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Resamen

La principal explicacién para el aborto de em-
briones genéticamente normales es el dafo vascular
producido por algunas citoquinas. Se ha hecho crucial
identificar el rol de cada una en la vascularizacién en-
dometrial y placentaria. Entre las citoquinas estudiadas,
la interleuquina-6 ha sido recientemente considerada un
factor capaz de resolver el final de un proceso inflamato-
rio a favor de la sintesis de citoquinas antinflamatorias.
En esta revision analizamos el rol de IL-6 en el control
de la transicidn de la implantacion a la vascularizacion
placentaria; en la capacidad invasiva del embrién; en la
modulacién de la respuesta inmune mediada por anti-
cuerpos y en la respuesta a infecciones bacterianas, du-
rante la gestacion. Para ello utilizamos el modelo muri-
no abortador de hembras CBA/J prefiadas por machos
DBA/2. Demostramos que estas placentas son deficien-
tes en la producciéon de IL-6 durante la etapa de vas-
cularizacién placentaria, y que esto puede ser corregi-
do con una terapia de reemplazo de IL-6, asi como con
tratamiento anticoagulante o antioxidante con vitamina
E. Los tres tratamientos fueron capaces de disminuir el
indice de pérdidas fetales. Asimismo, IL-6 fue capaz de
incrementar la produccion de anticuerpos protectores de
la unidad fetoplacentaria, en hembras multiparas.

Durante una infeccion bacteriana, la IL-6 tendria
un rol diferente. Los receptores de la inmunidad innata
tipo Toll para lipopolisacdrido, estarian involucrados en
este proceso abortogénico. La induccién de tolerancia a
LPS durante la prefiez del modelo murino fue capaz de
prevenir un incremento exacerbado y abortogénico de
IL-6 durante la etapa de vascularizacién placentaria.
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Introduccion

Desde que se ha aceptado que la principal expli-
cacién para el aborto de embriones genéticamente nor-
males es el dafo vascular producido por algunas citoqui-
nas ! la Inmunologfa se ha acercado a la Hematologia
en términos de Medicina Reproductiva. A partir de ello,
se ha caracterizado que tanto el proceso de vasculari-
zacion endometrial como placentaria estan gobernados
por citoquinas, y que el balance final de estas moléculas
reguladoras es especifico de cada etapa de la gestacion
@49, En este sentido se ha hecho crucial tanto identificar
el rol de cada una en la vascularizacion endometrial y
placentaria, como definir las reglas que regulan la transi-
cion desde un proceso inflamatorio necesario para que la
implantacion embrionaria se produzca, hacia un proceso
antinflamatorio y angiogénico propio de la placentacion.
Entre las citoquinas estudiadas, la IL-6 habia sido has-
ta ahora muy controvertida en reproduccién, ya que su
rol fue incluido tanto en los procesos pro-inflamatorios
como antinflamatorios 9. Algunos autores considera-
ron que un exceso en los niveles de su produccion esta-
ria implicado en la causa de infertilidad o aborto recu-
rrente ”, mientras que otros atribuyen el mismo efecto a
su deficiencia ®°. En este punto era 16gico postular que
el efecto de IL-6 podria depender, no solo de su concen-
tracién, sino de la etapa de la gestacién en que fuera
estudiado.
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Considerando ademds que esta citoquina ha
sido recientemente considerada como un factor capaz
de resolver el final de un proceso inflamatorio a favor
de la sintesis de citoquinas antinflamatorias '?, hemos
planteado como hipdétesis que esta interleuquina podria
ser uno de los factores reguladores de la transicién de un
ambiente propio de una implantacion exitosa, a uno apto
para una correcta vascularizacion placentaria.

En esta revision analizaremos, ademas, su rol
en el control de la capacidad invasiva del embrién, asi
como en la modulacién de la respuesta inmune mediada
por anticuerpos durante la gestacion, y en la respuesta a
infecciones bacterianas durante la misma.

Interleukina 6 y reproduccion: que se sabia hasta hoy

IL-6 es una citoquina pleiotrépica y multifun-
cional, que pertenece a una familia que comparte el mis-
mo receptor de membrana CD130. Estudios realizados
en ratones knock-out para IL-6, han demostrado que la
mayorfa de sus funciones pueden ser llevadas a cabo
por otras citoquinas de la familia, como lo son el LIF,
la IL-11, la oncostatina M, el factor neutréfilo ciliar y la
cardiotropina. A pesar de que la mayoria de sus funcio-
nes bioldgicas ocurren por activacion de CD130 al unirse
IL-6, existe un receptor soluble especifico (CD126) que
forma un complejo agonista, capaz de desencadenar res-
puestas de sefializacion a través de la via de JAK-STAT.
La regulacion de su actividad se da a través de SOCS 3
(supresor de la sefializacién de citoquinas).

La clasificaciéon de la Interleuquina-6 como
Thl o Th2 ha sido considerada muy controvertida du-
rante varios afios. Esta controversia estd basada en que
la misma molécula puede presentar ambas caracteristi-
cas dependiendo de la dosis, la fuente celular y la etapa
gestacional estudiada V. Hoy en dia se considera que la
presencia de IL-6 desplaza la balanza Th1/Th2 hacia una
respuesta Th2 (2,

Se ha demostrado que es necesaria en la implan-
tacion, posiblemente debido a que regula la produccion
de enzimas del tipo de las metaloproteasas, responsables
de la digestion de la matriz extracelular ®. Hacia el final
del embarazo, los niveles de expresion de ARN mensa-
jero de IL-6 son cuatro veces mayores que en el primer
trimestre, posiblemente porque estd involucrada en el
proceso pro-inflamatorio del trabajo pre-parto 19, La
exposicion de células estromales del endometrio a IL-6
desencadena el proceso de decidualizacion . Mien-
tras que sus niveles de produccién endometrial durante
la prefiez temprana también se refuerzan por accién del
embrion 9, niveles deciduales exacerbados de esta cito-
quina son perjudiciales para el mantenimiento de la pre-
fez. El estradiol y la progesterona estarian implicados

en la regulacion de su expresion '”. Sin embargo, poco
se sabe hasta ahora de los posibles mecanismos implica-
dos en el éxito gestacional.

IL-6 y la prevencién del aborto recurrente

La placenta constituye la principal fuente de
IL-6 durante la gestacién '® y su deficiencia estd fre-
cuentemente asociada a aborto recurrente 2%, Conside-
rando ademads que durante el primer trimestre la IL-6 estd
implicada en la remodelacion de tejidos placentarios, asi
como en la hematopoyesis y la vascularizacion de las
vellosidades placentarias, hemos decidido caracterizar
los niveles de esta citoquina en el aborto recurrente aso-
ciado a fallas inmunoldgicas y hematologicas.

Para ello ha sido particularmente qtil el uso del
modelo murino abortador de hembras CBA/J prefiadas
por machos DBA/2 @V, Esta cruza alogeneica muestra
una exacerbada expresion placentaria de citoquinas in-
flamatorias, que desencadena un desequilibrio en la ex-
presion del factor pro-coagulante fgl2. Esto correlaciona
con un alto indice de muerte fetal por isquemia . He-
mos demostrado en este modelo, que las placentas co-
rrespondientes a la cruza abortadora expresan menores
niveles de IL-6 que los de la cruza control alogeneica
no abortadora: de hembras CBA/J prefiadas por machos
BALB/c @?. Sin embargo, es importante destacar que
esta deficiencia se observa durante el periodo correspon-
diente a la ventana de vascularizacién placentaria (dia 8
a 10,5 de la gestacion del ratén). A partir de este dato,
hemos postulado que la deficiencia de IL-6 que presen-
tan las placentas del modelo abortador seria en parte la
causa de un inapropiado control que lleva a una infla-
macion exacerbada, la cual deriva en una inadecuada
angiogénesis. Este desbalance conduce a la muerte fetal
por isquemia en el momento en que debia producirse el
establecimiento de una adecuada circulacion.

Considerando que varios autores han demostra-
do, in vitro, que existe un efecto autdcrino de la IL-6, el
cual es dependiente de los valores de ARN mensajero *
29 analizamos el efecto in vivo de la inoculacién post-
implantaciéon de 2500U de IL-6 recombinante humana
(rhIL-6). Demostramos un incremento en los niveles lo-
cales de IL-6 feto-pacentaria murina, alcanzando valores
similares a los expresados por la cruza normal (CBA/J x
BALBY/c). Este incremento de IL-6 endégena fue acom-
pafiado de una disminucién del indice de pérdidas feta-
les de las hembras tratadas “?. Sin embargo, cuando se
ensayod la misma dosis de 2500U de rhIL-6 a hembras
prefiadas, pero inoculadas desde el periodo pre-implan-
tacion, encontramos que esta dosis producia un 100% de
aborto. El mismo efecto perjudicial se produjo cuando
se inocularon 5000U tanto al grupo abortador como al
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grupo control ?. Estos datos sostienen la hipdtesis de
que la IL-6 tiene diferentes roles dependiendo de la do-
sis y de la etapa gestacional estudiada.

IL-6 y su rol en la terapia anticoagulante y antioxi-
dante del aborto recurrente

Ha sido demostrado que el proceso trombdtico
inducido por citoquinas en el endotelio de la vasculatura
utero-placentaria es causa de aborto ®. Por otra parte,
se ha confirmado el efecto preventivo de la terapia con
heparina de bajo peso molecular (enoxaparina) en muje-
res trombofilicas con fallas de aborto recurrente ®¥. Es
necesario tener en cuenta, ademads, que la IL-6 es una
heparin-binding-protein, y que esta unién protegeria a
la IL-6 de la degradacion enzimadtica ?®. Considerando
estos antecedentes, hemos investigado el efecto del tra-
tamiento post-implantacion con enoxaparina de las hem-
bras del modelo abortador CBA/J x DBA/2 sobre los ni-
veles de produccion de IL-6 placentaria y sobre el indice
de aborto. El tratamiento de la prefiez con enoxaparina,
es capaz de disminuir el indice de pérdidas fetales e in-
ducir al mismo tiempo un efecto inmunomodulador me-
diante la regulacion de la sintesis de IL-6, ya que revierte
la deficiencia placentaria de esta citoquina que presentan
las hembras de esta cruza abortadora 2.

Este efecto protector de la gestacion, podria es-
tar asociado a un efecto antinflamatorio ejercido por la
heparina. Sin embargo, la inflamacién es un mecanismo
necesario pero no suficiente para que el evento trombo6-
tico se produzca. A partir de esto, consideramos la hi-
potesis donde se postula que el estrés oxidativo es un
mecanismo implicado en la etiologia del aborto, a pesar
de que aun no se ha podido esclarecer si es indepen-
diente o no de un proceso inflamatorio que lo precede.
Teniendo en cuenta que se ha demostrado que el trata-
miento in vitro con Vitamina E es capaz de disminuir la
produccidn de citoquinas inflamatorias como la [L-12 y
el IFN-y @7, hemos evaluado el efecto del tratamiento
sobre los niveles de produccién de IL-6 en el modelo
abortador murino. Los resultados obtenidos fueron de-
pendientes de la dosis y de la etapa de la gestacién a la
que la vitamina fue administrada, y mostraron un efecto
preventivo sobre el aborto de mas de un 90% para la
dosis de 15mg/dia administrados desde el inicio de la
gestacion y hasta el momento en que los eventos que
conducen a la vascularizacion placentaria culminan (dia
8,5-12,5). Este efecto es acompafiado de un incremento
en la sintesis in vivo de IL-6 placentaria.

Se ha demostrado ademads que la Vitamina E es
capaz de inducir la sintesis del factor de transcripcién
inducible de hipoxia HIF 1-a, capaz de activar la trans-
cripciodn del factor de crecimiento del endotelio vascular
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VEGF frente a una situacion de hipoxia o de estrés oxi-
dativo ®®. Es importante tener en cuenta que este factor
de crecimiento endotelial es un mitégeno especifico del
endotelio que promueve la angiogénesis de la vascula-
tura placentaria ®, y su expresion se encuentra alterada
en el aborto recurrente . A partir de esto, evaluamos
los niveles de expresion de VEGF en las placentas de
las hembras abortadoras, y el posible efecto del trata-
miento con Vitamina E sobre su sintesis. Los resultados
obtenidos demuestran que al igual que ocurre para IL-6,
existe una deficiencia en la produccién de VEGF por las
placentas de la cruza abortadora. Este hecho sugiere que
la deficiencia de esta citoquina angiogénica podria estar
vinculada a la etiologia de la muerte fetal, que ocurre en
el momento que se produciria la transicion de la suple-
mentacion de oxigeno al feto mediante difusion, hacia
una circulacién placentaria definida. Por otra parte, de-
mostramos que el tratamiento con Vitamina E también
fue capaz de incrementar los niveles de VEGF.

Siguiendo con esta linea de estudio, investi-
gamos si el tratamiento antioagulante y preventivo del
aborto con enoxaparina, tendria también algin efecto
sobre la produccién de esta citoquina angiogénica. Los
datos obtenidos demostraron que, al igual que ocurre
con el tratamiento con Vitamina E, la inoculacién post-
implantacién de enoxaparina es capaz de incrementar
significativamente los valores de VEGF, con respecto a
los animales abortadores no tratados. Estos resultados
permiten concluir que, tanto el tratamiento anticoagu-
lante con enoxaparina como el antioxidante con Vitami-
na E, tendrian un efecto preventivo del aborto acompa-
fado de una accién inmunomoduladora similar.

Este resultado es de potencial importancia en
su posible aplicacion clinica, ya que podria plantearse
una alternativa terapéutica para el tratamiento del aborto
recurrente en aquellas pacientes donde la terapia anti-
coagulante no estd indicada.

A partir de estos datos hemos postulado que la
IL-6, en nuestro modelo de estudio, estaria regulando el
final del predominio inflamatorio de la ventana implan-
tatoria para favorecer la angiogénesis placentaria.

IL-6 y su rol en la modulaciéon de la respuesta me-
diada por anticuerpos

Durante la prefiez el feto alogeneico no repre-
senta un material inerte. La madre es capaz de montar
una respuesta inmune directa contra los antigenos pa-
ternos presentados por la progenie. Sin embargo, en
circunstancias normales, no ocurre ningtin dafio inmu-
noldgico en la unidad materno-fetal. Entre los variados
mecanismos a través de los cuales se induce una tole-
rancia temporal materna, podria mencionarse la sintesis
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de factores supresores placentarios capaces de inducir la
produccidn de anticuerpos protectores del antigeno. Mas
aun, se ha demostrado que luego de la implantacién la
madre produce estos anticuerpos bloqueantes, los cuales
son esenciales para prevenir el rechazo inmune del feto.
Fallas en esta respuesta podrian causar aborto recurrente
en el primer trimestre ©". Entre estas moléculas, hemos
descrito el rol de los anticuerpos asimétricos durante la
gestacion %, Estos anticuerpos se encuentran en el sue-
ro y placenta de mujeres embarazadas, y gran parte de
ellos son especificos contra antigenos paternos ©¥. Las
moléculas IgG asimétricas son funcionalmente univa-
lentes, debido a la presencia de un hidrato de carbono
en uno de los paratopes, que provoca un impedimento
estérico y su correcta interaccién con el epitope anti-
génico. Por lo tanto, son capaces de unirse al antigeno,
pero no desencadenan respuesta citotéxica. De alli su
clasificacién como bloqueantes. Cuanto mayor sea su
proporcidn respecto del mismo anticuerpo con actividad
anti-paterna, mayor serd el efecto protector.

Considerando que la IL-6 es una citoquina ca-
paz de inducir la sintesis de inmunoglobulinas, y que esta
implicada en la glicosilaciéon de IgG, hemos estudiado
su rol en la produccién de estos anticuerpos durante la
prefiez ¥ Demostramos que la IL-6 producida por la
placenta humana es capaz de incrementar la proporcion
de IgG asimétrica monoclonal secretada in vitro ¢, y
que ratones knock-out para IL-6 presentan una disminu-
cién significativa en los niveles séricos de IgG asimétri-
ca, la cual va acompafiada de un aumento en el indice de
aborto. Considerando que 2500U de rIL-6h inoculadas
post-implantacién en la gestacion de hembras abortado-
ras CBA/] x DBA/2, corrige la deficiencia placentaria
en la produccion de esta citoquina, evaluamos la sinte-
sis de asimétricos en este modelo murino. De acuerdo
con lo esperado, el tratamiento fue capaz de incrementar
significativamente la proporcion de estas moléculas pro-
tectoras del antigeno, pero inicamente en hembras mul-
tiparas. De hecho, en primeras prefieces, no existen di-
ferencias significativas en la produccién de asimétricos
entre la prefiez de la cruza abortadora y la normal, tanto
anivel sérico como local. Es importante analizar este he-
cho, ya que probablemente por dificultad en las técnicas
de deteccidn, la expresion de anticuerpos con actividad
anti-antigenos paternos sélo ha sido posible demostrarla
en multiparas @¥. Sucesivas exposiciones del sistema in-
mune materno a la presencia de alo-antigenos paternos
expresados por el feto, podria ser el motivo por el cual
el grado de paridad aumenta la expresion de anticuerpos
bloqueantes y reduce el indice de pérdidas fetales ©9,

IL-6 y respuesta a infecciones bacterianas durante la
gestacion

Recientemente se ha demostrado que entre los
factores que contribuyen al elevado indice de aborto aso-
ciado a un estado pro- inflamatorio de la cruza abortado-
ra CBA/J x DBA/2, el lipopolisacarido bacteriano (LPS)
ambiental tendria un rol fundamental ¢?. Las citoqui-
nas del tipo Th1 incrementan la sensibilidad a las infec-
ciones bacterianas, y los niveles de endotoxinas como
el LPS incrementan el nivel de pérdidas fetales ¢7. El
tratamiento de hembras abortadoras prefiadas con bajas
dosis de LPS provoca una tolerancia en la respuesta a
dosis abortogénicas de la toxina. Estudios previos han
demostrado que el tratamiento in vivo con bajas dosis de
LPS (subletales y no abortogénicas) es capaz de reducir
la respuesta de los macréfagos a una segunda estimula-
cién con esta molécula. Este mecanismo es mediado por
la inactivacion de la via NFxf3, que se produce por la
disminucion de la expresion del receptor a LPS tipo Toll
TIr4 de la respuesta innata en la superficie de estas c€lu-
las ©¥, Entre las citoquinas que ven reducida su sintesis
en macrofagos tolerizados se encuentra la IL-6. Tenien-
do en cuenta que estas células constituyen la principal
fuente de esta citoquina placentaria luego de los trofo-
blastos, decidimos analizar los niveles de produccién de
IL-6 en cultivos de suspensiones celulares obtenidas del
bazo y de la placenta de las hembras tratadas con LPS,
en comparacion de las no tratadas. Los resultados obte-
nidos demostraron que una dosis de tolerizacion de 1ug/
dia de LPS fue capaz de prevenir el aumento a niveles
exacerbados de IL-6, que estdn asociados a la induccién
de pérdidas fetales mediante el desafio con una dosis
alta y abortogénica del lipospolisacérido®. Este efecto
podria ser explicado por la disminucién de la expresion
del Tlr4, provocado por la induccién de tolerancia a LPS
que lleva a la inactivacién del factor de transduccién
NFkf, responsable de la sintesis de IL-6¢¥.

Conclusion

Por todo lo expuesto, podemos postular que la IL-6
es una citoquina esencial para la regulacion de la res-
puesta inmune durante la gestacion, ya que regularia
la transicion de la respuesta inflamatoria necesaria
para que la implantacion embrionaria se produzca,
hacia una respuesta anti-inflamatoria y angiogénica,
fundamental para la vascularizacién placentaria.

El efecto preventivo del aborto ejercido por el pro-
tocolo de reemplazo de IL-6, el tratamiento antioxi-
dante con Vitamina E y el tratamiento anticoagulan-
te con enoxaparina, estarian acompainados por un
efecto inmunomodulador similar, mediado por IL-6.
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El incremento en la sintesis de VEGF podria es-
tar vinculado a un didlogo molecular en la produccién
de ambas citoquinas, bajo el estimulo del factor de trans-
cripcién HIF-1o. Tanto el tratamiento con Vitamina E,
enoxaparina o la terapia de reemplazo de la IL-6 durante
la gestacion, estarian compensando directa o indirecta-
mente la accién de este factor inducible por hipoxia, en
una situacion de aborto recurrente. Mayores estudios es-
tan siendo llevados a cabo con la técnica de interferencia
de ARN, para comprobar esta hipdtesis.

Por otra parte, podemos concluir que la IL-6 es-
taria regulando, ademds, la calidad de la respuesta inmu-
ne mediada por anticuerpos durante la gestacion, favo-
reciendo un incremento en la produccién de anticuerpos
bloqueantes, del tipo asimétricos.

Mas aun, de acuerdo con los resultados obteni-
dos en el modelo de tolerizacién al LPS, la interleuquina
6 serfa uno de los factores mediadores de la transicién
de la respuesta inmune innata a la adaptativa, durante la
gestacion.
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