angiogénesis en los sitios de
implantacion del embrion. En contacto con células del trofoblasto, estas células
son capaces de secretar factores angiogénicos (VEGF y PLGF) y factores
quimiotacticos (IL-8, IP-10, y Eotaxina-1) necesarios para la migracion del
trofoblasto hacia la decidua [Hanna et al. 2006].

Estudios mas recientes proponen que la participacion de las células dNK
en la remodelacién arterial uterina, puede ocurrir incluso antes de su interaccion
con células del trofoblasto, mediante la induccion de apoptosis del musculo liso
vascular y a través de la induccion de la degradacién de la matriz extracelular
[Smith et al. 2009].



2.2.2 Células NK deciduales: subtipo unico

Las células NK se identificaron inicialmente por Kiessling y cols. (1975),
como células citotéxicas efectoras del sistema inmune innato, con capacidad de
lisar a sus células blanco sin necesidad de contacto previo. Actualmente, se
conoce ampliamente su participacion en la respuesta contra células tumorales y
contra células infectadas por virus; sin embargo, esta caracterizacion inicial que
dio origen a su nombre, dejo de lado por mucho tiempo las funciones no
citotoxicas de las células NK y que involucran funciones fisiolégicas que van mas

alla de su participacion como células citotéxicas.

Las células NK representan hasta el 10% de los linfocitos de sangre
periférica, se encuentran en varios tejidos incluyendo la decidua [Vivier 2006] y
se caracterizan por la expresion de los marcadores de superficie CD56, CD16 y
por la ausencia de receptores para antigeno (de alli su clasificacion como parte
del sistema inmune innato). Pueden ser subdivididas en dos poblaciones
basadas en la densidad del marcador CD56 (brigth-fuerte o dim-medio). Del 90%
al 95% de las células NK circulantes (pNK) pertenecen al fenotipo CD56°" CD16°
y son altamente citotdxicas; mientras que el resto son CD56 CD16, que
contienen menos granulos citotoxicos y son muy eficientes en la secrecion de
citocinas, especialmente IFN-y [Cooper 2001; Di Santo 2008; Poli et al. 2009].

En la decidua se han caracterizado células NK principalmente en la
gestacion temprana, que son CD56>*» CD16, muy eficientes en la secrecién de
citocinas y poco citotoxicas a pesar de contar con un alto contenido de granulos
citotoxicos en su citoplasma [Croy et al. 2003; Bulmer & Lash 2005; Hanna et al.
2006]. La baja citotoxicidad de estas células se atribuye al efecto inhibidor que
ejercen moléculas de histocompatibilidad (HLA-G) expresadas en el trofoblasto
[Poehlmann et al. 2006]; sin embargo, Kopcow y cols. (2005) sugieren que esta
caracteristica se debe a que las células NK de la decidua no forman sinapsis
activadoras maduras, ni polarizan los centros organizadores de microtubulos con

los granulos citotoxicos hacia esas sinapsis.



Los ensayos con microarreglos genéticos, en donde se comparan los
genes expresados de células NK obtenidas de sangre periférica (pNK) contra
células NK obtenidas a partir de tejido decidual (dNK), demuestran que hay
genes que se expresan exclusivamente en las células dNK, como son los que
codifican para los marcadores de membrana CD9, CD151, CDS53, integrina a4p7
y algunos otros relacionados con angiogénesis estan sobre-expresados (VGF,
PLGF); lo que sugiere fuertemente que las células dNK son una subpoblacion
con caracteristicas y funciones diferentes a las sub-poblaciones de células pNK
[Koopman et al. 2006].

2.3 Receptores KIR

2.3.1 Caracteristicas de los receptores KIR

Las funciones de las células NK, ya sean citotoxicas o no, estan reguladas
por un balance entre senales inhibidoras y activadoras a través de un repertorio
de receptores con una gran complejidad genética [Bashirova et al. 2006].
Aunque ni los ligandos ni el modo directo de accion de muchos de éstos es
conocido, se acepta que las células normales estan protegidas de la
citotoxicidad de las células NK, cuando expresan un ligando apropiado para el
receptor inhibidor de éstas. Generalmente ese ligando pertenece a moléculas
HLA clase | (teoria de reconocimiento a través de “falta de lo propio”) [Ljunggren
& Karre 1990].

Los receptores de las células NK pertenecen a distintas familias
estructurales: de tipo Inmunoglobulina (KIR), heterodiméricos de lectina tipo C
(CD94/NKG), transcritos del tipo inmunoglobulina (ILT) y receptores citotdéxicos
de células NK (NCR). Estos ultimos soélo contienen receptores activadores
(NKp46, NKp44 y NKp30) cuyos ligandos no estan completamente estudiados, y
son los receptores que estan mas involucrados con la citotoxicidad de las células
NK [Moretta et al. 1996].

Los receptores KIR son 14 proteinas diferentes, que se hombran con base



en sus caracteristicas estructurales; los que tienen dos dominios extracelulares
son llamados 2D, los que cuentan con tres dominios extracelulares son llamados
3D. Funcionalmente, se dividen en receptores inhibidores o activadores,
dependiendo de su dominio intra-citoplasmico; los que tienen un domino intra-
citoplasmico largo (L) transducen sefales inhibidoras a través de inmuno-
receptores con motivos de inhibicion basados en tirosinas (ITIM), en tanto que
los que cuentan con un dominio intra-citoplasmico corto (S), transducen sefnales
de activacion gracias a que se asocian a la proteina adaptadora DAP-12, la cual
contiene inmuno-receptores con motivos activadores basados en tirosinas
(ITAM) [Carrington & Norman 2003; Bashirova et al. 2006].

La familia de receptores KIR es la que cuenta con mayor diversidad
genética (por lo tanto le confiere una capacidad de reconocimiento muy amplia a
las células NK), se encuentra localizada en el cromosoma 19q 13.4, dentro del
complejo de receptores de leucocitos (LCR) y cuenta con 14 genes y 2
psuedogenes, que muestran frecuencias diferentes dependiendo de la poblacion
analizada [Gonzalez-Galarza et al. 2011]. Basados en estudios poblacionales, el
orden de los genes KIR a lo largo del cromosoma ha determinado principalmente
dos haplotipos distintos:

-Haplotipo A. Contiene un solo gen activador: 2DS4
-Haplotipo B. Contiene varias combinaciones de activadores: 2DS1, 2DS2,
2DS3, 2DS5, 3DS1y 2DS4.

Los genes KIR estan arreglados en tandem y cuentan con una
caracteristica importante y es que el contenido de genes varia entre haplotipos,
ya que la variacion en el locus KIR es una combinacion del polimorfismo alélico
con el numero y tipos de genes presentes en un haplotipo dado. Los genes
2DL4, 3DP1, 3DL2 y 3DL 3y los pseudogenes 2DP1y 3DP1 estan presentes en
ambos haplotipos y se piensa que son indispensables en la generacién de
diversidad de todos los haplotipos determinados hasta el momento (Figura 2)
[Trowsdale et al. 2001; Carrington & Norman 2003; Moretta & Moretta 2004;
Bashirova et al. 2006].
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Figura 2. Arreglo caracteristico de los dos principales haplotipos de los genes para receptores KIR.
El haplotipo A, contiene sélo un gen activador, KIR2DS4. El haplotipo B contiene diferentes
combinaciones de genes activadores.

En verde se muestran los genes que pertenecen a ambos haplotipos; en amarillo los pseudogenes
(presentes en ambos haplotipos); en rojo se muestran los genes inhibidores (KIR2DS4 esta en rojo
porque es el Unico gen activador del haplotipo A) y en rosa los genes de tipo activador.

2.3.2 Ligandos para receptores KIR: moléculas de histocompatibilidad
(HLA)

Los principales ligandos conocidos para los receptores KIR son moléculas
de HLA clase | (Tabla 2), que se encuentran codificados en la region del genoma
conocida como Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), localizada en el
brazo corto del cromosoma 6(p21.3), sus productos se expresan como
caracteres autosémicos codominantes y se heredan en forma mendeliana. La
region del sistema HLA comprende 6 /loci que codifican para proteinas
estructuralmente homdélogas y estan clasificadas como clase |, clase Il y clase I,
de acuerdo a las propiedades de sus productos génicos, los cuales difieren en
su estructura quimica, su distribucion tisular y su funcién [Janeway et al. 2001].

Los antigenos clase |, se encuentran en la regibn mas telomerica del
MHC, que cuenta con aproximadamente 19 genes relacionados entre si. Las
moléculas HLA-I clasicas son HLA-A, -B, -C y las no clasicas son HLA-E, -F, -G.
Las moléculas HLA-I clasicas son glicoproteinas que se expresan en la
membrana de todas las células corporales, excepto en las neuronas y es dificil



detectarlas en eritrocitos; las moléculas no clasicas se distribuyen de manera
especifica, por ejemplo, el HLA-G se expresa principalmente en subpoblaciones
del trofoblasto, el HLA-E en eosindfilos e higado fetal y el HLA-F sdlo se
encuentra en higado fetal [Apps et al. 2002; Tiercy 2002].

Tanto las moléculas HLA clasicas como las no clasicas estan
conformadas por una cadena pesada o, que es una glicoproteina polimorfica (se
han descrito hasta la fecha mas de 300 alelos), transmembranal de 45 kDa,
codificada en la region HLA clase |, y una cadena ligera , que es una
glicoproteina monomorfica de 12 kDa (f2-microglobulina) codificada por un gen
del cromosoma 15. La cadena pesada o consta de tres dominios externos
(1,02 y 03), los dominios a1l y a2, contienen los residuos polimorficos vy
conforman el sitio de union al antigeno, el dominio a3 es muy conservado. Las
moléculas clase | no clasicas, HLA-E, -F y —G, tienen un polimorfismo mas
limitado que las moléculas clase | clasicas [Tiercy 2002].

La nomenclatura del sistema HLA, esta determinada por los talleres
Internacionales de Histocompatibilidad [Marsh 2010], pero en muchos casos se
utiliza la nomenclatura de acuerdo a la tipificacion seroldgica, todos los alelos
que codifican para determinantes antigenos comunes pueden agruparse, para el
HLA-B se han distinguido dos grandes grupos HLA-Bw4 y HLA-Bw6. Para el
HLA-C, todos los alelos que pertenecen al HLA-C1, codifican para una lisina en
la posicion 80 de la cadena o y todos los que codifican para una asparagina en
la misma posicion, pertenecen al HLA-C2. Ejemplos de alelos pertenecientes al
grupo 1 son Cw01,Cw03, Cw07, Cw08 y para el grupo 2, Cw02, Cw05, CwO06,
Cw07, entre otros [Colonna et al. 1993; Boyton et al. 2006].

En general los receptores KIR2D reconocen moléculas codificadas por
alelos del HLA-C, en tanto que los receptores KIR3D reconocen moléculas
codificadas por alelos del HLA-A y HLA-B; el analisis realizado a los cristales de
KIR2DL2 en interaccion con HLA-Cw3 y de KIR2DL1 con HLA-Cw4, muestra
que los receptores KIR se unen a su ligando en las cadenas a1 y a2 de la
porcion carboxilo terminal de la proteina (D1 con a1 y D2 con o2) [Den Lu &
Mariuzza 2006].



Debido a la gran variedad de combinaciones que se alcanzan con la
interaccidn de receptores y ligandos altamente polimérficos, este sistema ha sido
adoptado en muchas ocasiones para realizar estudios de asociacién genética
con diversas enfermedades como infecciones, cancer, enfermedades
autoinmunes, VIH, entre otras, por lo que su utilidad clinica continia en aumento
[Khakoo & Carrington 2006]. En el trofoblasto se ha detectado la expresion de
HLA-E, HLA-G y HLA-C (este ultimo es el unico HLA altamente polimorfico
expresado en tejido trofoblastico), todos ellos con capacidad de modular la
funcién de las células dNK [Le Boutellier & Sargent 1998]. Por ejemplo, la
interaccidon de KIR 2DL4 con HLA-G en las células dNK, induce la liberacién de
IFN-y [Goodridge & Lathbury et al. 2009], aunque no se ha encontrado
asociacion entre polimorfismos del gen 2DL4 con la susceptibilidad a PE [Witt et
al. 2009].

Tabla 2. Ligandos para receptores KIR [Kulkarni et al. 2008]

Receptor Funcién Ligando
2DL1y 2DS1 L, inhibidor, S, activador HLA-C grupo 2 (Lys 80)*
2DL2/3 y 2DS2 L, inhibidor, S, activador HLA-C grupo 1 (Asn 80)*
3DL1/3DSs1 L, inhibidor, S, activador HLA-B, Bw4
3DL2 Inhibidor HLA-A
2DL4 Inhibidor HLA-G
2DS4 Activador HLA-C, grupo 1 (Cw04)

* De acuerdo a la posiciéon 80 en la cadena a-hélice del HLA-C, pueden distinguirse dos
alotipos. Todos los alelos que codifiquen para una lisina en la posicién 80 pertenecen al
grupo 1. Todos los alelos que codifican para una asparagina pertenecen al grupo 2.

2.3.3 Interacciones KIR-HLA y su implicacién en la preeclampsia

Un estudio realizado en poblacion caucasica, que comparo el genotipo de
receptores KIR en mujeres con embarazos normales y en mujeres con PE,
encontr6 que la combinacion del genotipo AA (inhibidor), especificamente la
presencia del gen 2DL1 en las mujeres con PE, en combinacion con el HLA-C2
en sus bebés, aumentaba la prevalencia de PE hasta en un 50%. Ya que esta
interaccidn es considerada una fuerte sefal inhibidora [Varla-Leftherioti 2004], se



considera que es la inhibicion y no la activacion de las células NK la que
predispone a la PE, de tal manera que las células no podrian participar en la
remodelacion arterial uterina al estar inhibidas y proponen que, por el contrario,
la presencia de receptores activadores podria ser protectora para la enfermedad
[Hiby et al. 2004].

La respuesta inmune en la decidua materna en pacientes con PE depende
en gran medida de la capacidad de reconocimiento de las células NK, de sus
receptores KIR, de sus genotipos y de los ligandos en el trofoblasto que puedan
reconocerse en el ambiente uterino durante las etapas criticas de la

remodelacion arterial uterina [Hanna & Mandelboim 2007].



3. Justificacion

La presencia de células NK al final del embarazo, el aumento o
disminucién de esta poblacion celular en la decidua de mujeres con PE, ha sido
un tema controversial y poco claro, por lo que determinar la presencia de estas
células en la decidua de mujeres con PE y compararla con las encontradas en
mujeres con embarazos normo-evolutivos es necesario para entender la posible

participacion de las células NK en la patogénesis de la PE.

Si bien, su participacion se ha inferido mediante estudios de asociacion
genética en donde estan involucrados los receptores KIR, hasta el momento sdélo
se ha realizado un estudio en poblacidn caucasica, enfocado a conocer los
genotipos de receptores KIR de mayor frecuencia en mujeres con PE, asi como
su relacion con el ligando HLA-C. Debido a la complejidad inherente de los
genes KIR, a la diversidad poblacional que presentan y a las caracteristicas
genéticas particulares de la poblacion mexicana, es de gran importancia conocer
los genotipos KIR asociados al desarrollo de PE en nuestra poblacion.



4. Hipobtesis

Las células NK tienen una participacién fundamental en la remodelacion
de las arterias espirales uterinas durante el embarazo, por lo que las células NK
estaran presentes desde el inicio hasta el final de la gestacion y tendran un
fenotipo similar a las de la gestacion temprana.

Por otro lado, la actividad de las NK depende del balance entre la
expresion de sus receptores activadores e inhibidores, por lo que si estan
asociados a la PE, existira un desbalance entre estos genes en las pacientes
con PE.



5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Analizar la existencia de células NK en la decidua durante el tercer trimestre del

embarazo y determinar el genotipo de los KIR en pacientes con PE.

5.2 Objetivos particulares

1. Determinar y caracterizar la presencia de células dNK al final del embarazo
en mujeres con embarazos normo-evolutivos y comparar sus marcadores
de membrana con las células dNK obtenidas de embarazos de mujeres con
PE.

2. Tipificar y evaluar la frecuencia los genes para los KIR en mujeres con

embarazos normo-evolutivos y en mujeres con PE.



6. Materiales y Métodos

6.1 Poblacién de estudio y muestras biolégicas

El presente trabajo se realiz6 mediante un disefio de estudio observacional,
prospectivo, de casos y controles. El grupo de casos (PE) se conformd con
pacientes del Hospital de Ginecologia y Obstetricia numero 4 del IMSS, “Luis
Castelazo Ayala”, que se diagnosticaron con PE bajo los criterios definidos en la
Tabla 1, seccidn de antecedentes. El grupo control estuvo formado por mujeres

con embarazos normo-evolutivos de término.

Para estimar la frecuencia y los genotipos de KIR, se utiliz6 material
genético (DNA) de 86 mujeres incluidas en el grupo control y 90 pacientes con
PE. Para el analisis de poblaciones leucocitarias en la decidua, se utilizo tejido
decidual de 10 mujeres del grupo control y 9 pacientes con PE.

Se registraron las caracteristicas clinicas de cada grupo de estudio y se
tomaron las muestras biologicas adecuadas (Anexo 1).

Se utilizaron los siguientes criterios de exclusion en ambos grupos:

a) Pacientes con enfermedad sistémica cronica como lupus eritematoso
sistémico, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, glomerulonefritis,
epilepsia, diabetes, hipertension arterial sistémica cronica; asi como
padecimientos hematolégicos como: purpura trombocitopenia idiopatica,
purpura trombocitopenia trombdtica.

El comité de ética del Hospital aprobd la realizacion de este estudio. Todas
las pacientes aceptaron participar firmando la Hoja de Consentimiento pertinente.

6.2 Aislamiento de leucocitos deciduales y Citometria de Flujo

Durante la cirugia cesarea se obtuvieron fragmentos compactos de tejido
decidual, se lavaron exhaustivamente (al menos tres veces) con PBS 1X y pH
7.45, estéril (PBS), para evitar su contaminacion por células provenientes de

sangre. Posteriormente, se digirieron mecanica y enzimaticamente; secciones de



aproximadamente 1 mm de tamano, se colocaron en medio RPMI 1640 con 0.1%
de colagenasa tipo IV y 0.2% de hialuronidasa tipo I-S (Sigma Chemical) y se
incubaron por 1 h a 37° C, con agitacién suave.

La suspension resultante se filtr6 con una malla de 70 um (BD-Labware), se
lavaron con medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino y se
separaron ceélulas mononucleares por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque
(Sigma Chemical), centrifugando a temperatura ambiente por 25 min y 600 g. Se
colectaron las células de la interfase, se lavaron, contaron y resuspendieron en
medio de cultivo RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 Ul/ mL
de penicilina, 100 Ul/ mL de estreptomicina y 0.25 ug/ mL de anfotericina B
(Gibco BRL)

Se analiz6 por Citometria de Flujo, con tincion directa para marcaje simple o
doble, utilizando los siguientes anticuerpos monoclonales: CD3 (HIT3a-FITC) y
CD16 (DJ130c-FITC) de Santa Cruz; CD56 (N-CAM, MEM 188-Phycoerythrin) y
CD9 (OKT-FITC) de e-Bioscience. Para la tincion triple se us6 adicionalmente el
anticuerpo para CD3 marcado con PerCP (clona SK7) de la compafia BD.

Se colocaron 1x10° células por cada muestra, que se resuspendieron en
300 uL de solucion PBS con Azida de sodio al 0.1% (PBS/Azida), se incubaron
con 10 6 20 uL del anticuerpo por 30 min a 4° C, en la oscuridad. Después de
dos lavados con PBS/Azida y un lavado con PBS, las células se fijaron con
paraformaldehido al 1% por 20 min a 4° C, en la oscuridad. Después de un
lavado con PBS, las células fueron resuspendidas y analizadas en el Citometro
de Flujo FACSCalibur (BD).

Para poder diferenciar las caracteristicas cualitativas entre marcadores de
membrana de los leucocitos aislados de decidua, con respecto a células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), se analizé la poblacién de células
dobles positivas para CD56 y CD9. Con el fin de excluir del analisis a las células
CD3" CD56"CD9" y usando una tincion triple, se separaron las células CD3" para
evaluar su tincién con los anticuerpos CD56 y CD9. Los datos se capturaron y
analizados con el Software de BD Cell Quest™.

El marcador CD3 se utilizo para la identificacidon de linfocitos T, el marcador
CD56 y CD16 para la identificacion de células NK (fenotipo CD3/CD56*CD16™),



finalmente el marcador CD9 nos ayud6 a diferenciar células pNK (CD3
/CD56*CD16"" y CD9’) de células dNK (CD37/CD56*CD16"" y CD9").

6.3 Tipificacion de genes para los receptores KIR.

A partir de 2 uyg de DNA obtenido a partir de las muestras de sangre
periférica, con el método de extraccion con sales, se determinaron por presencia
o ausencia del gen los genotipos para receptores KIR, en ambos grupos de
estudio, mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, utilizando

oligonucledtidos de secuencia especifica (PCR-SSP).

Se utilizé el método estandarizado por la compania Miltenyi Biotec, el cual
permite la deteccion de los 15 genes KIR conocidos. Para los receptores
inhibidores: 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2, 3DL3; para los
receptores activadores: 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1. Permite la
deteccion de 2 seudo-genes (2DP1 y 3DP1) y diferenciar los genes 2DL5A del
2DL5B.

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 2%. Una banda
del tamafo de peso molecular esperado en el gel indicd su presencia y la banda
en 400 pb se utilizé como control interno de expresion ya que debia estar
presente en todos los carriles para validar un proceso adecuado de amplificacién.

Los analisis de segregacion muestran que los genes KIR 2DL5A y 2DL5B
son dos genes distintos pero altamente relacionados, incluso pueden pertenecer
al mismo haplotipo. Han sido los ultimos genes KIR identificados. Para el caso de
gen 2DS4, 2DS4del agrupa todos los alelos que tienen una delecion de 22pb y
que por lo tanto dan lugar a una molécula truncada no funcional, 2DS4ins indica
todos los alelos que no tienen esta delecion [Carrington et al. 2003].

La frecuencia génica de cada receptor KIR, se determiné mediante conteo
directo. El arreglo de los distintos genotipos encontrados se realizé de acuerdo al
numero de genes presentes y se registro la frecuencia de cada genotipo para
ambos grupos de estudio. Con el fin de limitar el numero de genotipos asignados,
se tomo en cuenta la presencia de los genes 2DS4ins y 2DS4del de manera
indistinta.



6.4 Analisis estadistico

Las poblaciones celulares analizadas por Citometria de Flujo se
compararon utilizando una prueba de t-student; en el caso de no tener un
comportamiento normal, se utilizé una prueba no paramétrica (U-Mann). Todos

los valores de p menores o iguales a 0.05 se considerados significativos.

Las frecuencias génicas y las frecuencias de los genotipos en ambos
grupos de estudio, se compararon utilizando tablas de contingencia de 2x2 y el
estadistico F de Fisher. Se realizaron correcciones por comparaciones multiples
con la prueba de Bonferroni y se obtuvo el valor de p corregida (pc). Los valores
menores o iguales a 0.05 se consideraron significativos. En todas las
comparaciones se calculé la razon de momios (RM) y se usé un intervalo de
confianza (IC) del 95%. El calculo del tamafo de muestra se realizd para
diferencia de proporciones, utilizando un poder estadistico del 80%.

Todos los datos se obtuvieron con el programa Prism 5 (GraphPad
Software, Inc.) para Windows.



7. Resultados

7.1 Leucocitos deciduales y Citometria de Flujo

Con el fin de determinar y caracterizar la presencia de células dNK al final
del embarazo y compararlas entre el grupo control y el de PE, en la Figura 3 se
muestran los histogramas representativos de Citometria de Flujo, en donde se
observa la expresion de marcadores caracteristicos de las células NK; CD3"
(excluye linfocitos T), CD56%, CD16"" (marcadores clasicos de células NK) y
CD9" (propuesto como un marcador exclusivo de células dNK [Mselle et al.
2007]). En la Tabla 3 se indica la proporcion obtenida para las distintas
subpoblaciones leucocitarias en las diferentes muestras analizadas para ambos

grupos de estudio.

La Fig. 3A, 3E, 3H y 3L indica los controles negativos para la tincion. Para
los leucocitos aislados de decidua, la Fig. 3B muestra los marcadores de
membrana clasicos para células NK, CD56" CD3’; la Fig. 3C, los marcadores
CD56'CD16" y CD56°CD167; la Fig. 31 y 3J muestran el porcentaje obtenido para
los mismos marcadores pero en células aisladas de sangre periférica (PBMC).

Cuando se analizd por tincion doble las células CD56°CD9" (Fig. 3D y 3K),
no se pudo concluir si pertenecian o no a células NK (dado que también deben
ser CD3’); por lo que el analisis de tres colores fue de gran utilidad, ya que se
seleccionaron aquellas células que fueron CD3" y CD56" (Fig. 3F, R1 y Fig. 3M,
R2). De esta poblacién celular se comparé la expresion del marcador CD9 y se
observd que un 87% de las células obtenidas de tejido decidual, expresaban
tanto el marcador CD56 como el CD9 (Fig. 3G), a diferencia de las PBMC en
donde la mayoria (98%) fueron CD9" (Fig. 3N).

Se obtuvieron porcentajes similares para ambos grupos de estudio, excepto
cuando se analiz6 la tincién simple para células CD3" (linfocitos T), en donde el
grupo de mujeres con PE tiene una disminucion estadisticamente significativa
(controles, 54.15 + 17.76% vs. PE, 30.95 + 15.01%; p<0.05, Tabla 3).
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Figura 3. Histogramas representativos para la expresion de marcadores de células NK.

A-D) Tincién doble para leucocitos deciduales; E-G) Tincion triple para leucocitos deciduales;
H-K) Tincién doble para PBMC; L-M) Tincion triple para PBMC.

A,E,H,L) Control negativo de tincién; B,I) Cuadrante superior izquierdo (UL): células CD56"
CD3’; C,J) UL: células CD56" CD16"; Cuadrante superior derecho (UR): CD56" CD16 ; D,K)
UR: CD56" CD9"; F,M) R1y R2, regiones para células CD3"; G,N) expresion de CD56"CD9""




Tabla 3. Proporcion de leucocitos deciduales en mujeres control y con
preeclampsia (PE).

Leucocitos Controles PE

deciduales (n=10) (n=9) P
cb3’ 54.15 + 17.76 30.95 + 15.01 0.007°
CD56" 21.70 £ 10.35 23.24 +12.24 NS
cD3*CD56" 2.34+1.55 2.40 +2.05 NS
CD3CD56" 20.66 + 9.49 21.13 +12.79 NS
CD56°CD16" 19.09 + 9.49 21.41+12.36 NS
cD56°CD16" 1.65+1.17 2.81+4.53 NS
cD56'CD9* 15.68 + 4.88 18.87 + 8.7 NS

Los valores se presentan como %, +/- desviacion estandar; ® p<0.05

7.2 Tipificacion de genes para KIR

La actividad de las células NK, depende en gran medida de las sefales
activadoras o inhibidoras que se manden al interior de la célula y por lo tanto de
la variedad de receptores que se expresen en sus membranas, que puedan
interactuar con los distintos ligandos en el ambiente uterino. Con el fin de
conocer el repertorio genético de la familia de receptores KIR y comparar su
frecuencia y distribucion en las muestras de DNA de ambos grupos de estudio,
se evalud el contenido y variabilidad del locus KIR para cada paciente, los
resultados de tipificacion se observaron con geles de agarosa como el que se

muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Gel representativo para los productos de PCR obtenidos de la tipificacion a partir de DNA
obtenido de muestras de sangre periférica. Una banda en el tamafo esperado indica la presencia del
gen. En el primer carril se muestra el marcador de peso molecular (PM), el penultimo carril muestra el
control positivo (C+) de amplificacion en 400 pb, el ultimo carril muestra el control negativo (C-).



La Tabla 4 muestra los valores obtenidos para las frecuencias génicas de

KIR con los valores de p antes de la correccion estadistica de Bonferroni. Los
genes mas teloméricos que delimitan el loci KIR (2DL4 y 3DL3), asi como los dos
pseudogenes (2DP1y 3DP1) se detectaron en el 100% de las mujeres de ambos
grupos. Los genes 3DL2, 2DL1, 3DL1y 2DL3, se encontraron entre un 90.7 y
98.9%, la frecuencia mas baja se detectd para el gen 2DS3 (menos del 21%).

Las frecuencias para KIR2DL2 (control, 61.6% vs. PE, 43.3%, p=0.017,
RM=0.47, IC 95%=0.26 a 0.86; pc>0.05, después de la correccion por
comparaciones multiples) y 2DL5 B (control, 64.0% vs. PE, 48.9%; p=0.049, RM=
0.54, IC 95%=0.23 a 0.98; pc>0.05, después de la correccion estadistica) a pesar
de no ser menores significativamente en las mujeres con PE, son los unicos
genes que tuvieron una p menor a 0.05 antes de la correccion estadistica.

No se encontréo asociacion para los genes activadores (2DS1, 2DS2,
2DS3, 2DS4 del, 2DS4 ins, 2DS5y 3DS1) y la presencia de PE, ya que no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Tabla 4. Frecuencias para genes KIR

Gen KIR Controles (n= 86) PE (n=90) p
Inhibidores

2DL1 96.5 98.9 0.360
2DL2 61.6 43.3 0.017°
2DL3 94.2 95.6 0.743
2DL4 100.0 100.0 1.000
2DL5 all 61.6 47.8 0.071
2DL5 A 59.3 50.0 0.229
2DL5 B 64.0 48.9 0.049 °
3DL1 90.7 93.3 0.585
3DL2 97.7 95.6 0.683
3DL3 100.0 100.0 1.000
Activadores

2DS1 58.1 47.8 0.178
2DS2 48.8 36.7 1.000
2DS3 20.9 18.9 0.851
2DS4 del 65.4 54.1 0.156
2DS4 ins 75.3 76.5 1.000
2DS5 53.3 43.3 0.287
3DS1 52.3 48.9 0.655
Pseudo genes

2DP1 100.0 100.0 1.000
3DP1 100.0 100.0 1.000

Los valores se presentan como porcentajes.

Porcentaje de frecuencia. RM. Razén de momios. IC, Intervalo de confianza del 95%

@ p<0.05, RM=0.47, IC 95%=0.26 a 0.86; pc>0.05

® p<0.05, RM =0.54, IC 95%=0.23 a 0.98; pc>0.05

Los valores de p fueron corregidos usando la correccion por Bonferroni para 19 comparaciones



En la Figura 5 se encuentran ordenados de mayor a menor complejidad en
cuanto a contenido de genes, las 57 combinaciones diferentes encontradas para
los genotipos de ambos grupos de estudio. En el genotipo asignado a cada
muestra, se tomo en cuenta el numero de genes KIR activadores e inhibidores,
considerando para el haplotipo A, los genes KIR: 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DLS,
2DS4y 3DS1. Para el haplotipo B: 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5y 3DS1. Los genes
2DL4, 3DL2 y 3DL3, asi como los pseudogenes 2DP1 y 3DP1, se consideraron
como parte de ambos haplotipos. En las columnas de la derecha, se muestra la
frecuencia relativa de los individuos que presentaron el genotipo determinado, los
genotipos 48 a 57, que cuentan con el menor numero de genes, contienen al
menos un gen activador y seis o siete genes inhibidores. Los genotipos 23, 52 y
56 se detectaron con mayor frecuencia (10-15.6%), mientras que el resto de los
genotipos se detectaron con baja frecuencia (0-8.3%) en ambas poblaciones de
estudio.

Los genotipos 42 y 53, caracterizados por contener al gen KIR2DL2, fueron
mas frecuentes en el grupo control comparado con el de PE; sin embargo, esta
diferencia no es significativa una vez que se aplica la correccién por Bonferroni
para comparaciones multiples. Lo mismo ocurre con el genotipo 52 (KIR2DL2
negativo), que se encontré dos veces mas frecuente en el grupo de PE que en el

control, sin alcanzar significancia después de la correccion estadistica.
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Figura 5. Genotipos encontrados en las muestras de las mujeres controles y con preeclampsia.
Los cuadros oscuros indican la presencia del gen, los cuadros claros indican su ausencia. Los cuadros
con tramas grises indican que se tomo la presencia de cualquiera de los dos genes para la asignacion
del genotipo Las columnas de la derecha indican en numero total de genes KIR, el numero de genes
activadores (S), el numero de genes inhibidores (L), y el radio de genes Activadores/inhibidores. En las
columnas de la derecha se muestra la frecuencia para cada genotipo.
En la parte superior, los cuadros verdes indican los genes que estan presentes en ambos haplotipos.
Los cuadros rojos indican los genes que soélo pertenecen al haplotipo A y los cuadros rosas muestran
los genes que pertenecen al haplotipo B. Los distintos genotipos encontrados, se encuentran ordenados
de mayor a menor contenido de genes.

Los valores de p menores a 0.05 fueron corregidos para comparaciones multiples.
& p=0.012, RM= 0.067, IC 95%=0.004 a 1.204; pc>0.05

b p=0.03, RM=0.124, IC 95%=0.015 a 1.028; pc>0.05



Con el fin de proporcionar un analisis mas sencillo de la Figura 5,
dividimos en dos grandes grupos ambas poblaciones, dependiendo de la
relacion entre el numero de genes activadores con respecto a los inhibidores
(Act/Inh) presentes en cada muestra tipificada (Fig. 5), abarcando de 0.2 a 0.5
para el rango inhibidor y de 0.6 a 1.1 para el rango activador (Tabla 5). Con este
analisis observamos que las mujeres que pertenecian al grupo de PE se
encontraron principalmente en el rango inhibidor (45.5%) en comparacion con el
grupo control (31.3%). Por el contrario, en el rango activador, las mujeres control
estuvieron en 68.6% en comparacion con el grupo de PE que estuvo en un
54.4% solamente (p=0.05, RM= 0.54, IC 95%=0.29 a 1.013).

Tabla 5. Balance entre genes activadores con respecto a los inhibidores

Frecuencia (%) Frecuencia (%)
Rango
Controles PE
Act/inh
(n= 86) (n=90)
Activador: 0.6-1.1 68.6 54.4
Inhibidor: 0.2-0.5 31.3 455

p=0.05, RM=0.54, IC 95%=0.29 a1.013



8. Discusion

Las células NK de la decidua son uno de los elementos clave para la
remodelacion arterial uterina y el proceso de formacion de la placenta [King
1998; Croy et al. 2003; Hiby et al. 2004; Hanna et al. 2006; Manaster &
Mandelboim 2008]; por lo tanto, cualquier alteracién en su proporcion o en su
funcionalidad podria contribuir al desarrollo de PE. Gran parte de la evidencia
que se ha encontrado para entender la etiologia de la PE, concuerda con el
hecho de que la formacion inadecuada de la placenta y la remodelacion arterial
uterina deficiente, en las etapas tempranas de la gestacion, llevaria a la
respuesta inflamatoria exacerbada y a las caracteristicas clinicas que se
observan al final del embarazo [Redman & Sargent 2003; Borzychowski et al.
2005].

A pesar de que algunos autores proponen que las células dNK estan
ausentes al final de embarazo, en el presente trabajo se detectaron en una
proporcion importante (cerca del 20%) tanto para las mujeres control como para
las del grupo PE. El hallazgo fundamental de que las células NK constituyen la
mayor proporcion de los leucocitos de la decidua, en las primeras semanas de la
gestacion, es hasta el momento indiscutible [Bulmer et al. 1991; Vargas et al.
1993; Moffet 2002; Smith et al. 2009; Williams et al. 2009a; 2009b]. Sin
embargo, su presencia en el tercer trimestre ha sido controversial ya que
algunos investigadores reportaban una reduccion importante en el numero de
células CD56" al final del embarazo [Haller et al. 1993, Vargas et al. 1993; Moffet
2002], en tanto que otros han podido aislarlas y caracterizarlas [Abadia-Molina et
al. 1996; 1997; Sindram-Trujillo et al. 2004; Poehlmann et al. 2006]. Mas
limitados y controversiales son los datos encontrados por otros autores, cuando
se compara el porcentaje de leucocitos deciduales entre embarazos normales y
aquellos complicados con PE; en algunos se reporta que las mujeres con PE
tienen un aumento en poblaciones como linfocitos T citotoxicos (CD8") y células
NK (CD56") [Stallmach et al. 1999], y en otros se reporta una disminucion en
estas poblaciones [Rieger et al. 2009; Williams et al. 2009]. De acuerdo a las



muestras de decidua analizadas en el presente trabajo, nosotros no
encontramos diferencias en cuanto a la cantidad de células marcadas con
CD56" y, ademas, a diferencia de lo que reporta el grupo de Wilczynski y cols.
(2002 y 2003), no observamos que la subpoblacion de células NK con funciones
altamente citotoxicas —CD56" CD16" - se encuentre aumentada. Por el contrario,
la poblacion de células CD56" CD16  (células productoras de citocinas) fue
mayoritaria, tal como se ha reportado al inicio de la gestacion [Manaster &
Mandelboim 2008].

De a cuerdo con los datos existentes en la literatura, la composicion
precisa de los leucocitos de la decidua en mujeres con PE, ha sido dificil de
evaluar. Los resultados de su estudio han arrojado diversos hallazgos debido a
varios factores, principalmente: diferentes formas de obtencion del tejido a
analizar (biopsias de placenta o muestras de decidua materna) [Haller et al.
1995), variedad en las técnicas de analisis (citometria de flujo o
inmunohistoquimica) [Bulmer et al. 1991; Sindram-Trujillo et al. 2004] y toma de
muestras en edades gestacionales diferentes [Williams et al. 2009b]. Por otra
parte, aunque se utilice el mismo método de analisis, como en el caso de la
citometria de flujo, en este estudio y en el de Rieger y cols. (2009),
cuantificamos la cantidad total de células separadas por gradiente de densidad,
en tanto que otros contaron previamente los leucocitos CD45" [Wilczynski et al.
2002; 2003].

Debido a que el fenotipo encontrado para las células NK deciduales, de
ambos grupos evaluados, se compard con el fenotipo de PBMC, proponemos
que la decidua al final del embarazo conserva una poblacion importante de
células dNK, que comparte marcadores de membrana con las dNK del inicio de
la gestacion: CD56" y CD16°, de acuerdo a las tinciones dobles realizadas.
Ademas, cuando analizamos la tincion triple, en la region de células CD3,
observamos una poblacion importante de células CD56" y CD9", a diferencia de
las PBMC en donde esas células CD56" son CD9".

El marcador CD9, de acuerdo a los grupos de investigacion de Koopman



(2003) y Mselle (2007) sélo se expresa en células dNK y no en pNK. En la
placenta, se ha detectado en trofoblasto extravelloso dentro del primer trimestre
de la gestacién y no se observa en trofoblasto al final del embarazo [Hirano et al.
1999]. La importancia del CD9 en la gestacion, se sugiere debido a que el
ligando encontrado en el modelo murino, para este marcador es una
glicoproteina especifica del embarazo cuya concentracién se incrementa en
plasma, de manera exponencial conforme aumenta la edad gestacional
[Waterhouse et al. 2002].

La funcién de las dNK al final del embarazo, es todavia un tema que
requiere investigacion, aunque estudios previos sefialan que podrian participar
en el desprendimiento de la placenta a través de la liberacion de diversas
citocinas [Abadia-Molina et al. 1997].

Otras poblaciones celulares, también requieren un mayor analisis; el hecho
inesperado de observar gran cantidad de células CD3", en las muestras
deciduales estudiadas, que ademas disminuyen en las mujeres con PE, sugiere
la participacidn de linfocitos T en esta patologia, pues a diferencia de lo que
ocurre con las células NK, éstas no predominan al inicio de la gestacion [King et
al. 1998].

La actividad y funcion de las células dNK, dependen en gran medida de la
presencia de receptores de membrana que transducen sefales de inhibicion o
activacion para la célula. Para evaluar la capacidad de ejercer éstas sefales,
analizamos los genotipos y frecuencias de los genes para receptores KIR en
mujeres con PE. A pesar de que existen pocos estudios sobre la frecuencia y
distribucion de esta familia genética en poblacion mexicana, nuestros resultados
concuerdan con ellos, en cuanto a la distribucion y proporcién de la mayoria de
los genes KIR [Gutiérrez-Rodriguez et al. 2006; Contreras et al. 2007]. Las
frecuencias encontradas entre las poblaciones de mujeres control y mujeres con
PE, analizadas en el presente estudio, son muy similares para los genes KIR
2DL3, 2DL1, 3DL1, 2DS3, 2DS4ins, 2DL5all, 2DL5A, 2DL5B, y 2DS5 (obviando
los encontrados en el 100% de las muestras analizadas), y aunque



aparentemente difieren para el gen 2DL2, que encontramos con mayor
frecuencia en el grupo control, esta diferencia no alcanz6 significancia
estadistica. En abortos espontaneos recurrentes, la disminucion del gen 2DL2 se

ha visto asociada en poblacion argentina [Flores et al. 2007].

Los genotipos caracterizados en ambos grupos de estudio muestran gran
variabilidad en cuanto a contenido génico del locus KIR, siendo el mas complejo
el que cuenta con 19 genes, y el menos complejo el que contiene solo 8 genes.
Se han descrito mas de 300 genotipos diferentes en diversas poblaciones
[Carrington 2003]. En general, los genes activadores son los que presentaron
mayor variabilidad en el contenido génico, tal como se reporta para otras
poblaciones e incluso el genotipo mas sencillo cuenta con al menos un gen
activador [Shilling 2002; Middleton & Gonzelez 2010] .

En el estudio realizado por Hiby y cols. (2004), se observé que el genotipo
inhibidor (AA) se encuentra con mayor frecuencia en mujeres con PE, y en
especifico cuando esta presente el gen KIR2DL1 y el bebé pertenece al grupo
HLA-C2, aumenta la predisposicion. Aunque estos datos sostienen que es la
presencia de genes inhibidores lo que condiciona a la enfermedad, en otras
poblaciones se han descrito resultados diferentes, como es el caso de la
poblacién japonesa en donde no se encontroé dicha asociacion [Saito 2006]. En
este trabajo no encontramos diferencias significativas en los distintos genotipos
tipificados; sin embargo, cuando los analizamos en el contexto de las dos
categorias establecidas (rango inhibidor o activador), observamos que la
mayoria de las mujeres control se encuentra distribuida en la categoria que
contiene mayoritariamente genes de tipo activador y sugiere que estos genes
pueden participar como factores de proteccion. Todo esto apoya la teoria de que
la sobre-inhibicion de las células NK puede tener un papel importante en la
aparicion y/o evolucion de la enfermedad.



9. Conclusiones

El presente trabajo describe dos principales aspectos de las células NK que
participan en la respuesta inmune de la decidua durante la gestacion, al final del
embarazo: su caracterizacion por marcadores de membrana y los genotipos de
los cuales depende en gran medida la funcionalidad de sus receptores KIR. De

ellos se desprenden las siguientes conclusiones.

Una proporcion importante de los leucocitos encontrados en el tejido
decidual de mujeres con embarazos de término, tanto para las mujeres con
embarazos normo-evolutivos como para las mujeres con PE, son células con
marcadores caracteristicos de NK: CD3" CD56" y CD16'.

Las ceélulas NK que residen en la decidua al final del embarazo, comparten
caracteristicas con las del inicio de la gestacion y difieren de las células NK
circulantes: las dNK son CD3" CD56", CD16™ y CD9", las pNK son CD3" CD56",
CD16" y CD9".

El predominio de genes activadores en las mujeres control, sugiere que
pueden conferirles un papel protector; sin embargo los genotipos inhibidores no
parecen ser factores totalmente determinantes para la predisposicion a la PE.

La presencia de células NK en tejido decidual de muestras del tercer
trimestre del embarazo, sugieren que tiene un papel importante durante toda la
gestacion.



10. Perspectivas

La gran cantidad de resultados contrastantes, acerca de la presencia y
funciones de las células NK al final del embarazo, asi como su contribucion a la
PE, es sin duda un tema que requiere mayor investigacion. Encontrar células NK
en tejido decidual, trae consigo la necesidad de analizar no solo la cantidad de
células o de genes inhibidores o activadores para sus receptores, sino también
su expresion y la funcionalidad de las células.

Estudios previos han reportado que en la PE se genera una fuerte reaccién
de tipo inflamatorio que no se observa en el embarazo normo-evolutivo,
respuesta mediada por células NK [Borzychowsky et al. 2005]. Explorar la
diferencia en la respuesta de tipo NK1 o NK2, su actividad citotoxica y el tipo de
citocinas que secretan con diferentes estimulos, en las células dNK, es
practicamente obligatorio para conocer mejor su implicacion en la PE.

Por otra parte, los genotipos encontrados no necesariamente reflejan la
expresion de esos receptores, ya que se sabe incluso que pueden variar
dependiendo de la edad gestacional [Sharkey et al. 2008]; por lo tanto el analisis
de expresion al final del embarazo es sin duda importante, los factores genéticos
(influencia de sus ligandos, HLA) y epigenéticos (metilacion del DNA) que
modulan su expresion son elementos a considerar en este tipo de estudios
[Gardnier 2007].

En general, se sabe que los genes KIR se expresan en células NK, sin
embargo en linfocitos T citotdéxicos también se ha descrito su expresién [Tilburgs
et al. 2009], la poblacion de células CD3" encontradas en la decidua de mujeres
gestantes y su disminucion en el grupo con PE, puede contribuir a la patologia a
través de sus receptores KIR, aspecto que requiere mayor evaluacion.
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ANEXO 1

Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio

Genotipos Tejido decidual
Controles PE P Controles PE P
(n=86) (n=90) (n=10) (n=9)
Edad gestacional
37.40 £ 3.35 341337 0.01 39.22 £1.27 35.17 =+ 3.61 0.08
(semanas)
Presion sistélica
114 £ 9.04 152.6 + 18.24 <0.0001 114.4 +£7.26 152.9 = 21.38 0.0002
(mm Hg)
Presion diastdlica
73.35+6.73 99.77 = 12.2 <0.0001 7111 £7.82 98.75+11.26 | <0.0001

(mm Hg)
Peso del producto
) 2984 + 597.1 2034 + 895.5 <0.0001 3183 = 364 2459 + 1098 0.08
g
*Casos de PE

0 72 NA 0 5 NA
severa (n)
**Casos de PE

0 18 NA 0 3 NA
leve (n)

Medidas de Presion arterial y datos clinicos en ambos grupos de estudio, los datos de proteinuria se
omitieron debido a los diferentes métodos utilizados para su cuantificacion y reporte. Se tomd en cuenta, en
todos los casos que se cumplieran las condiciones para establecer el diagnostico de PE.

Todos los datos se presentan como la media + desviacién estandar

NA. No Aplica
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Abstract

Background: Nawral Kiler (NK) cels a the most abundant lymphocytes in the decidua dufing early geswation
The interactons of NK cells with the extanilious cytorophobiast have been associated with a nosnal spiral atery
mmodeing paocess, an esenmial event for a successful pregrancy. Recent data indicare hat aweations in te
amount of decidual NE (ANK) cells contrioute 1 the development of preadlampsa (PEL Moreower, genatic studies
suggest that Kiler nrrunoglobuindike Recepios (KR) expeessad in dNK cels influence the susceptibiity 1o PE
Although dNK cells hawe been vl chaacterzed during eady peagnandy, they have been scarcely studied in the
wird trimester of gestaton. The aim of this wok wes 1o characiedize dNK @15 a1 the last vimester of gestaton
and 10 analyze te KR genctype of healtty and PE vomen

Methods Decidual samples wem obtaned dudng Caesaean secton fon conrel (0 = 10) and PE (n = 9) women
Flow cywomeric analyss of CD3, (D36, (D16 and (D3 ves usad 1o daracierize and quantify dNK cels in both
groups. Cel suface makes fiom dedidudl leukocytes wer ompared with PBVC fom heathy donos.

KR genotyping weas performed in genomic DNA (conrol, n = 8 PE, n = A0) using AR-S5E

Results: The mouls indicate tha dNK calls pesist thaoughout pregnancy. They epesented 0% of totdl leukocy®s
in conrel and PE groups, and Tiey expeessad the same cell suface markes (CD37, CD367, (D167 and CDA7) as dNK
in the frst vimester of gestation. There ver no significant differences in Te percentage of dNK cels betveen
conmel and PE grouss, The analsis of KR gene fraquencies and genotypes was not sutistically difiesnt betwean
contiol and PE grous, The rafio of actvating 1o nhititoy genes indicated tha the overall inhibitory balance (02-
05) was mose fraquent in the PE group (commol, 313% ve PE, 45.5%), and e activatng balance (06-1.1) was mose
Fequan in e conrd group (Comed, 686% vi PE, SA4%) However ths dfference wis not significant
Conclusion: We demomtrared the persstence of dNK cels in PE and contrdd women at the thisd 1émester of
peagnancy, these dNK calls had a smilar phenotype 10 Tiose found during early pregnancy. The predominance of
a KR inhbitesy balance in the PE group could be assodiated to the piysiopathology of PE

Background ated with shall d 1 hobl
Extravillous trophohlast i ion & a hallmark ofna-mnl invasion of the spiral arteries, which isa quhnum in
pregnancy. One of the main mechanisms that the pathag i ofg lampsia (PE) [1).

to nonml spml anuy remodeling s the interaction During narmal wiy pregnancy, Natural Killer (NK)
kocytes and the extravillous cyto-  cells are the most abundant population of leukocytes in
trophoblast. Dysregulation of these interactions is  the decidua. It has been rep d that NK cells represent

0% of the tatal decidual kukocyte p ltion in the
G , oot first trimester of gestation [2.3). Some autlul: propase
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The two leading hypethesis regnrding the
molecular mechanisms amd etiology of preeclampsia,
and the Mexican experience In the world context

ARSTRACT

Prezdampsio (PE) is pre of the most severe smplications of
pregrancy. FE s responsibis for the highest rotes of moridi-
i anad mormaii for bofy pregoant women ond the peonanes
In this revigw, we first address gememl aspeas of PE ond its
dingrosis, along with some spidamiolagion ] aspects of fels dis-
sase fn the merian populafion. in parforiar the stpsnsnoe
from tee Institrn Mexiomo def Ssgure Sadnil. Fven tho meh
v the fasr 20 years o greal dsl of evidenos has acormeiar-
ad ragarding FE 5 patgplosiolagr, an sao medianism b
arpialn its sfology kas mot ben sstabikhed The revise aims
o qver the stafes of fwg of the most imperoer fypothess
in the efology of P the immunedsgionl and the placnial is
cesmia Bppothesss. Macent dafa swggest that Manral Killsr
ool (MK} play 8 major role v fe deadeal spiral ansrole re
muising and in momal plosnml desapment. [n gensbc
stdies. IR recspiors present in WK ofs hove been imvo ved
ir thee swseaptibility for the dissase In this revise, we discuss
darn of plir grosp regarding e pressnoe of NK o8ls in the da
oldira arf the sna of pregmnoy and the gsnatypes of KR =
aptors (0 pommod and presgamptic Metican popiaton. FE is
ceammareanizad by abnormal glacsniation and hypetia with an
imerense of Anti-ang g anic faotors, the Hrporia-indusbis fac-
tar [aif (HIF l-aifa) is over sppressad in PE I this revies,
wie 850 (mcirded some of 01T e mis micsrning e fol mar-
phisms and regaton of HIF in presdamptic women

Key words, Preedampsin. Marral kifier osfis. KIF recep.
toms. Angiogsnssis. Hyporio-inducibie fuotor

INTRODUCCHON

La precclampsia (FFE) g5 una de las prineipales
eansas e morbilidad ¥ de las mas importantes Je
mortalidal materna ¥ perinatal a nivel mundial, en

RES UMEN

Lo preeclempsin (FE) 22 una de 128 somp loslones mbs seve-
ms del embereza, coye etinlgin & desconocide. Bstn revisldn
shnrde mpectos generoles y de dlegndation do le PE, &sl omo
espectas op idemlaléglons en pob lnclin mexloane, en pasticalor
ln experiencle del Insiltots Mexlcera del Szgure Sacial. Mas
endpgnimes twmblen ol endlisls ¥ eciuslizecian de dos de los
principales hipitesls que troten de expliced e e inmunaekiglos
y le de laquemin placniere Diversas estndios sugleren qua
lns gflules asesines retereles (MK participan en el procesa de
remadelaclin vasonlar de L placents ¥ en el desarralla nosmmal
de datn. Andlisis geméticns indlien que Ins regepiores KR pre-
sentes en los eflulns NE, pedrion posticipar en l& suscept B il-
dod o le erfermeded En esto revizidn discotimes resaltodas
reclentes de raestro anspo UE mOestren & perslaterin de las
celulos ME en lo declidos meterns, ol finol del e aroza,
a5l ot o gemotipos pare los receptofes EIR an mujesss
merlianas (N embareias Normesvalut lves ¥ con FE._ Se soha
que estn enfermednd se caracteriza por une deficlenis placer-
tacidn, hipnula ¥ un sumenis en lo oncentragisn de factores
enil-anginginicos reledonndm con le sob re-enp reslan del foc-
tor Ieducit le por hiposia | 2lfe (HIF L-elin) . Disost mas aven-
cen de mezestros resaltadas sbre Lo reguleaglan g2 HIF v dos de
Ins polimarfismes de este gen, en mojeres mn FE an peblecldn
el {Ena

Folabras cloye, Presclompsie Celolas asssinos noiorales
Fecepiores K1 Angiogénesis Factor inducinle pur higoxin

pafses en wias de desarmollo como los de América La-
tina ¥ el Carite constituye la principal cansa de
muerte materns (= 256) 12

Se ealenla gue mueren anualmente en el mundo
50,000 mujeres por PE. la Organizacion Mundial de
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Abstract Presclazopsia is & pregancy-ralxied disordar sxchsrrs o buson beings, a=d reprassmis a pablic Realih probism.

werldwids whoss soclogy is siill nnkoown. As diverss sadies heve repocted, =

wnderianding of the onsat 2nd courss of

this dizordar depands o= the knowledgs sheur the intaraction berwese the physislogical systeees of te crgemism, sach 25
tha =remne, vascalar and endocrine systems. Recanchy, in Maxican wromen with presclzzopsia we genotyped the family of
EIF. genas and studied the phenotyps of NE wlls in pecipieral blood and the decidua Mersover, we ars charsctaizing
&+ proteins, wach as FIF-1 o ad two of its mors Sequest gimstc polymorphinos, as well as the patovays of Seis actve-
tion which petcipat in placensl kvpoxiz Tee aim of fe cumant stady & fo review the mes? recent conmibzSons regand-
ing the participation of the me=vms and vesolar systen: drring the dewulopmant of presciampsds, and the eemmoszde-

cring altaratioms whick memlt of them.

Eeyworks: IE cells, EIR. recaprors, preecianpsia, angipgenesis, epdomeminm

INTRODUCTION

Smce the experiments condocted by Calzoari m 1898,
which deserined the changes observed m the thymm:s of cas-
trated amimwls, the evidence about the imteraction between
the endocrme and mmunslogical systems has besn acoum-
lntng and Tesuling o s ever greater consolidaton of
krowla 13 One of the p c of imem-
nn]nvlslsdg:szeJ LH r@mcﬂﬂﬁiﬂ%mﬁmmﬂ
these systems and their mieractions , since
.1 pmﬁ:un:i mmiersmnding of all the felewnt factors is -
zendy needed. Smict controd of comples factors myveived in
diverse processes, such as steroid bormones, immime system
cells, Nawral Eiller (WED) cells [2-4). sizpaling molecules
{eg, cywkines and chemwokines) [3, 6] growth factors, an-
giogemic factors, hypouia factors [7], neurotophins [B1
amomg others (Fig. 1, is essental for the healtry acceptance
of the fotus {ipcluding embrve implamtziton) and mamte-
nance of 8 nommal pregnancy Elased:n:mndaqu.e p-
ment and vascularizatar of the placenn.

Any alteration in the imrmnoendocrine nerworks lead o
repreductive diserders that include recumTent spomtanecas
abortions, infertlity and preeclarpsia (PE)[9] The later is
a waorldwide public health problem, ope of main canses of
marermal death, and one of the moest compley obstetric com-
plicacons, both for medical practice and reseanch. Although
the e1u:|loe1- of presclarpsia i vet wo be fally slecdaed
various hypothesss inCOfpOmMGNE MMgioZemic, genedc. im-
mupolopical and endocringl factors have stemmed from di-
verse clmical and molecolar smdies [107 The complex

®Auddeens coreapendence 16 this wethes al the TRAM, Fuoelled de Gl
Edifizia F, Cradiad Univarsitarin 3, Mésizo DF, CP 04510, Tel 523%5-
SEIIE20, Fax: SI55-56162000 | Emil i_nexa igubu cuee m
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mtaralation of these factors accounts for the wide ranss of
such hypotheses

The am of the present study 15 to desoibe the prmcipal
aspects related to imrmmeendocrine ragulation dunng preg-
nmncy and their mmplications for PE. We broach the prmezpal
hypothesis of the etdolosy of PE a5 well as the inmmroendo-
crme factors of the epdometion, emphasizing the charac-
terization and function of decidual WEC cells (dNE) as well as
anprogenic factors m the early swges of gestation

]'.LM'N'?E_"\'I]IGCRDEE ASPECTS OF THE ENDMO-

The endometmam 15 a fissae that presents cyclical mor-
phological changes, implicating processes of differentiation,
proliferation, apopoosis, angiegenesis, vascolanzation, and
recnaimment of beukocytes [1]. From the endocrinoiogical
pomt of view, fhe majerity of these processes hawve been
widely studied. For instance, it is well known that during the
development of the foliicle, the manration of the oocyte and
ovnlation, the femals reproductve system is under the infle-
enrs of hormopss seceted by the pitatary (FSH and LH)
and by the follcle (esradie] and progesimons) [11]. Yet in
spite of the general recogninon that these processes are ac-
comypanied by nflanmatory mechanisms, such as the re-
cnuitment of h-mphuuna dagradation. of the exTacalinlar
marrix, and changes i the expression of vanous mmwne
malecules i:hamkmes, integrins and adbeson molecules),
such mechanizms have oot been fully studied[12, 13]

The direct action of steroid hommones has been confimmed
in solated By yies of perspheral blood, whose responss
seams 10 e sexually dmmarphic [14]. This same proposal is
hald by the Morales-Moofor group, which uilzes a murme
mode! of mfecton and chservas that the immime responze is
different = male and female mimals, possibly dus o the
dimorphic expression of recepiors for sterodd sew hommemes
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Abstract

Background: Natural Killer (NK) cells are the most abundant lymphocytes in the decidua during early gestation.
The interactions of NK cells with the extravillous cytotrophoblast have been associated with a normal spiral artery
remodeling process, an essential event for a successful pregnancy. Recent data indicate that alterations in the
amount of decidual NK (dNK) cells contribute to the development of preeclampsia (PE). Moreover, genetic studies
suggest that Killer Immunoglobulin-like Receptors (KIR) expressed in dNK cells influence the susceptibility to PE.
Although dNK cells have been well characterized during early pregnancy, they have been scarcely studied in the
third trimester of gestation. The aim of this work was to characterize dNK cells at the last trimester of gestation
and to analyze the KIR genotype of healthy and PE women.

Methods: Decidual samples were obtained during Caesarean section from control (n = 10) and PE (n = 9) women.
Flow cytometric analysis of CD3, CD56, CD16 and CD9 was used to characterize and quantify dNK cells in both
groups. Cell surface markers from decidual leukocytes were compared with PBMC from healthy donors.

KIR genotyping was performed in genomic DNA (control, n = 86; PE, n = 90) using PCR-SSP.

Results: The results indicate that dNK cells persist throughout pregnancy. They represented 20% of total leukocytes
in control and PE groups, and they expressed the same cell surface markers (CD3", CD56", CD16 and CD9*) as dNK
in the first trimester of gestation. There were no significant differences in the percentage of dNK cells between
control and PE groups. The analysis of KIR gene frequencies and genotypes was not statistically different between
control and PE groups. The ratio of activating to inhibitory genes indicated that the overall inhibitory balance (0.2-
0.5) was more frequent in the PE group (control, 31.3% vs PE, 45.5%), and the activating balance (0.6-1.1) was more
frequent in the control group (control, 68.6% vs PE, 54.4%). However this difference was not significant.
Conclusion: We demonstrated the persistence of dNK cells in PE and control women at the third trimester of
pregnancy; these dNK cells had a similar phenotype to those found during early pregnancy. The predominance of
|2 KIR inhibitory balance in the PE group could be associated to the physiopathology of PE.

Background

Extravillous trophoblast invasion is a hallmark of normal
pregnancy. One of the main mechanisms that contribute
to normal spiral artery remodeling is the interaction
between decidual leukocytes and the extravillous cyto-
trophoblast. Dysregulation of these interactions is

* Correspondence: ellysnz@yahoo.com; mcerbon85@yahoo.com.mx
'Facultad de Quimica, Departamento de Biologfa, Universidad Nacional
Auténoma de México. Ciudad Universitaria, Coyoacén 04510, México, D.F,
Meéxico
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associated with shallow endovascular cytotrophoblast
invasion of the spiral arteries, which is a key feature in
the pathogenesis of preeclampsia (PE) [1].

During normal early pregnancy, Natural Killer (NK)
cells are the most abundant population of leukocytes in
the decidua. It has been reported that NK cells represent
70% of the total decidual leukocyte population in the
first trimester of gestation [2,3]. Some authors propose
that this population is practically absent at the end of
pregnancy [2,4], but other researchers have identified

© 2011 Sanchez-Rodriguez et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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and isolated decidual NK cells (dNK) during normal
term pregnancies [5-9].

It is well accepted that dANK cells differ from periph-
eral blood NK cells (pNK) in terms of their gene expres-
sion pattern, cell surface markers [10] and functions
[11]. Based on their cell surface markers, pNK cells are
divided into two subsets: CD564™ CD16" (highly cyto-
toxic cells) and CD56°€" CD16 (high cytokine secre-
tors) [12]. During early pregnancy, dNK cells have been
characterized as CD56""8" CD16", as well as by the
expression of some exclusive proteins, e.g., Killer cell
Immunoglobulin like Receptors (KIR), CD9, CD151,
CD53 and a4f7 integrin [10,13,14].

Recently, Hanna et al found that dNK cells but not
pNK cells, mediate angiogenesis and fetal trophoblast
invasion through the release of chemokines and proan-
giogenic factors, including vascular endothelial growth
factor (VEGF) and placental growth factor (PLGF) [11].
In samples of decidua basalis in the earliest stages of
artery remodeling, Smith et al found dNK immunoposi-
tive cells for matrix metalloproteinase 7 and 9, suggest-
ing their participation in vascular remodeling in a
trophoblast independent stage [15].

Less evidence is available regarding the proportion,
cell surface markers and functions of dNK cells from
patients with PE, and the data are still controversial.
Some authors have found an increase in the number of
CD56" cells in the decidua of women with PE compared
to normal term pregnant women [16,17], while others
have found a decrease [18-20] or no differences in the
number of cells [21]. In this study, we analyzed NK cells
from the decidua of PE patients and normal term preg-
nant women.

Several functions of NK cells depend on a finely tuned
regulation by inhibitory and activating receptors. The
KIR family is one of the most important groups of
receptors expressed in NK cells, and HLA (histocompat-
ibility leukocyte antigens) are their foremost ligands.
The KIR family contains inhibitory (L) and activating (S)
receptors encoded by highly polymorphic loci. The
number and type of genes in these loci vary among indi-
viduals and haplotypes. Group A haplotype contains
only one stimulatory KIR gene (2DS4), whereas group B
haplotype contains various combinations of stimulatory
genes [22-24].

There is evidence about the participation of KIR in the
development of PE. The immune response in the
decidua greatly depends on the receptor-ligand recogni-
tion of maternal KIR genotypes and their fetal ligands
during the critical stages of uterine arterial remodeling.
In a Caucasian population it has been reported that the
KIR inhibitory genotype AA from pregnant women in
combination with HLA-C2 ligands in their babies, speci-
fically the presence of KIR2DL1, is associated with an
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increased prevalence of PE [25]. In the present study we
analyzed the KIR genotype in normal and PE Mexican
women.

Methods

Patients and biological samples

For the analysis of decidual leukocytes, decidual tissue
samples were obtained by scraping off the mucosal sur-
face of the uterine cavity by curettage during cesarean
section, of women that had indicated or elective cesar-
ean sections at the third trimester of gestation (>36
weeks of gestation; control, n = 10; PE group, n = 9).
None of the subjects were in labor. Peripheral blood
samples were obtained from pregnant women in the
first trimester of gestation and from healthy non-preg-
nant women.

For the KIR genotyping study, maternal peripheral
blood samples were obtained by venipunction of the
forearm from eighty-six (n = 86) healthy pregnant
women (control group) and ninety (n = 90) preeclamp-
tic women (PE group).

This case-control study was performed with women
recruited consecutively from the Hospital of Gynecology
“Luis Castelazo” of the Mexican Social Security Institute,
in Mexico City. For the PE group, the diagnosis criteria
and classification were according to the American and
Royal College of Obstetricians and Gynecologists [26,27]
and the Mexican Ministry of Health guidelines [28].
Severe PE was defined as new-onset hypertension after
the 20™ week of pregnancy; systolic pressure 2160 mm
Hg and/or diastolic 2110 mm Hg, during a seven day
period on two occasions at least 6 hours apart, while the
patient is on bed rest; proteinuria > 2 g in a 24 h urine
specimen; two or more persistent data of vasospasm
(e.g. oliguria of less than 500 mL in 24 h, seric creatinin
> 1.2 mg/dL, cerebral or visual disturbances, pulmonary
edema, epigastric or right upper-quadrant pain, impaired
liver function [AST = 70/UI], thrombocytopenia
[<100,000 mmB], cyanosis, intrauterine growth restric-
tion in the babies).

The control group consisted of healthy pregnant
women at the end of pregnancy, without any data or
history of PE. Exclusion criteria involved patients with
diabetes mellitus, gestational diabetes mellitus, renal dis-
eases, chronic hypertension, infectious diseases, autoim-
mune diseases, and chronic diseases in general.

The Hospital Ethics Committee approved this study
and written consent was obtained from all women.

Decidual leukocytes isolation and Flow cytometry

In order to isolate leukocytes from the decidua and to
characterize NK cells, tissue samples were processed as
described by Rieger et al [19], and Arcuri et al [29],
with minor modifications. Briefly, decidual tissues were
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carefully cleaned of visible blood clots, specimens were
extensively washed (at least three times) in sterile PBS
solution to eliminate any possible blood contamination;
and were then trimmed, minced and digested with 0.1%
(w/v) collagenase type IV (Sigma Chemical, St. Louis,
MO, USA) and 0.02% (w/v) hyaluronidase type I-S
(Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) in PBS for 1 h at
37°C under gentle agitation. The cell suspension was fil-
tered through a 70 pm sieve (Becton Dickinson Lab-
ware, Franklin Lakes, NJ, USA), washed in PBS and
layered on an equal volume of Ficoll Hypaque (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA) at room temperature for
density gradient centrifugation (25 min at 600 g). Cells
were collected from the interface, washed and sus-
pended in RPMI 1640, supplemented with 10% FCS,
100 IU/mL penicillin, 100 IU/mL streptomycin and 0.25
pg/mL amphotericin B (Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA).

Cells were labeled by direct staining with monoclonal
antibodies using single, double or triple color immuno-
fluorescence staining: CD3 [HIT3a; FITC] and CD16
[DJ130c; FITC] from Santa Cruz (Santa Cruz, CA,
USA); CD56 [N-CAM clone MEM 188; Phycoerythrin]
and CD9 [OKT3; FITC] from e-Bioscience (San Diego,
CA, USA). For three-color staining we used a third anti-
body for CD3 [clone SK7; PerCP] from Becton Dickin-
son (San Jose, CA, USA). 1 x 10° cells/mL in PBS/0.1%
sodium azide (300 pL/sample) were incubated with 10
or 20 pL of the appropriate monoclonal antibody for
30 min at 4°C in the dark. After two washes with PBS/
0.1% sodium azide and once with PBS, cells were resus-
pended and fixed with PBS containing 1% paraformalde-
hyde for 20 min at 4°C in the dark. After one wash
with PBS, cells were resuspended in PBS and analyzed
on a Becton Dickinson FACSCalibur Flow cytometer.

In order to characterize more closely the decidual leu-
kocyte population isolated and to establish qualitative
differences in the subset markers between decidual and
peripheral NK cells, using two-color staining the percen-
tage of CD56"CD9" cells was compared with the same
region in peripheral blood mononuclear cells (PBMC).
A further characterization was done using triple-color
immunofluoresce staining, CD3" cells were gated and
the CD56"CD9" expression was analyzed in this gate to
avoid CD3"CD56" contamination in the analysis of the
CD9 marker.

PBMC were obtained from healthy pregnant and non-
pregnant women, by Ficoll Hypaque (Sigma Chemical,
St. Louis, MO, USA) gradient and stained using the pro-
cedure described above.

Data were analyzed using BD Cell Quest™Software
(San Jose, CA, USA). The percentage of CD3" (mature
T lymphocytes), CD56" and CD3/CD56"CD16”'* (NK
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cells population) was established by delineating regions
around the lymphocyte cluster.

KIR genotyping

DNA was extracted from peripheral blood of PE and
control groups using a standard salting out procedure.
KIR genes were genotyped by the presence or absence
of each gene locus, using a low-resolution PCR-SSP
commercial typing kit, following the manufacturers’
instructions (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). We determined the KIR genotypes responsi-
ble for the inhibitory functions (2DLI1, 2DL2, 2DL3,
2DL4, 2DLS, 3DLI1, 3DL2, 3DL3), the activating signals
(2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1) and the two
pseudogenes (2DP1 and 3DPI). The amplification pro-
ducts were electrophoresed on 2% agarose gels contain-
ing ethidium bromide, and visualized under ultraviolet
light. The presence of each KIR gene was detected as a
band of the expected size. Individuals were determined
negative for a KIR gene when a band of the expected
size was absent and the control band was present. For
the assessment of a given genotype, KIR2DS4 full length
(ins) and deletion (del) variants were assigned positive
when either or both variants were detected; whereas
when both variants were absent the subject was labeled
as 2DS4 negative.

Statistics

The decidual leukocyte population was analyzed by Stu-
dent’s ¢-test. If the samples did not show a normal dis-
tribution, a non-parametric test was used (Mann
Whitney’s U-test). The p values lower than or equal to
0.05 were taken as significant.

Genotype frequency was determined by direct count-
ing. Genotype frequency comparisons were made by a
two-sided Fisher’s exact test; when the p value was less
than 0.05 we adopted a Bonferroni correction (pc) for
multiple comparisons. The odds ratio (OR) and 95%
confidence interval (CI) were calculated. The sample
size required for an alpha of 0.05 and 80% of statistical
power was calculated in each group.

All statistical analyses were performed in Prism 5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) for Windows.

Results

Flow cytometry of decidual leukocytes

The cell surface markers and proportion of isolated
leukocytes from third trimester decidual tissue are
shown in Figure 1 and Table 1, respectively. Figure 1A,
E, H and 1L show the negative control cell staining. The
classic markers for NK cells, CD56"CD3" (16.1% Figure
1B); and CD56"CD16"" (1.6% Figure 1C) in the decidua
were compared with those obtained from the same
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Figure 1 Flow cytometry analysis of decidual leukocytes. Comparison of typical subset-markers of NK cells (CD3’, CD56%, CD16") and the
non-typical dNK cells marker (CD9"). A-D) Representative FACS for two-color staining for decidual leukocytes. E-G) Representative FACS for three-
color staining for decidual leukocytes. H-K) Representative FACS two-color staining for peripheral blood mononuclear cells (PBMC). L-M)
Representative FACS three-color staining for PBMC. A, E, H, L) negative cells; B, I) upper left quadrants (UL): CD56% CD3" cells; C, J) UL: CD56"
CD16 cells; upper right quadrants (UR): CD56" CD16" cells; D, K) UR: CD56'CD9* cells. F, M) R1 and R2, gate for CD3 cells; G, N) CD56°CD9*"

subset of cells in PBMC (7.9% Figure 1I and 8% Figure
1J). The phenotype found in leukocytes from the
decidua was similar to the CD56" CD16 subpopulation
in PBMC however, the CD56" CD16" subpopulation
was not found in the decidua. Double positive cells were
found for CD56 and CD9 markers in decidual leuko-
cytes and PBMC, using two-color staining (Figure 1D,
upper right quadrant and Figure 1K, upper right quad-
rant). However, when we used three-color staining

(Figures 1E-G and 1L-N), 87% of the CD3” CD56" sub-
population in the decidua (Figure 1F, R1) was CD9"
(Figure 1G). In contrast, 98% of the same subpopulation
in PBMC (Figure 1M, R2) was negative for the CD9
marker (Figure 1N).

The classic markers for NK cells (CD3°CD56") were
detected in a similar percentage in the control and PE
decidual tissue (20.66 + 9.49% vs 21.13 + 12.79% respec-
tively; p > 0.05) (Table 1). The subset-markers, CD56
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Table 1 Proportion of decidual leukocytes analyzed by
Flow cytometry

Decidual lymphocyte Controls PE(n=9) p
subset (n =10)

CD3" (%) 5415+ 1776 3095+ 1501  0.007 ?
CD56" (%) 2170 £ 1035 2324 + 1224 NS
CD3" CD56" (%) 234+ 155 240 + 205 NS
CD3CD56" (%) 2066 + 949 2113 + 1279 NS
CD56"CD16 (%) 1909 £949 2141 £ 1236 NS
CD56"CD16" (%) 165+ 1.17 281 + 453 NS
CD56"CD9* (%) 1568 + 4.88 1887 + 8.7 NS

Comparison of the proportion of decidual leukocytes between healthy
pregnant women (controls) and women with preeclampsia (PE) using two-
color immunofluorescence.

Values are presented as mean =* standard deviation; NS, No significant
difference; (%) percentage of cells bearing a particular set of subset markers.

2 p < 0.05.

*CD16”* and CD56"CD9"* remained similar between
both groups (p > 0.05) (Table 1).

Interestingly, significant differences in the proportion
of CD3" cells between PE patients and the control
group were found. A decreased percentage of CD3"
cells in the PE group were observed as compared with
the control group (30.95 + 15.01% vs 54.15 + 17.76%,
respectively; p = 0.007) (Table 1).

KIR gene frequencies

To establish KIR gene frequencies, KIR genotyping was
performed in women with PE and controls (Table 2). Fra-
mework genes (2DL4 and 3DL3), and the two pseudogenes
(2DP1, 3DPI) were detected in 100% of women from both
groups. The 3DL2, 2DL1, 3DLI, and 2DL3 genes were not
found in all individuals (90.7-98.9%). The lowest frequency
in both groups was for the 2DS3 gene (<21%).

The frequencies of KIR2DL2 (control, 61.6% vs PE,
43.3%; p = 0.017, OR = 0.47, 95% CI = 0.26 to 0.86; pc
> 0.05) and 2DL5 B (control, 64.0% vs PE, 48.9%; p =
0.049, OR = 0.54, 95% CI = 0.23 to 0.98; pc > 0.05)
were lower but not significantly different in the PE
group as compared to control group (Table 2). No asso-
ciation for the activating KIR genes (2DS1, 2DS2, 2DS3,
2DS4 del, 2DS4 ins, 2DS5 and 3DS1) between groups
was found. No significant differences were observed in
any single KIR gene frequency after we adopted the
Bonferroni correction.

KIR genotype profiles

Fifty-seven combinations of KIR genes were found (Fig-
ure 2). The genotypes (G) with a lower number of KIR
genes (G. 48 to G. 57) had at least one activating gene
and six or seven inhibitory genes. Genotypes 23, 52 and
56 were detected in high frequencies (10% to 15.6%),
whereas the rest of the genotypes were found in low fre-
quencies (0%-8.3%).
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Genotypes 42 and 53 were more prevalent but not sig-
nificantly different in the control group as compared
with the PE group (pc > 0.05); both genotypes were
characterized by the presence of the KIR2DL2 gene.
Genotype 52 (KIR2DL?2 negative) was two fold more fre-
quent in the PE group than in the control one, but this
difference was not significant.

The ratios of activating to inhibitory (Act/Inh) genes
ranged from 0.2 to 1.1. No significant differences were
observed in the individual ratios between groups. In
order to further analyze these data, we grouped the
ratios into 2 range categories: 0.2 to 0.5 (more inhibi-
tory range) and 0.6 to 1.1 (more activating range)
(Table 3).

With this analysis we observed that the PE women fall
more frequently (45.5%) into the inhibitory range cate-
gory than controls women (31.3%) and the controls
women fall more frequently (68.6%) in the activating
range as compared to PE group (54.4%), however this
difference was not significant (p = 0.05, OR = 0.54, 95%
IC = 0.29 to 1.013).

Discussion
Several studies indicate that dNK cells have a major role

in implantation and placental development; alterations

Table 2 Frequencies of KIR genes

KIR gene Controls (n = 86) PE (n = 90)
Inhibitory

2DL1 96.5 98.9
“2DL2 61.6 433
2DL3 94.2 95.6
2DL4 100.0 100.0
2DL5 all 616 478
2DL5 A 593 50.0
o015 B 64.0 489
3DL1 90.7 933
3DL2 97.7 95.6
3DL3 100.0 100.0
Activating

2DS1 58.1 478
2DS2 488 36.7
2DS3 209 189
2DS4 del 654 54.1
2DS4 ins 753 76.5
2DS5 533 433
3DST1 523 489
Pseudogenes

2DP1 100.0 100.0
3DP1 100.0 100.0

Values are presented as percentage.

2 p =0.017, OR = 047, 95% Cl = 0.26 to 0.86; pc > 0.05.

b p = 0.049, OR = 0.54, 95% Cl = 0.23 to 0.98; pc > 0.05.

The p values were corrected for 19 comparisons using the Bonferroni correction.
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Figure 2 KIR genotype distribution in control and preeclamptic women. KIR genotype distribution and percentage (%) of women
displaying each genotype in healthy women (Controls) and women with preeclampsia (PE). Shaded boxes represent the presence of the
inhibitory genes (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5all, 2DL5A, 2DL5B, 3DL1, 3DL2, 3DL3), activating (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4 del, 2DS4 ins, 2DS5, 3DST)
and pseudogenes (2DP1, 3DPT). White boxes indicate the absence of KIR gene. Dark boxes indicate the presence of KIR gene. Dashed boxes
indicate that the genotype was assigned when either 2D54 ins and 2DS4 del variants were detected. The total number of KIR genes in each
genotype is indicated, as well as the numbers of activating (S) and inhibitory (L) genes. Ratios of the activating to inhibitory genes are showed
in the right column. The p values less than 0.05 were corrected for 57 comparisons using the Bonferroni correction.  p = 0.012, OR = 0.067, 95%
IC 0.004 to 1.204; pc > 0.05 b p =003, OR = 0.124, 95% IC 0.015 to 1.028; pc > 0.05.
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in their proportion and functions have been associated
with PE [11,25,30]. There is growing evidence that the
clinical features of PE are generated either by defective
placentation during early pregnancy and/or by a distinct
increase in the systemic inflammatory response in the
second part of pregnancy [31,32].

There is agreement on the presence of NK cells in
decidual tissue at the earliest stages of pregnancy, but
there are conflicting reports about their presence at the
third trimester of gestation [5-8,33,34]. In this study we
found a high percentage of CD3°CD56" cells in the

Table 3 Activating to inhibitory balance
Range Act/Inh

Frequency (%) Frequency (%)

Controls PE

(n = 86) (n = 90)
Activating range: 0.6-1.1 68.6 544
Inhibitory range: 0.2-0.5 313 45.5

Ratio numbers of activating to inhibitory (Act/Inh) KIR genes between controls
and women with preeclampsia (PE). 0.2 to 0.5 (inhibitory range) and 0.6 to 1.1
(activating range).

p = 0.05, OR = 0.54, 95%Cl 0.29 to 1.013.

decidua of women at the third trimester of pregnancy, in
agreement with previous investigations in which NK cells
have been found and isolated from deciduas at term [5-8].
This is the first demonstration that this population shares
the same phenotype as the dNK cells detected in the first
trimester of gestation (CD56" CD16™ and CD9") [14].

The CD9 marker has been proposed as a specific mar-
ker for dNK cells, it has been observed exclusively
expressed in NK cells isolated from decidua in early
gestation but not in pNK cells [10]. In placenta, it has
been detected by immunohistochemistry on extravillous
trophoblast cell columns of first trimester, but not in
the third trimester [35]. We found in the CD3" gate,
double positive cells for CD56 and CD9 markers in leu-
kocytes from decidua and not in PBMC, suggesting that
the CD3°CD56" CD9" subpopulation found in the third
trimester of gestation in the decidua, is similar to that
found in early pregnancy. However, we also observed
CD9 positive cells in all isolated PBMC when we used
two-color staining flow cytometry and since not all
CD56" cells in PBMC lack expression of CD3, there will
be a possibility that the CD56"CD9" cells were CD3"
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(NKT). The expression of CD9 in peripheral leukocytes
has been reported during infectious conditions [36].
This observation is clarified when we used three-color
staining flow cytometric analysis, because all NK cells in
PBMC were negative for CD9.

The ligand for murine CD9 is the pregnancy specific
glycoprotein (PSG) which concentration increases expo-
nentially in plasma until the term of pregnancy. The
CD9 ligand has been involved in the production of cyto-
kines contributing to a successful pregnancy [10,37].
According to Abadia-Molina et al, the possible role of
term decidual leukocytes is related to placental detach-
ment, cytokine production and normal delivery [6].
Thus, the presence of CD9+ dNK cells at term preg-
nancy could be of physiological relevance.

The precise composition of decidual leukocytes in PE
women has remained unclear due to diverse difficulties
such as different sources of decidual tissue (placental
bed or attached to the placenta) and the various meth-
ods used for their characterization (Flow cytometric
analysis and immunohistochemistry) [20]. The Flow
cytometric analysis used in this study overcomes this
problem providing a better quantification method that
can manage a high cell number. However, some dis-
crepancies have been found using this method. In the
present study the overall amount of each cell popula-
tion was quantified, while other studies previously
counted CD45 leukocytes. Wilczynski et al reported an
increase in the cytotoxic CD56"CD16" population in
the PE group as compared with the control [38], while
Rieger et al found a decrease in the same population
[19]. In contrast, our work did not show any differ-
ences between the control and PE groups and we
found the cytotoxic population only in a small fraction
of the total CD56" cells. The cytokine-producer CD56
"CD16  cells constituted the predominant subset
observed in this study, as it had been reported during
early pregnancy [14].

In our study, the observation of a decreased percen-
tage of CD3" cells in the PE group was an unexpected
finding. During early pregnancy, T cell lymphocytes
have been found in a minor leukocyte proportion in
decidua [30] and they predominate in the third trimester
of gestation, representing 50% to 60% of total leukocytes
in this tissue [2]. Our finding of reduced CD3" cells in
patients with PE is in agreement with recent reports of
decreased CD8" cell numbers [19] and T regulatory
cells [39], which suggests a possible role of T cells in PE
but requires further characterization.

Regarding NK cell function, it has been well estab-
lished that in addition to the total number of cells, NK
cell activity results from a balance between activating
and inhibitory receptors. Our results of KIR gene
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frequencies are in accordance with previous studies of
KIR frequencies in Mexican population [40,41]. In the
present analysis we found a lower frequency of
KIR2DL?2 gene that could suggest a predisposing effect
for PE. However, this difference was not statistically sig-
nificant. Interestingly, similar results have been reported
in recurrent miscarriage [42].

When the repertory of KIR genes was analyzed, we
found an increased percentage distribution of healthy
women with an activating genotype. Hiby et al, found
a strong association between the inhibitory genotype
(AA) and the prevalence of PE and suggested that the
activating genotypes protect to PE [25]. Although
these genetic data support the notion that dNK cells
must be active in order to stimulate the appropriate
placental development and differentiation, other
researches have found contrasting results in a Japanese
population [43].

The widely divergent results obtained from dNK cells
at the end of pregnancy raises the necessity to demon-
strate their functions and implications in the pathogen-
esis of PE. Previous work has showed that women with
PE have an exaggerated proinflammatory response
mediated by pNK cells [44]; therefore it is mandatory to
explore the NK1/NK2 response in dNK cells from PE
patients. It is known that different factors, such as pla-
cental and fetal growth factors, and the local cytokine
and hormonal microenvironment modulate the activa-
tion of dNK cells throughout gestation. In addition,
stromal cells express receptors, ligands, or both, that
could interfere with the activity of dNK cells. Impor-
tantly, KIRs are also expressed in T cells; e.g., T cyto-
toxic cells [45]. Moreover KIR expression could change
throughout gestation [46].

Conclusion

In conclusion, we demonstrated the persistence of dANK
cells in PE and control women at the third trimester of
pregnancy; these dNK cells had a similar phenotype
(CD56", CD37, CD167, CD9") to those found during
early pregnancy. The persistence of this subset until the
end of pregnancy suggests that they may be of physiolo-
gical relevance throughout pregnancy. The predomi-
nance of a KIR inhibitory balance in the PE group could
be associated to the physiopathology of PE, but suggests
that KIR repertory is not the only determinant factor
predisposing to PE.

List of abbreviations
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The two leading hypothesis regarding the
molecular mechanisms and etiology of preeclampsia,
and the Mexican experience in the world context

ABSTRACT

Preeclampsia (PE) is one of the most severe complications of
pregnancy. PE is responsible for the highest rates of morbidi-
ty and mortality for both pregnant women and the neonate.
In this review, we first address general aspects of PE and its
diagnosis, along with some epidemiological aspects of this dis-
ease in the mexican population, in particular the experience
from the Instituto Mexicano del Seguro Social. Even though
over the last 20 years a great deal of evidence has accumulat-
ed regarding PE “s pathophysiology, an exact mechanism to
explain its etiology has not been established. This review aims
to cover the status of two of the most important hypotheses
in the etiology of PE: the immunological and the placental is-
chemia hypotheses. Recent data suggest that Natural Killer
cells (NK) play a major role in the decidual spiral arteriole re-
modeling and in normal placental development. In genetic
studies, KIR receptors present in NK cells have been involved
in the susceptibility for the disease. In this review, we discuss
data of our group regarding the presence of NK cells in the de-
cidua, at the end of pregnancy and the genotypes of KIR re-
ceptors in normal and preeclamptic Mexican population. PE is
characterized by abnormal placentation and hypoxia with an
increase of anti-angiogenic factors; the Hypoxia-inducible fac-
tor 1-alfa (HIF1-alfa) is over expressed in PE. In this review,
we also included some of our results concerning the polymor-
phisms and regulation of HIF in preeclamptic women.

Key words. Preeclampsia. Natural killer cells. KIR recep-
tors. Angiogenesis. Hypoxia-inducible factor.

INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es una de las principales
causas de morbilidad y de las mas importantes de
mortalidad materna y perinatal a nivel mundial, en

RESUMEN

La preeclampsia (PE) es una de las complicaciones mas seve-
ras del embarazo, cuya etiologia es desconocida. Esta revision
aborda aspectos generales y de diagndstico de la PE, asi como
aspectos epidemioldgicos en poblaciéon mexicana, en particular
la experiencia del Instituto Mexicano del Seguro Social. Nos
enfocamos también al andlisis y actualizacién de dos de las
principales hipdtesis que tratan de explicarla: la inmunoldgica
y la de isquemia placentaria. Diversos estudios sugieren que
las células asesinas naturales (NK) participan en el proceso de
remodelacion vascular de la placenta y en el desarrollo normal
de ésta. Anadlisis genéticos indican que los receptores KIR pre-
sentes en las células NK, podrian participar en la susceptibili-
dad a la enfermedad. En esta revisién discutimos resultados
recientes de nuestro grupo que muestran la persistencia de las
células NK en la decidua materna, al final del embarazo,
asi como los genotipos para los receptores KIR en mujeres
mexicanas con embarazos normoevolutivos y con PE. Se sabe
que esta enfermedad se caracteriza por una deficiente placen-
tacién, hipoxia y un aumento en la concentracién de factores
anti-angiogénicos relacionados con la sobre-expresion del fac-
tor inducible por hipoxia 1 alfa (HIF1-alfa). Discutimos avan-
ces de nuestros resultados sobre la regulacién de HIF y dos de
los polimorfismos de este gen, en mujeres con PE en poblacién
mexicana.

Palabras clave. Preeclampsia. Células asesinas naturales.
Receptores KIR. Angiogénesis. Factor inducible por hipoxia.

paises en vias de desarrollo como los de América La-
tina y el Caribe constituye la principal causa de
muerte materna (> 25%).1-2

Se calcula que mueren anualmente en el mundo
50,000 mujeres por PE,? la Organizacién Mundial de
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la Salud reporta que cada siete minutos muere una
mujer por esta causa.* En México, de acuerdo con la
Secretaria de Salud, la PE representa hasta 34% del
total de las muertes maternas, por lo que constituye
la principal causa de muerte asociada a complicacio-
nes del embarazo.’

Dentro de la atencién a la salud materna en
nuestro pafs, el Instituto Mexicano del Seguro So-
cial (IMSS) desempeiia un papel fundamental, ya
que en sus instalaciones médicas se atiende 50% del
total de los nacimientos hospitalarios. En el periodo
de tiempo comprendido entre 1991 y 2005, Velasco
reportd 3,553 defunciones maternas en las unidades
médicas del IMSS; en los 15 afios analizados la mor-
talidad materna hospitalaria en esta institucién se
redujo 40.4%, al pasar de 45.3 a 27 por 100,000 naci-
dos vivos. A pesar de la disminucién observada en la
mortalidad materna, las principales causas de muer-
te materna que se mantuvieron a lo largo del perio-
do estudiado fueron la PE-eclampsia, hemorragia
obstétrica y la tromboembolia pulmonar.® Dentro de
estos padecimientos la PE varia de 2 a 10%, depen-
diendo de la poblacién estudiada y la definiciéon de
PE usada.’

La PE es un sindrome tnico en seres humanos de
causa desconocida que sigue siendo uno de los enig-
mas en la medicina moderna. Es probablemente una
de las enfermedades mas complejas en el ser huma-
no que presenta datos clinicos y de laboratorio hete-
rogéneos en donde la patogénesis puede variar
dependiendo de los factores de riesgo preexistentes.
Por ejemplo, la PE puede ser diferente en una mujer
con enfermedad vascular subyacente, enfermedad re-
nal o autoinmune en comparacién con una paciente
primigesta, con obesidad® o embarazo multiple.”?

CARACTERISTICAS CLINICO
PATOLOGICAS DE LA PREECLAMPSIA

La PE es un sindrome de origen idiopatico, que
puede presentar manifestaciones practicamente en
todos los aparatos y sistemas del binomio feto-ma-
terno. Se caracteriza por:

= Hipoperfusién tisular generalizada.

= Aumento en las resistencias vasculares periféri-
cas.

= Daio endotelial.

= Cambios metabdlicos.

* Consumo plaquetario.

= Aumento en la respuesta inflamatoria.

= Activacién del sistema de coagulacién y

e Una respuesta vascular anormal placentaria.!'%!!

Los hallazgos clinicos se pueden manifestar como
sindrome materno (hipertensién arterial y proteinu-
ria con o sin manifestaciones multisistémicas) y/o
sindrome fetal (oligohidramnios, restriccién del cre-
cimiento intrauterino —-RCIU- y alteraciones de la
oxigenacién).!' 12

El sindrome materno se caracteriza por la apari-
cién de hipertensioén arterial después de la semana
20 de gestaci6én, en una mujer previamente normo-
tensa, asociada a proteinuria. Dependiendo del nivel
de estos parametros, asi como de los datos de com-
promiso multisitémico, puede presentarse en forma
severa.!3:14 En México, de acuerdo con los lineamien-
tos técnicos de la Secretaria de Salud, la clasifica-
cién incluye una forma leve y otra severa que para
fines convencionales incluimos en esta revisién. Los
criterios de clasificacién se enlistan en el cuadro
1.515.16

Dentro de las complicaciones de esta enfermedad
se encuentra la eclampsia (< 1%), definida como el
desarrollo de crisis convulsivas en pacientes con sig-
nos y sintomas de PE en ausencia de otras causas de
convulsiones, el sindrome de HELLP (10-20%), una
variante atipica de la PE severa, caracterizada desde
el punto de vista bioquimico por hemolisis microan-
giopatica, elevacién de las enzimas hepaticas y trom-
bocitopenia.'!

Otras complicaciones que se pueden presentar son
la coagulacidén intravascular diseminada (10%), ede-
ma agudo pulmonar cardiogénico (2-5%), insuficien-
cia renal aguda (1-5%), desprendimiento prematuro
de placenta normoinserta (1-4%), insuficiencia hepa-
tica o hemorragia (< 1%), evento vascular cerebral,
edema cerebral e insuficiencia cardiaca.!!

Las tres principales causas de muerte materna
debidas a PE son:

» Hemorragia cerebral (46%).
e Sindrome de HELLP (12%).
e Coagulacién intravascular diseminada (10.7%).!7

Los datos tanto epidemiolégicos como los estudios
histolégicos de la placenta y de ultrasonografia Do-
ppler de arteria umbilical, muestran que las princi-
pales repercusiones en el sindrome fetal se deben a
la deficiente perfusién placentaria. En la RCIU, la
desnutricién y el bajo peso al nacer son dos elemen-
tos comunes que se distinguen en el neonato. El 30%
de los neonatos de embarazos con PE presentan
RCIU.'8

En la actualidad el Unico tratamiento efectivo
para la PE es la interrupcién oportuna del embara-
zo, del 15 al 23% de los nacimientos pretérmino es-
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Cuadro 1. Criterios de diagndstico de PE.515.16

PE Tension Arterial* Proteinuria Otros
[mm Hg]
Sistdlica y/o Diastélica
Leve >140 >90 >300mg ** No evidencia de compromiso multisistémico o de vasoespasmo
0 persistente
> 30 mg/dL**
Severa’ >160 >110 =29 Oliguria: diuresis < de 500 ml en 24 horas

Creatinina sérica > 1.2 mg/dl

Trastornos cerebrales severos persistentes o alteraciones visuales
Edema agudo pulmonar

Dolor epigdstrico o en cuadrante superior derecho del abdomen
Disfunci6n hepatica (TGO > 70/Ul)

Trombocitopenia (< 100,000 mm?)

Coagulacion intravascular diseminada

Cianosis

RCIU

* Se requieren por lo menos dos tomas con diferencia de seis horas entre cada una con la paciente en reposo en un lapso no mayor de siete dias. ** Re-
coleccion de orina de 24 h. *** En dos muestras de orina tomadas al azar con diferencia de 6 horas entre cada una, pero en un lapso no mayor de siete

dias. " Se requiere uno o mas de los criterios enlistados.

tdn indicados médicamente por PE,'° que deja conse-
cuencias a corto y largo plazos con diferentes grados
de severidad, la tasa de mortalidad perinatal en los
infantes de madres con PE es cinco veces mayor que
en embarazos sin complicaciones.!”

MECANISMOS MOLECULARES EN LA
PREECLAMPSIA: DIVERSAS HIPOTESIS
DE SU ETIOLOGIA

A pesar de la gran cantidad de investigacién que
se ha realizado para conocer la etiologia de la PE,
ésta es aun desconocida. Aparentemente la placenta
tiene un papel fundamental en su patogénesis, en
gran parte debido a que los signos y sintomas clini-
cos desaparecen una vez que se interrumpe el emba-
razo,?? pero ademds porque la PE se caracteriza por
un desarrollo deficiente de este érgano, con una in-
vasién endovascular superficial del trofoblasto y una
remodelacién inadecuada de las arterias espirales de
la decidua y el miometrio. Lo anterior genera hipo-
perfusién placentaria, estrés oxidativo y una res-
puesta inflamatoria exacerbada que lleva a las
caracterfsticas clinicas de la PE.!!-?!

Los diferentes estudios clinicos y moleculares re-
cientes, permiten avanzar en algunas hipétesis que
explican la patogénesis de la enfermedad, entre las
mas importantes estan: la adaptacién inmunoldgica
inadecuada y la isquemia placentaria.?? La figura 1
integra en forma resumida estas dos hipdtesis, as{
como la secuencia de eventos que podrian llevar al

desarrollo de PE, aspectos que seran discutidos en
detalle a lo largo de esta revision.

Adaptacién
inmunolégica inadecuada

Durante la formacién de la placenta, las interac-
ciones materno-fetales son criticas para el éxito de
este proceso. En las etapas tempranas de la gesta-
cion, las células del trofoblasto extravelloso invaden
la pared uterina hasta el primer tercio del miometrio
y se asocian con las arterias espirales, en donde re-
emplazan la pared vascular, esto hace que las arte-
rias espirales se distiendan y se incremente el flujo
sanguineo hacia la placenta, permitiendo una perfu-
sién adecuada y la llegada de nutrientes al feto.?® La
interaccién de leucocitos deciduales con células del
trofoblasto es critica para este proceso, la poblacién
de leucocitos deciduales que constituye la mas abun-
dante en la decidua, son células asesinas naturales
(NK), las cuales representan mas de 40% de las célu-
las deciduales al momento de la implantacién.?*

Las células NK representan hasta 10% de los lin-
focitos de sangre periférica, y pueden encontrarse en
varios tejidos incluyendo la decidua. Estas células
se caracterizan por la expresiéon de marcadores de
superficie CD56, CD16 y pueden ser subdivididas en
dos poblaciones basadas en la densidad del marcador
CD56 (brigth-fuerte o dim-medio), 90 a 95% de las
células NK circulantes pertenecen al fenotipo
CD56%™ CD16* y son altamente citotéxicas; mien-
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Etiologia

Anormalidades en la placentacion:
Respuesta inmunologica inadecuada-Isquemia placentaria

v

5. Esirés oxidativo.

1. Falla en el reconocimiento del trofoblasto por células NK deciduales.
2. alla en la regulacion de factores de hipoxia.
3. Invasion superficial del trofoblasto a las arterias espirales uterinas.
4. Actividad anormal de las citosina deciduales.

Figura 1. Etiologia y fisopatologia de la
PE. El reconocimiento inadecuado de las cé-
lulas del trofoblasto por parte de las células
NK, asi como la falla en la regulacion de fac-
tores de hipoxia, provocan una invasion su-

perficial del trofoblasto a las arterias espirales

uterinas, una falta de remodelacion, actividad

Fsiopatologia i _ i
L | Isquemia | < > | Daiio Endotelial

anormal de citocinas, inflamacion y esirés
oxidativo que generan isquemia, dano endote-

Manifestaciones
clinicas

PREECLAMPSIA

Hipertension, proteinuria, datos de compromiso mullisistémico

lial y finalmente hipertension, proteinuria asi
como algunos otros datos de compromiso

multisistémico.

tras que el resto son CD561¢ht CD16" y son muy efi-
cientes en la secrecion de citocinas, especialmente
IFN-v.?5 En la decidua se han caracterizado células
NK principalmente en la gestacién temprana, éstas
poseen un fenotipo CD56"eth CD16" y son muy efi-
cientes en la secrecién de citocinas.?® Menos aten-
cién se ha puesto para caracterizar células NK al
final del embarazo y aunque algunos autores propo-
nen que esta poblaciéon disminuye considerablemen-
te, los datos que se tienen hasta el momento son
controversiales debido a las diferentes técnicas utili-
zadas para su cuantificacién y las regiones de la de-
cidua analizadas.?” En nuestro laboratorio, hemos
encontrado células NK con fenotipo CD56brigth)
CD16 en la decidua tanto de mujeres con embarazos
normo-evolutivos como aquellas complicadas con PE
(Datos sometidos a publicacién).

Recientemente, Jacob, et al. (2006) demostraron
mediante estudios in vitro e in vivo, que las células
NK participan en la remodelacién de las arterias es-
pirales uterinas, al promover la angiogénesis en los
sitios de implantacién del embrién. En contacto con
células del trofoblasto, estas células son capaces de
secretar factores angiogénicos (factor de crecimiento
del endotelio vascular -VEGF-y factor de crecimien-
to placentario —PIGF-) previamente detectados a ni-
vel de RNA mensajero y proteina,?®2?° asi como
factores quimiotacticos (IL-8, IP-10, SDF-1 y Eo-
taxina-1) necesarios para la migracién del trofoblas-
to hacia la decidua. En este estudio se demostré que
solo las células NK aisladas de decidua, al ponerlas
en contacto con una linea celular de trofoblasto, fue-
ron capaces de promover la migracién, invasién y
angiogénesis de la linea tumoral de trofoblasto.3?
Estudios mas recientes proponen que la participa-

cién de las células NK en la remodelaciéon arterial
uterina, puede ocurrir incluso antes de su interac-
cion con células del trofoblasto, mediante la induc-
ciéon de apoptosis del musculo liso vascular y a
través de la induccién de la degradacion de la matriz
extracelular.?!

La interaccién de las células NK del endometrio
con el trofoblasto se lleva a cabo gracias a un reco-
nocimiento especifico mediado a través de receptores
en las células NK y sus ligandos en las células del
trofoblasto. Las funciones efectoras de las células
NK, dependen de una regulaciéon muy fina entre re-
ceptores inhibidores y activadores. Dichos receptores
pueden pertenecer a distintas familias estructurales:
receptores de tipo Inmunoglobulina (KIR), recepto-
res heterodiméricos de lectina tipo C (CD94/NKGQG),
transcritos del tipo inmunoglobulina (ILT) y recep-
tores citotéxicos de células NK (NCR).?° Los
receptores KIR reconocen moléculas de histocompa-
tibilidad del trofoblasto, especificamente HLA-G y
HLA-C, este ultimo es el tinico HLA altamente poli-
morfico expresado en tejido trofoblastico. La inte-
raccion entre moléculas HLA del trofoblasto y los
receptores KIR de las células NK del endometrio ma-
terno, inhibe la actividad citotéxica y modula la pro-
duccién de citocinas y factores de crecimiento por
las células NK, favoreciendo el crecimiento del trofo-
blasto, la invasién del endometrio y la remodelacién
vascular, necesarias todas para el desarrollo normal
de la placenta.??

La familia de receptores KIR consta por lo menos
de 14 miembros diferentes, cuando tienen dos domi-
nios extracelulares son llamados 2D y aquellos con
tres dominios extracelulares son llamados 3D. Fun-
cionalmente se subdividen en receptores inhibidores
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o activadores, dependiendo de su dominio intra-cito-
plasmico, los que tienen un domino intra-citoplasmi-
co largo (L) transducen sefiales inhibidoras a través
de sus immunorreceptores con motivos de inhibicién
basados en tirosinas (ITIM), en tanto que los que
cuentan con un dominio intra-citopldsmico corto
(S), transducen sefiales de activacién gracias a que
se asocian a la proteina adaptadora DAP-12, la cual
contiene inmunorreceptores con motivos activadores
basados en tirosinas (ITAM).

La regién genémica KIR contiene una familia de
genes altamente polimoérficos y homdlogos, localiza-
dos en el cromosoma 19q13.4, dentro del complejo de
receptores de leucocitos (LCR). Basados en estudios
poblacionales, el orden de los genes KIR a lo largo
del cromosoma ha determinado principalmente dos
haplotipos distintos:

e Haplotipo A. Contiene un solo gen activador:
2DS4

= Haplotipo B. Contiene varias combinaciones de
activadores: 2DS 1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1 y
2DSA4.

Los genes KIR estan arreglados en tandem y
cuentan con una caracteristica notable y es que
el contenido de genes varia entre haplotipos. La va-
riacién en el locus KIR es una combinacién del poli-
morfismo alélico con el nimero y tipos de genes
presentes en un haplotipo dado. Los genes 2DL4,
3DP1, 3DL2 y 3DL3, estan presentes en ambos ha-
plotipos y se piensa que son indispensables en la ge-
neracién de diversidad de todos los haplotipos
determinados hasta el momento.33-3

Un estudio realizado en poblacién caucdsica, que
comparo el genotipo de receptores KIR en mujeres
con embarazos normales y en mujeres con PE, en-
contré que la combinacién del genotipo AA (inhibi-
dor), especificamente la presencia del gen KIR2DL 1
en las mujeres con PE, en combinacién con el HLA-
C2 (ligandos con una lisina en la posicién 80, HLA-
CLys80) en sus bebés, aumentaba la prevalencia de
PE hasta en 50%. Ya que esta interaccién es consi-
derada una fuerte sefial inhibidora, se considera que
es la inhibicién y no la activacién de las células NK
la que predispone a la PE, ya que las células no po-
drian participar en la remodelacién arterial uterina
al estar inhibidas y proponen que por el contrario,
la presencia de receptores activadores podria ser
protectora para la enfermedad.3®

Debido a la complejidad inherente de los genes
KIR, a la diversidad poblacional que presentan y a
las caracteristicas genéticas particulares de la pobla-

cién mexicana, estamos estudiando los genotipos de
receptores KIR en mujeres con PE, los resultados
encontrados hasta el momento, sugieren que hay di-
ferencias en la frecuencia de genes de tipo activador
en las mujeres con PE comparadas con mujeres con
embarazos normoevolutivos (Datos en vias de publi-
cacién).

Todos estos datos sugieren que la respuesta in-
mune en la decidua materna en pacientes con PE de-
pende en gran medida de la capacidad de
reconocimiento de las células NK, de sus receptores
KIR, de sus genotipos y de los ligandos en el feto
que puedan reconocerse en el ambiente uterino du-
rante las etapas criticas de la remodelacién arterial
uterina.

Hipétesis de isquemia placentaria

La preservacién de la morfologia y funcién de las
vellosidades, asi como la regulacién de la diferencia-
cién del trofoblasto, son criticas para la formacién
de la placenta.?”-3® Las primeras ocho semanas del
embarazo se desarrollan en un ambiente de hipoxia,
en la que se mantiene al trofoblasto en un estado
proliferativo y poco diferenciado, con un fenotipo
con caracteristicas de no invasividad. De las sema-
nas 10 a la 12 de gestacidn, el rapido incremento en
la concentracién de oxigeno completa el proceso de
diferenciacién e invasién por el trofoblasto.3%3°

En condiciones de hipoxia, se activa el factor in-
ducible por hipoxia alfa (HIF-a), el cual es un factor
de transcripcién que promueve la transcripcion de
factores angiogénicos y no angiogénicos.* Los fac-
tores angiogénicos son indispensables para el desa-
rrollo normal de la placenta, principalmente en
procesos de proliferacién, vascularizacién y migra-
cién de las células del trofoblasto hacia la regién
materna; entre los mas importantes tenemos al
VEGTF, sus receptores VEGFR-1 (FItl) y VEGFR-2,
factor de crecimiento del fibroblasto (FGF), angio-
poyetina (ANG) y el PIGF.#142

HIF-o también puede inducir inhibidores de la di-
ferenciacion del trofoblasto, como el factor de creci-
miento transformante beta3 (TGFB3) y Hash-2. De
esta forma, durante las primeras ocho semanas de
gestacion, el trofoblasto se mantiene en un estado
poco diferenciado y proliferativo; conforme aumenta
la edad gestacional y la concentracién de oxigeno,
HIF-o y TGFB3 disminuyen su expresion, comple-
tando la diferenciacién del trofoblasto.*344

En el trofoblasto de mujeres con PE, se ha encon-
trado sobreexpresion de HIF-a y sus proteinas blan-
co, principalmente factores no angiogénicos
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inhiben las hidroxilasas PHD1-3 y FIH, impidiendo la union con pVHL, Ia interaccion con HSPI0 estabiliza a HIF-c y PISK, AKT, MEK y NF-kB aumen-

tan su transcripcion.

(tirosina 1 tipo fms soluble —sFIt-1- y endoglina so-
luble —sEng-) e inhibidores de la diferenciacion del
trofoblasto (TGFp3). sFlt-1 es una variante trunca
del receptor membranal VEGFRI1, antagonista de
VEGF y PIGF; de manera similar actia sEng, el re-
ceptor soluble para TGF-f1.44-46

En mujeres con PE se ha observado una disminu-
cién de los factores angiogénicos y aumento de fac-
tores anti-angiogénicos e inhibidores de la
diferenciacion del trofoblasto, lo cual coincide con
los fenotipos observados en las placentas de estas pa-
cientes, que se caracterizan por una invasién inade-
cuada debido a un trofoblasto inmaduro.*”43

El desbalance entre factores angiogénicos y anti-
angiogénicos se ha propuesto como una de las cau-
sas del desarrollo de PE, en donde HIF-o es el
principal regulador de dichos factores. Varios gru-
pos de trabajo estan estudiando las diferentes vias
que regulan a este factor, como probable causa de su
sobre-expresiéon en la placenta de mujeres con
PE.49’50

La regulaciéon de HIF-o es muy compleja (Figura
2), siendo la degradacién via poliubicuitinacién de-
pendiente de la concentracién de oxigeno, una de las
mads importantes y la mejor caracterizada.’!->3

Regulacién de
HIF-a dependiente de O,

La proteina HIF es un factor de transcripcién he-
terodimérico (HIF-o y HIF-B). Hay tres isoformas
de HIF-a, las mejor caracterizadas son HIF-1a y
HIF-20., cuya actividad transcripcional esta regula-
da a través de dos dominios de transactivacion loca-
lizados hacia el extremo carboxilo terminal,
llamados N-TAD y C-TAD.>*>

HIF1-o es regulado directamente por la proteina
von Hippel Lindau (pVHL), la cual, forma un com-
plejo con las proteinas elongina C, elongina B,
Cul2, la enzima E2 conjugada con ubicuitina y
Rbx1; este complejo tiene actividad de ligasa E3 de
ubicuitina, el cual se encarga de la poliubicuitina-
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cién para su posterior degradacién por el proteoso-
ma 26S.%°

En presencia de oxigeno, HIF-o es hidroxilado en-
zimaticamente por miembros de la familia EGLN1-3 o
PHD1-3, en uno de dos posibles residuos de prolina
(Pro) dentro del dominio N-TAD.>”->8 La hidroxila-
cién de, Pro402 y/o Pro564, en la proteina HIF-o, ge-
nera un sitio de unién para la pVHL. En condiciones
de hipoxia, los residuos de prolina de HIF-o no se hi-
droxilan y por lo tanto, no interactdan con pVHL,
por esta razoén, este dominio de HIF-o también se co-
noce como dominio de degradacién tinico dependiente
de oxigeno (ODDD).>%-¢! En condiciones bajas de oxi-
geno, HIF-a se estabiliza, transloca al nucleo y se di-
meriza con HIF-B formando un complejo activo que
se une a elementos de respuesta en el promotor de
sus genes blanco, permitiendo su transcripcién.>®0

Rajakumar, et al. (2006) comenzaron a estudiar
esta ruta de degradacién como probable causa de su
sobre-expresién, no encontrando diferencias en la
expresion de pVHL en la placenta de mujeres con
embarazos normoevolutivos y PE; sin embargo, ob-
servaron un aumento en la hidroxilasa PHD-3, cuya
probable participacién sea la de reestablecer la con-
centracién de HIF-o.52:63

Actualmente estamos estudiando otros aspectos de
la regulaciéon de HIF-o, los datos que hemos obtenido
nos indican que hay diferencias en la expresiéon de
pVHL, cuando comparamos los grupos de mujeres
con PE severa con respecto a los de PE leve y normo-
tensas. También hemos analizado diferentes hidroxi-
lasas que participan en esta via y al igual que
Rajakumar, observamos un aumento en la expresion
de algunas de éstas (Datos en vias de publicacién).

Debido a la compleja regulaciéon de la expresion
de HIF-o, es importante realizar un analisis de
otras protefnas involucradas en su degradacién, con
el fin de entender la desregulacién de esta via de se-
nalizacién, fundamental en la fisiopatologia de la
placenta de mujeres con PE.

Ademas de los diferentes mecanismos que pueden
aumentar la expresion de HIF-o, existen factores ge-
néticos que también pueden modificar su expresion.
El gen HIFIA es muy polimérfico, Yamada, et al.
(2005) describieron 35 polimorfismos, tres de los
cuales se localizan en regiones codificantes, S28Y,
P582S y A588T.%* Tanimoto, et al. (2003) describie-
ron que la presencia de los polimorfismos P582S y
AS588T pueden aumentar la actividad transcripcional
de este gen en comparacién con la isoforma co-
mun.% Estos polimorfismos se localizan en el exén
12, el cual codifica para el ODDD, dominio de vital
importancia para la unién de HIF-o con pVHL. Per-

cy, et al. (2003) demostraron que el polimorfismo
P582S no interviene en la hidroxilacién del residuo
de prolina 564, importante para el reconocimiento de
la pVHL, pero si le confiere mayor estabilidad a la
isoforma con este polimorfismo.®® Recientemente se
ha estudiado la presencia de estos polimorfismos
como factores de riesgo para diferentes enfermeda-
des, en donde HIF-a se encuentra alterado.%4-67-69

Heino, et al. (2008) estudiaron estos polimorfis-
mos y su relacién con el desarrollo de PE en pobla-
cién finlandesa, sin encontrar una asociacién.’®
Nosotros encontramos frecuencias similares a las
reportadas en otras poblaciones, sin diferencias sig-
nificativas cuando comparamos mujeres con PE y
mujeres embarazadas normotensas, lo cual sugiere
que otros factores asociados a HIF-o podrian parti-
cipar en el desarrollo de PE.

En resumen, HIF-a tiene una participacién fun-
damental para el desarrollo normal de la placenta,
por lo que algunas alteraciones en su expresiéon y en
sus genes blanco, podrian relacionarse con el desa-
rrollo de PE.

CONCLUSIONES

La PE es un problema de salud publica en Méxi-
co y en el mundo, es responsable de una muy alta
morbilidad y mortalidad materna. En el sector sa-
lud en México tiene implicaciones econdémicas im-
portantes. Esta enfermedad sigue siendo un reto
para la investigacién biomédica, ya que su etiologia
es aun desconocida, lo que complica su detecciéon
temprana, su prevencién y su manejo. Aunque se
ha avanzado mucho en el estudio de multiples ge-
nes involucrados en la fisiopatologia, como son los
genes KIR de las células NK deciduales y los que
participan en la regulacién de HIF, los cuales se
han descrito en detalle a lo largo de esta revisidn,
no se ha encontrado la causa precisa que desenca-
dena la enfermedad.

Con base en lo anterior, podemos concluir que se
requiere mas investigacion realizada de forma inte-
gral, para conocer los aspectos genéticos y molecula-
res que permitan mejorar la prevencién y manejo
clinico de la PE, con la finalidad de poder disminuir
los porcentajes de morbilidad y mortalidad del bino-
mio feto-materno y la enorme inversién econémica
que representa para el sector salud.
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Abstract: Preeclampsia is a pregnancy-related disorder exclusive to human beings, and represents a public health problem
worldwide whose etiology is still unknown. As diverse studies have reported, an understanding of the onset and course of
this disorder depends on the knowledge about the interaction between the physiological systems of the organism, such as
the immune, vascular and endocrine systems. Recently, in Mexican women with preeclampsia we genotyped the family of
KIR genes and studied the phenotype of NK cells in peripheral blood and the decidua. Moreover, we are characterizing
the proteins, such as HIF-1a and two of its more frequent genetic polymorphisms, as well as the pathways of their activa-
tion which participate in placental hypoxia The aim of the current study is to review the most recent contributions regard-
ing the participation of the immune and vascular system during the development of preeclampsia, and the immunoendo-

crine alterations which result of them.

Keyworks: NK cells, KIR receptors, preeclampsia, angiogenesis, endometrium.

INTRODUCTION

Since the experiments conducted by Calzoari in 1898,
which described the changes observed in the thymus of cas-
trated animals, the evidence about the interaction between
the endocrine and immunological systems has been accumu-
lating and resulting in an ever greater consolidation of
knowledge [1]. One of the principal challenges of immu-
nologists as well as reproduction specialists is to understand
these systems and their interactions during pregnancy, since
a profound understanding of all the relevant factors is ur-
gently needed. Strict control of complex factors involved in
diverse processes, such as steroid hormones, immune system
cells, Natural Killer (NK) cells [2-4], signaling molecules
(e.g., cytokines and chemokines) [5, 6], growth factors, an-
giogenic factors, hypoxia factors [7], neurotrophins [8],
among others (Fig. 1), is essential for the healthy acceptance
of the fetus (including embryo implantation) and mainte-
nance of a normal pregnancy based on an adequate develop-
ment and vascularization of the placenta.

Any alteration in the immunoendocrine networks lead to
reproductive disorders that include recurrent spontaneous
abortions, infertility and preeclampsia (PE) [9]. The latter is
a worldwide public health problem, one of main causes of
maternal death, and one of the most complex obstetric com-
plications, both for medical practice and research. Although
the etiology of preeclampsia is yet to be fully elucidated,
various hypotheses incorporating angiogenic, genetic, im-
munological and endocrinal factors have stemmed from di-
verse clinical and molecular studies [10]. The complex
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interrelation of these factors accounts for the wide range of
such hypotheses.

The aim of the present study is to describe the principal
aspects related to immunoendocrine regulation during preg-
nancy and their implications for PE. We broach the principal
hypothesis of the etiology of PE as well as the immunoendo-
crine factors of the endometrium, emphasizing the charac-
terization and function of decidual NK cells (dNK) as well as
angiogenic factors in the early stages of gestation.

IMMUNOENDOCRINE ASPECTS OF THE ENDO-
METRIUM

The endometrium is a tissue that presents cyclical mor-
phological changes, implicating processes of differentiation,
proliferation, apoptosis, angiogenesis, vascularization, and
recruitment of leukocytes [1]. From the endocrinological
point of view, the majority of these processes have been
widely studied. For instance, it is well known that during the
development of the follicle, the maturation of the oocyte and
ovulation, the female reproductive system is under the influ-
ence of hormones secreted by the pituitary (FSH and LH)
and by the follicle (estradiol and progesterone) [11]. Yet in
spite of the general recognition that these processes are ac-
companied by inflammatory mechanisms, such as the re-
cruitment of lymphocytes, degradation of the extracellular
matrix, and changes in the expression of various immune
molecules (chemokines, integrins and adhesion molecules),
such mechanisms have not been fully studied[12, 13].

The direct action of steroid hormones has been confirmed
in isolated lymphocytes of peripheral blood, whose response
seems to be sexually dimorphic [14]. This same proposal is
held by the Morales-Montor group, which utilizes a murine
model of infection and observes that the immune response is
different in male and female animals, possibly due to the
dimorphic expression of receptors for steroid sex hormones

2010 Bentham Open
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Fig. (1). Cross-talk between the embryo and the another involves the interaction between endocrine and immune systems.

in leukocytes[15, 16]. The implications of this proposal have
profound repercussions not only on the current knowledge of
the immune response against pathogenic agents and autoim-
mune diseases.

Whereas receptors for estrogens (alpha and beta) and
progesterone have been identified on lymphocytes[14], only
those for beta estrogen receptors have been found on de-
cidual NK cells [17]. In the latter case the function of the
beta estrogen could also be mediated by steroid sex hor-
mones in an indirect manner, as evidenced by the fact that
the stromal cell cultured from the endometrial tissue induces
a great quantity of IL-15 when stimulated with progesterone,
and that this cytokine is essential for the differentiation of
NK cells [18]. The cell lines of NK cells (NK-92 and YT)
express the receptor for prolactin and respond to in vitro
stimulation by this hormone. Prolactin has synergic activity
with IL-15, increasing the proliferation and cytotoxicity of
NK cells[19].

During the menstrual cycle, the type and quantity of
leukocytes that arrive to the endometrium vary depending on
the phase of the cycle. During the proliferative phase princi-
pally T lymphocytes, macrophages, NK cells and dendritic
cells have been detected. In the secretory phase, T lympho-
cytes diminish, dendritic cells remain constant, neutrophils
appear and NK cells are abundant [20-22]. B lymphocytes
are practically absent from this tissue during the entire cycle
[23]. The functions performed by T lymphocytes, macro-
phages and neutrophils are directly related to the destruction
of the corpus luteum [24]. The role of NK cells is not com-
pletely known, but it is thought that they are involved in de-
cidualization[25].

During pregnancy the amount of leukocytes detected in
the decidua (a new functional layer of the endometrium dur-
ing pregnancy) differ from those described during the men-
strual cycle. In the stage of embryonic implantation and the
first weeks of pregnancy, NK cells constitute the greatest

percentage of leukocytes present (70%). The function of
these cells has recently been recognized such as the produc-
tion of cytokines, chemokines and angiogenic factors, which
contributes to the formation of the placenta and the vascular
changes in the endometrium [26-28]. Although some authors
report that this cellular population disappears at the end of
pregnancy, recent data from our lab show an important quan-
tity of NK cells in the decidua of women at the end of their
pregnancy (data submitted to be publish).

During the menstrual cycle there are three stages in the
angiogenic processes, which: (i) repair the vascular bed dur-
ing menstruation, (ii) work in synchrony with the rapid
growth of the endometrium in the proliferative phase, and
(iii) facilitate the growth of the arterioles in the secretory
phase [29, 30]. The factors that can induce angiogenesis in
the endometrium are the epidermal growth factor (EGF), the
transforming growth factor o and p (TGF-a y TGF-p), the
tumor necrosis factor o (TNFa), angiogenin, prostaglandin
E, (PGE;) and the vascular endothelium growth factor
(VEGF), among others [31-33]. During the first weeks of
pregnancy the angiogenic factors play a crucial role. The
regulation of these factors is complex, as they depend on the
cellular context and can be induced by changes in the con-
centration of oxygen, hormones, cytokines and phosphorila-
tion cascades. VEGF is one of the principal inducers of an-
giogenesis, being essential for the normal growth of the en-
dometrium as well as the implantation and development in
the placenta. In consequence, the majority of the studies on
angiogenic processes in the endometrium have focused on
this factor [34-37].

1. Decidual NK Cells

NK cells comprise 10 to 15% of the lymphocytes in pe-
ripheral blood, where their phenotype is characterized by the
absence of receptors for antigens and by CD56, CD16™"
surface markers [38]. NK cells can be divided in two sub-
populations based on the density of the CD56 marker (bright
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to heavy, or dim to medium). 90 to 95% of the circulating
NK cells belong to the CD56"™ CD16" phenotype and are
highly cytotoxic. The remaining 5 to 10% have the CD56°"9"
CD16" phenotype, contain less cytotoxic granules and are
very efficient in the secretion of cytokines, especially IFN-y,
TNF-o and IL-6 [39, 40].

NK cells in the decidua during early gestation have been
characterized. They possess a CD56""%" CD16™ phenotype,
are not highly cytotoxic and are very efficient in the secre-
tion of cytokines such as INFy, IL-10 and TGF-fB. At the
level of messenger RNA the presence of growth factors for
the vascular beds and placenta (VEG-F and PIGF, respec-
tively) have been detected [41, 42]. All of these elements are
important in angiogenesis and the remodeling of uterine ar-
teries during pregnancy.

Assays conducted by microarrays have compared NK
cells from peripheral blood and decidual NK cells. In the
latter cells some genes are found to be exclusively expressed,
while others (such as those related with angiogenesis) are
over expressed, suggesting that these two subpopulations of
NK cells are quite distinct in the decidua[41, 43].

Jacob et al. (2006) recently demonstrated, through in
vitro and in vivo studies, that NK cells participate in the in-
vasion of the trophoblast, angiogenesis and the remodeling
of the uterine arteries. When isolated decidual NK cells and
those from peripheral blood are co-cultivate with a tro-
phoblast cell line, only the former are capable of promoting
migration, invasion and angiogenesis of these cells[28].

Another study done by Smith et al. (2009) suggests that
NK cells participate in the uterine arterial remodeling, even
independently from their interaction with trophoblast cells.
That is, in the vascular remodeling phase, during which there
were no trophoblast cells, the secretion of metalloproteinases
by NK cells to the extracellular matrix favored the loss of
vascular smooth muscle and as consequence the beginning of
remodeling the vascular bed [44].

The mechanism by which decidual NK cells allow for the
arrival and invasion of trophoblast cells to the decidua re-
mains an enigma. From the immunological point of view, the
trophoblast is a foreign agent that must be eliminated by the
maternal immune system. Nevertheless, not only does it fail
to be eliminated, on the contrary its implantation and inva-
sion to the maternal decidua is promoted.

It has been suggested that the interaction of ligands ex-
pressed in trophoblastic cells, such as HLA-G, with NK cells
receptors is responsible for the inhibition in the latter cells
and their cytotoxic activity [45]. Kopcow et al. (2005) have
demonstrated that the low cytotoxic capacity of decidual NK
cells owes itself to their inability to form mature synapse
activators, or to polarize the organizing centers of microtu-
bules and granules that contain perforins facing the synapse
[46].

2. Angiogenic Factors

The preservation of the morphology and function of vil-
lus as well as the regulation and differentiation of tro-
phoblasts are critical for the placentation [47, 48]. In the first
8 weeks, a pregnancy develops in an environment of hy-
poxia, in which trophoblasts are maintained in a proliferative
state and relatively undifferentiated, with an uninvasive phe-
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notype. From 10 to 12 weeks of gestation, the rapid increase
in the concentration of oxygen promote the process of differ-
entiation and invasion by trophoblasts[48, 49].

Under hypoxic conditions, the hypoxia inducible factor
alpha (HIF-0) is activated, and this transcription factor in-
duces angiogenic and non-angiogenic factors [34]. Angio-
genic factors are indispensable for the normal development
of the placenta, principally in relation to proliferation and
vascularization processes and during the migration of tro-
phoblastic cells towards the maternal region. Among the
most important angiogenic factors are: VEGF, its VEGFR-1
(FIt1) and VEGFR-2 (KDR) receptors, the fibroblast growth
factor (FGF), the platelet growth factor (P1GF) and angio-
poyetin (ANG)[34, 50].

Studies on mice embryos demonstrate that the knockout
of the VEGF gene presents an abnormal development of
blood vessels and placenta formation, resulting in cardiovas-
cular defects and causing the death of the product at day 11
of gestation. In addition, the heterozygote knockout of this
gene, express low levels of VEGF leading to fetal and pla-
cental defects similar to homozygote, and causing death of
the product at 11-12 days of gestation. A null mutation in the
KDR receptor during pregnancy produces defects in the dif-
ferentiation of the hemangioblasts, precursors of hema-
topoietic and angioblast cells. Embryos that lack the
VEGFR-1/FIt-1 receptor develop angioblasts, but fail to
form blood vessels [51-54]. In the human placenta, the union
of VEGF with its FIt-1 receptor induces chemotaxis, stimu-
lating the trophoblast invasion [55]. VEGF has also shown
itself have many actions on endothelial cells such as: stimu-
lator of the proliferation and migration, induction of an acti-
vator of the plasminogen and, an inducer of microvascular
permeability [56-58]. PIGF is a weak inducer, compared to
VEGF, of chemotaxis and proliferation of endothelial cells,
possibly because it binds to the FIt-1 but not to the KDR
receptor [59, 60].

FGF stimulates proliferation of endothelial cells as well
as uterine and placenta arteries, and induces the differentia-
tion of the embryonic germinal layers, principally of the
mesoderm [61, 62]. VEGF and FGF have been associated
with the regulation of placental blood flow and the produc-
tion of nitric oxide (NO), a vasodilator that mediates the in-
crease in uterine blood flow induced by estrogens [63-65].

HIF-a also can induce inhibitors of trophoblast
differentiation, such as the transforming growth factor 3
(TGFB3) and Hash-2. Consequently, during the first 8 weeks
of gestation, trophoblasts remain in a relatively
undifferentiated and non-proliferate state. To the extent that
the gestation age progresses and the concentration of oxygen
increases, the expression of HIF-o. decreases, resulting in
diminished levels of its target genes and the complete
differentiation of the trophoblasts[66, 67].

It is commonly recognized that during pregnancy the
regulation of angiogenic factors is related to the concentra-
tion of oxygen, since the main regulator of these factors,
HIF-a, is regulated in this respect [68-71]. However, a nor-
mal pregnancy involves immunological and endocrine fac-
tors as well. A less explored area is the role played by hor-
mones in the regulation of angiogenic factors, although some
studies have indeed been done to establish the influence of
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hormones in angiogenic processes in the endometrium
[72-74].

Angiogenesis in the endometrium involves processes of
proteolytic degradation of the extracellular matrix, prolifera-
tion and migration of endothelial cells, and the formation of
capillary vessels that supply blood for the growth of the en-
dometrium. VEGF is an important factor in the regulation of
these processes, as it is known that the interaction of VEGF
with its VEGF-R2 receptor induces the recruitment and pro-
liferation of endothelial cells, while interaction with its
VEGF-R1 receptor induces endothelial cells to form capil-
lary vessels and promotes their interaction with tightly bound
proteins [51, 52]. Ang-1 and tie-2 participate in the maturity
of these vessels that promote the recruitment of perycites to
them [75, 76]. On the other hand, Ang-2 can bind to tie-2,
thus competitively inhibiting Ang-1 and causing the rupture
of blood vessels. It has been speculated that this process has
the aim of preventing the basal membrane from enclosing
the endothelial cells, thus allowing VEGF to have access to
these cells in order to induce proliferation [77, 78].

The regulation of the angiogenic factors in the endo-
metrium is very complex. The first studies on rhesus mon-
keys suggested that during menstruation there is an environ-
ment of hypoxia and ischemia in the endometrium [79].
Nonetheless, studies in women that used different techniques
for determining blood flow in the endometrium (xenon-133,
doppler) did not show a low concentration of oxygen, which
led to the questioning of former assumptions [80, 81].

It is known that steroid sex hormones play an important
role in the remodeling of the endometrium during the men-
strual cycle. Although the detection of receptors for steroid
hormones and the discovery of their mechanism of action
has been the subject of intense study in endothelial cells,
there is still controversy about the expression of these recep-
tors in endometrial endothelial tissue and their possible role
in angiogenesis. On the one hand, there is evidence of an
important participation of these hormones in angiogenesis
[82, 83]. Studies on stromal cells in vitro found that estradiol
and medroxiprogesterone acetate increase expression of the
mRNA of VEGF, and experiments in rat uterus showed that
estradiol (E,) and progesterone also augment the expression
of this factor [37, 84-87].

On the other hand, there is contradictory evidence about
the location and regulation of the expression of estrogen re-
sponse elements (ERES) in the promotor of the VEGF gene
[88-94]. Stoner et al. (2000 and 2004) demonstrated that the
alpha receptor for estrogens (ERa) does not interact directly
with EREs on VEGF, but in fact does so with Spl and Sp3
transcription factors, which interact with the VEGF promoter
after being induced by estradiol [95, 96].

In order to identify the transcription factors that interact
with the VEGF promoter, Kazi et al. (2005) studied the ef-
fect of E, on the expression of VEGF by immunoprecipita-
tion assays done with chromatin, finding that E, induces the
recruitment of ERa. and HIF-a to the VEGF promoter. The
binding of HIF-a to the VEGF gene is transitory and is in
accordance with the expression pattern of VEGF in the en-
dometrium. ERa interacts with the VEGF promoter through
the bond with Spl and Sp3. The binding of ERa with these
factors is maintained even though the levels of the VEGF
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messenger diminish, which suggests that other factors are
probably involved in its expression. It has also been demon-
strated that the binding of HIF-1a to the VEGF promoter is
necessary for the induction of the latter mediated by E, [97].

Other studies conducted on cell lines show that the ex-
pression of this factor increases through the influence of
other hormones, growth factors and cytokines under condi-
tions of a normal oxygen supply [98-101].

The increase in the expression of HIF-1a by diverse fac-
tors has been associated with its activation by phosphoryla-
tion. These factors stabilize HIF-1a and at the same time
increase its expression levels and transcriptional activity.
HIF-a can be phosphorylated by the PI3K and MAPK sig-
naling pathways, and these can be activated by E, [102-104].
The angiogenic processes in the endometrium during preg-
nancy have still not been fully clarified and require further
study.

PREECLAMPSIA

In the first trimester of pregnancy and the normal devel-
opment of the placenta, great changes take place in the uter-
ine vascular system. Extravillous trophoblast cells invade up
to the first third of the myometrium in the uterine wall and
interact with spiral arteries, replacing the vascular wall and
causing arteries of the placenta and uterus to distend. As a
consequence, the blood flow to the uterus increases, allowing
for an adequate perfusion and a supply of sufficient nutrients
for fetal growth [105, 106].

Preeclampsia is characterized by a deficient development
of the placenta, accompanied by a superficial endovascular
invasion of the trophoblast and an inadequate remodeling of
spiral arteries in the decidua and myometrium. The result is
placental hypoperfusion, oxidative stress and an exacerbated
inflammatory response, leading to clinical manifestations in
the mother, such as hypertension, proteinuria and/or indica-
tions of multi-systemic disorders, as well as the restriction of
intrauterine fetal growth [10, 107, 108]. The principal hy-
potheses about the etiology of preeclampsia involve neu-
roendocrine and immunological factors, the most accepted
being the immunological hypothesis and the angiogenic hy-
pothesis [109].

1. Immunological Factors in PE

As aforementioned, at the moment of embryonic
implantation the maternal decidua is completely infiltrated
by NK cells. The specific recognition of trophoblast ligands
by NK cell receptors causes the interaction of these two fac-
tors. The effector functions of NK cells depend on a very
fine regulation between inhibitory and activating receptors,
which can belong to distinct structural families: Immuno-
globulin-like receptors (KIR), type C heterodimeric receptors
of lectin (CD94/NKG), immunoglobulin-like transcripts
(ILT) and cytotoxic receptors of NK cells (NCR) [110].

KIR receptors recognize histocompatibility molecules of
the trophoblast, specifically HLA-G and HLA-C, the latter of
which is the only highly polymorphic HLA expressed in
trophoblast tissue. The interaction between the HLA mole-
cules of the trophoblast and KIR receptors of maternal en-
dometrial NK cells inhibits the cyotoxic activity of the latter
cells and modulates their production of cytokines and growth
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factors, thus favoring the growth of the trophoblast, the inva-
sion of the endometrium and vascular remodeling, which are
all necessary for the normal development of the placenta
[111-113].

There are at least 14 different members of the family of
KIR receptors. A study conducted on Caucasian women,
which compared the genotype of KIR receptors in women
with normal pregnancies and those with PE, found that the
presence of genotype AA (inhibitor), particularly the
KIR2DL1 gene, in women with PE, combined with the HLA-
C of group 2 in their babies increased the prevalence of this
disorder. The frequency of this combination was two-fold
greater in women with PE, representing an almost 50%
greater frequency than in women with normal pregnancies.
Given that this interaction is considered to be a strong inhibi-
tory signal for NK cells, and that the over inhibition of de-
cidual NK cells would avoid the adequate formation of the
placenta caused by the secretion of cytokines and factors of
vascular remodeling, it is probably the inhibition and not the
activation of NK cells that predisposes women to PE. Con-
trarily, the presence of activating receptors could be a protec-
tive factor[114, 115].

2. Angiogenic Factors in PE

In the trophoblast of women with PE, the over expression
of HIF-a and its target proteins has been found. These are
principally non-angiogenic factors: soluble fms-like tyrosine
1 (sFlt-1) and soluble endoglin (sEng). Additionally, inhibi-
tors of trophoblast (TGFp3) differentiation have been found.
sFIt-1 is a truncated variant of the membrane receptor
VEGFRL1, which antagonizes VEGF and P1GF. sEng acts in
the same manner through its soluble receptor for TGF-f1
[66, 116-118]. In women with PE a decrease in angiogenic
factors and an increase in anti-angiogenic factors have been
observed. Moreover, inhibitors of trophoblast differentiation
have been found, which coincides with the phenotypes found
in the placentas of these patients, characterized by an inade-
quate invasion due to an immature trophoblasts[119].

The imbalance between angiogenic and non-angiogenic
factors has been proposed as one of the principal causes of
the development of PE. Since HIF-a is the principal regula-
tor of such factors, various work groups are studying the
different pathways that could be responsible for its over ex-
pression in the placenta of women with PE[120, 121].

One of the most important and best characterized regula-
tory pathways of HIF-a is degradation by polyubiquitination,
which depends on the concentration of oxygen [122]. The
HIF protein is a heterodimeric transcription factor (HIF-a y
HIF-B). The best characterized isoforms are HIF-1a y HIF-
2a, whose transcriptional activity is regulated through two
transactivation domains, N-TAD and C-TAD, located to-
wards the extreme COOH-terminal [123, 124]. HIF-1a. is
directly regulated by a complex with ubiquitin E; ligase ac-
tivity. This complex, formed by the von Hippel Lindau pro-
tein (pVHL), elongin C and B, Cul2, and the E, enzyme
conjugated with ubiquitin and Rbx1, is responsible for the
polyubiquitination of HIF1-c, leading to its degradation by
the 26S proteasome[125].

In the presence of oxygen, HIF-a is enzymatically hy-
droxylated by members of the EGLN1-3 or PHD1-3 family
in an N-TAD domain, referred to as oxygen dependent deg-
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radation domain (ODDD) [126-128]. Under conditions of
scarce oxygen, HIF-a is stabilized, translocated to the nu-
cleus, and dimerized with HIF-B, forming an active complex
that binds with response elements in the promoter of its tar-
get genes, allowing for its transcription [126, 127].

Rajakumar studied diverse proteins that participate in this
route of degradation, looking for the probable cause of the
over expression of HIF-a. Whereas no differences in the
expression of pVHL were found between the placenta of
women with normal pregnancies and those with PE, in the
latter cases an increase was observed in hydroxylase PHD-3,
which may participate in reestablishing the concentration of
HIF-a[129, 130].

Currently we are studying other proteins involved in the
regulation of HIF-a. The results indicate that there are differ-
ences in the expression of pVHL in women with severe PE
versus those who are normotensive with mild PE. Further-
more, we have analyzed different hydroxylases that partici-
pate in this pathway and like Rajakumar have found an in-
crease in the expression of some of the HIF-o hydroxylases
(data submitted to be publish).

The expression of HIF-o could also be modified by ge-
netic factors. Yamada et al. (2005) have described 35 poly-
morphisms of the HIF1A gene, three of which are located in
coding regions S28Y, P582S and A588T [131]. Tanimoto et
al. (2003) explained that the presence of P582S and A588T
polymorphisms can increase the transcriptional activity of
this gene in comparison with the common isoform [132].
Heino et al. (2008) studied these polymorphisms and their
relation to the development of PE in a Finnish population,
without finding any correlation between the presence of
these variants of the HIF1A gene and the development of PE
[133]. In a Mexican population we have found frequencies of
these polymorphisms similar to those in other populations.
Like Heino et al., we did not observe any significant differ-
ence in these polymorphisms between pregnant normoten-
sive women and those with PE, suggesting that other factors
associated with HIF-o probably participate in the develop-
ment of this disorder.

Diverse studies have indicated that 2-metoxioestradiol
(2-ME) destabilizes the formation of microtubules and inhib-
its HIF-0.[134, 135]. 2-ME is a metabolite produced from E,
by the catecol-O-metiltransferase (COMT) enzyme, which
increases its concentration during pregnancy [136, 137]. Ka-
nasaki et al. (2008) demonstrated that mice with a COMT
deficiency acquire a phenotype with characteristics similar to
PE. They found that the levels of COMT and 2-ME were
significantly less in women with PE compared to those who
were pregnant and normotensive. In this way, they managed
to establish the first model of human like-PE in mice and
suggested that COMT and 2-ME could be good markers in
the clinical diagnosis of PE [138].

Angiogenic factors are also regulated by immunological
factors. Fons et al. (2006) demonstrated that the soluble
HLA-G1 isoform (sHLA-G1) has anti-angiogenic properties
in vitro and in vivo. In a model of neovascularization in rab-
bit cornea they showed that sHLA-G1 can decrease angio-
genesis by inhibiting FGF [139].
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Angiogenic factors have a fundamental participation in
the normal development of the placenta. Hence, alterations
in factors that regulate angiogenesis, such as HIF-a, COMT,
2-ME and HLA-G, are probably related to the development
of PE.

CONCLUSION

Owing to the complexity of the regulation of placenta-
tion, it is important to continue developing an integral analy-
sis of the distinct pathways involved, as well as of all of the
other molecular and genetic mechanisms that could partici-
pate in the etiology of PE, especially in relation to the im-
mune and endocrine systems. Such an integral analysis of the
etiology of PE based on a better understanding of all of the
factors of the physiopathology of the development of the
placenta in women with PE could facilitate the discovery of
better treatments for affected women.
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