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Introduccion

La reproduccion humana es un proceso biolégico
relativamente ineficiente. S6lo el 50 al 60% de todas las
concepciones superan las 20 semanas de gestacion, sien-
do las fallas en la implantacién responsables de aproxima-
damente 75% de estas pérdidas -?. Una implantacién sa-
tisfactoria es el resultado final de complejas interacciones
moleculares entre un ttero preparado hormonalmente y
un blastocisto maduro. Asi, se generaria un dialogo entre
la madre y el feto en el que participarian factores hormo-
nales, de crecimiento y diferenciacién placentarios inter-
conectando los sistemas inmune, nervioso y endocrino.

Hasta la década de los 90, el dogma inmuno-
l6gico para mantener un embarazo exitoso sostenia la
generacion de una respuesta inmune anti-inflamatoria

con la consiguiente produccién de citoquinas (respues-
ta inmune tipo Th2 asociadas a respuestas humorales) y
factores de crecimiento que promueven la diferenciacién
y desarrollo de células trofobldsticas, asi como también
controlan su camino invasivo . Sin embargo, ciertas
citoquinas asociadas a respuestas celulares y pro-infla-
matorias (respuesta inmune tipo Thl), potencialmente
deletéreas, estan presentes en sitios peri-implantaciona-
les normales 7. Una paradoja clésica es la del IFNy,
que en alta dosis en el endometrio uterino presenta efec-
tos pro-abortivos, sin embargo en baja dosis contribuiria
a la remodelacion tisular e implantacién exitosa. Por lo
tanto, las citoquinas no solamente tienen un rol in-
munolégico sino también participan en la remodela-
cién tisular y en la angiogénesis .

En etapas tempranas del embarazo se generaria una respuesta inflamatoria y un perfil de citoquinas tipo Th1 que
permitirian la implantacién embrionaria. Seguidamente, se inducirian factores inmunoreguladores, que controlarian la
respuesta celular potencialmente dafina e inducirian un “cambio” hacia un perfil tipo Th2, asociado con una etapa de
crecimiento fetal.
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El conjunto de estas evidencias, sumado al he-
cho de que la implantacién involucra un proceso infla-
matorio, cuestionan el dogma “Th2 = embarazo exitoso”
y “Thl = aborto espontdneo” y permiten formular una
nueva hipétesis:

De acuerdo con esta hipétesis, la necesidad de
citoquinas tipo Thl en etapas tempranas, y de tipo Th2
mds tardiamente implica un “switch” o cambio finamen-
te regulado !V, De esto se desprende que la imposibili-
dad de controlar la respuesta inflamatoria inicial podria
generar un aborto espontdneo (ARE) o incluso la ocu-
rrencia de reiteradas fallas implantatorias.

El ARE es una entidad clinica que afecta entre
el 2 y 5 % de las mujeres con abortos espontdneos @. Si
bien la frecuencia de esta patologia es baja, hasta el mo-
mento no se ha determinado la causa de los mismos, ni
existen marcadores con valor diagndstico o prondstico.

En este contexto, el VIP (péptido intestinal va-
soactivo), un neuropéptido producido por células lin-
foides y neuronales, con una potente capacidad anti-
inflamatoria, regula el balance de mediadores pro/anti
inflamatorios re-dirigiendo la respuesta inmune hacia
un perfil tipo Th2 1519, VIP se expresa en neuronas en
distintas 4reas del sistema nervioso central y periférico y
por lactotrofos de la pituitaria y pancreas ("9,

Frente a cualquier estimulo inflamatorio como
por ejemplo bacterias o productos de ellas, los macréfa-
g0os se activan y en consecuencia producen citoquinas y
quimioquinas pro-inflamatorias, moléculas de adhesion
y modulan la expresién de moléculas asociadas con la

presentacién antigénica. Las propiedades anti-inflama-
torias de VIP se basan en su habilidad de inhibir fun-
ciones del macrdfago, asi como también la migracion
leucocitaria y la proliferacion de células T 2",

Recientemente, Chorny y colaboradores demos-
traron que monocitos diferenciados a células dendriticas
(células con capacidad de iniciar la respuesta adaptati-
va) en presencia de VIP, protegen del rechazo agudo
caracteristico de la enfermedad injerto contra huésped
(GVHD) en el modelo murino de transplante de médula
6sea alogénica. Pudieron determinar que VIP les brinda-
ba a estas células la capacidad de inhibir la respuesta
alogénica, ya que inducian linfocitos T regulatorios,
suprimiendo asi la expansion masiva de linfocitos T
aloreactivos efectores ©°.

En el contexto de tolerancia materno-fetal, VIP
se visualizé por inmunocitoquimica en la formacién de
la placenta, y regularia la embriogénesis en etapas tar-
dias de la implantacién (entre dias 9 y 11 en el modelo
murino) @V, El mecanismo por el cual VIP regula la em-
briogénesis es aun desconocido, sin embargo, presenta
varias funciones como por ejemplo estimular la libera-
cién de factores neurotréficos y citoquinas ©?. El hecho
de que VIP actiie durante un periodo limitado entre
la implantacién y la placentacién, periodo de suma
vulnerabilidad ¢, sumado a la capacidad de VIP de
suprimir la respuesta alogénica, lo postulan como un
factor fundamental en la induccién y mantenimiento
de la tolerancia materna.

Hipotesis del trabajo: En la fase final de la implantacién y el comienzo de la placentacion VIP seria capaz de frenar la
respuesta pro-inflamatoria, induciendo la produccién de citoquinas y quimioquinas asociadas a un patrén tipo Th2 y cé-
lulas T regulatorias. Estas ultimas, junto con citoquinas supresoras, inhibirian la expansién masiva de linfocitos maternos
activados por antigenos fetales. Este circuito estaria potenciado en presencia de progesterona.

en la interfase materno-fetal.

OBJETIVO GENERAL: Teniendo en cuenta que la ventana de implantacién es considerada un proceso inflamatorio y
que un embarazo exitoso depende de su control, el objetivo de este trabajo fue estudiar la participacion de VIP como un
factor anti-inflamatorio critico en el dialogo materno fetal entre células trofoblasticas y leucocitos maternos. Asi también,
estudiar posibles alteraciones en su produccion y funcién que podrian tener lugar en el aborto recurrente a repeticion.

Para el desarrollo del presente se utilizaron como modelos in vitro:
- Co-cultivos de células trofoblasticas y células mononucleares de sangre periférica materna representando el dialogo

- Co-cultivos de linfocitos maternos y paternos representando la respuesta alogénica materna.

Poblacién y Modelos Experimentales
1- Células trofobldsticas: Linea celular Swan71

Se utilizaron cé€lulas inmortalizadas a partir de
trofoblasto de primer trimestre las cuales fueron obte-
nidas y caracterizadas en el laboratorio del Dr. Gil Mor
(Yale, University).

2- Pacientes y grupo control

-Pacientes con sindrome de Aborto Recurrente
Espontdneo: Se seleccionaron pacientes que cumplie-
ron con los siguientes criterios de inclusion:

1- Mujeres con 3 6 mds abortos consecutivos
ocurridos antes de las 12 semanas de gestacién y con el
mismo patrén de pérdida, sin causas anatémicas, genéti-
cas, infecciosas, endocrinoldgicas o autoinmunes.
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2- Edad materna entre 25 y 42 afios

3- Ausencia de actividad bloqueante evaluada
en el Cultivo Mixto Linfocitario (CML)

- Mujeres Fértiles: Grupo control
Se estudiaron mujeres fértiles:
Edad entre 25-42 afios

Que tengan 2 0 més embarazos a término y que
no hayan sufrido pérdida de ningiin embarazo en su his-
toria clinica.

3- Diserio de co-cultivos in vitro

- Co-cultivos de lineas celulares y células mo-
nonucleares de mujeres fértiles o pacientes como refle-
Jjo del didlogo materno-fetal

Las células trofoblasticas Swan-71 fueron culti-
vadas en medio (DMEM High glucosa, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) con suero fetal bovino (Gibco) 10%
hasta alcanzar el 60% de confluencia. Luego se co-cultiva-
ron en presencia de células MNT (mononucleares totales)
de sangre periférica de pacientes con ARE o de mujeres
fértiles previamente purificados (2 x 10 células por cada
botella de 25cm?). Las células recuperadas y/o los sobre-
nadantes se evaluaron segin se detalla a continuacion.

- Co-cultivos de células mononucleares de mu-
Jeres fértiles o pacientes con ARE con células paternas
como reflejo de la respuesta alogénica in vivo hacia
antigenos fetales. (Cultivo Mixto Linfocitario)

Esta técnica consiste en la medicién de la proli-
feracion celular T en respuesta a aloantigenos presentes
en cé€lulas MNT de un individuo no relacionado. Las cé-
lulas MNT se resuspenden en medio completo RPMI-
1640 (1x10° células por pocillo) y se enfrentan con célu-
las estimuladoras previamente tratadas con mitomicina
C (1x10° células por pocillo) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO). La mezcla de células respondedoras y es-
timuladoras se cocultivan en distintas combinaciones
durante 5 dias en placas de poliestireno de 96 pocillos
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) a 37°C en es-
tufa con 5% CO,. Como controles se utiliza la respuesta
autdéloga de cada individuo (respuesta basal) y la res-
puesta hacia un tercer dador no relacionado. Luego de
los correspondientes periodos indicados de cultivo se
agrega un pulso de *H-timidina (NEN, Boston, MA) de
1 uCi/ pocillo y se continua la incubacién por 18 hs mds
para permitir su incorporacién al ADN. Finalmente las
células se cosechan en papel de fibra de vidrio (What-
man, Maidstone, UK) utilizando un cosechador celular
(Packard Instruments, LaGrange, IL). La incorporacién
de radioactividad se cuantificé utilizando un contador de
centelleo liquido (Packard Instruments, LaGrange, IL).
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Material y Métodos

1- Aislamiento de células MNT: Las MNT se
obtuvieron a partir de sangre periférica anticoagulada
proveniente de mujeres fértiles y de pacientes con ARE.
Luego de realizar un gradiente de densidad utilizando Fi-
coll-HyPaque (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia), el halo correspondiente a las MNT se recuperd,
se lavo con solucion fisioldgica y se resuspendid en medio
RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suple-
mentado con 10% de suero AB humano, 2 mM glutamina
(Life Technologies, UK) y gentamicina 20 pw/ml.

2- Marcaciones por Inmunofluorescencia: Se
realizaron marcaciones directas, indirectas, de superfi-
cie e intracitoplasmaticas utilizando distintos Acs. mo-
noclonales conjugados con distintos fluorocromos, entre
ellos: IgG1 de ratén PE (control de isotipo) y anti-LIF
PE (Becton Dickinson, San José, CA). Para determi-
nar la poblacién de células T regulatorias se realizaron
triples marcaciones incluyendo los marcadores CD4 y
CD25 de superficie e intranuclear para Foxp-3. Todas las
muestras se analizaron en un Citémetro de Flujo Facs-
tar plus analyzer (Becton Dickinson, CA), se adquieren
10.000 eventos. Los resultados se interpretaron utilizan-
do el programa WinMDI® versién 2.8 y se expresaron
como porcentajes de células positivas usando los corres-
pondientes controles para determinar en cada caso el
cuadrante o punto de corte.

3- Ensayos de Western Blot: Las células cul-
tivadas bajo distintas condiciones se lavaron con PBS
a temperatura ambiente. Luego los botones celulares se
mezclaron con 1 ml de solucion fria, conteniendo 5 mM
EDTA, 1% NP-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1%
SDS, 142.5 mM KCI, 5 mM MgCI2, 10 mM HEPES,
pH 7.2, junto con un cocktail de inhibidores de proteasas
(0.2 mM PMSEF, 0.1% aprotinina, 0.7 ug/ml pepstatina
y 1 ng/ml leupeptina) (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) y se incubaron por 30 min. en hielo. Las mues-
tras se centrifugaron a 15,000 x g por 20 min. a 4°C y
los sobrenadantes, representando el lisado celular total,
se almacenaron a -70°C hasta su uso. La concentracién
de proteinas se estimé utilizando el equipo de micro-
BCATM (Pierce, Rockford, IL).

Los geles de poliacrilamida con SDS se corren
en un aparato de electorforesis Miniprotean II (Bio Rad,
Richmond, CA). Cantidades iguales de proteinas (30 pg
por cada calle) se diluyeron en buffer de siembra y se re-
solvieron en un gel de poliacrilamida 10% para Foxp-3 y
T-bet y 15% para LIF. Luego de la electroforesis, las pro-
teinas separadas y transferidas a membranas de nitrocelu-
losa se incubaron en presencia del correspondiente 1 Ac.
policlonal. Luego de realizar 2 lavados con buffer TBE, se
incubaron con un 2% Ac. conjugado con HRP y las bandas
se detectaron por reaccién de quimioluminiscencia (ECL)
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segtn indicaciones del fabricante (Amersham, Uppsala,
Suecia). La carga equivalente de proteinas en cada ca-
lle y la ausencia de degradacién de proteinas se verificd
realizando una tincién con Ponceau S (Sigma, St. Louis,
MO) e incubando con un Ac. monoclonal anti-u-tubulina
(DM1A). El marcador de peso molecular de proteinas
utilizado fue de Bio-Rad (Richmond, CA). Las bandas
inmunoreactivas se analizaron con el analizador de ima-
genes Fotodyne (Fotodyne, Inc., Hartland, WI) y el area
de las bandas fue cuantificada utilizando: “NIH Image
1.59 software” (disponible en el sitio Http://rsb.info.nih.
gov/nih-image de la Word Wide Web).

4- ELISA para citoquinas y quimioquinas:
Para la cuantificacion de IL-6, IL-10 y MCP-1 presentes
en sobrenadantes de cultivos, se utilizaron equipos de
ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D
System, Minneapolis, USA). Consiste en un ELISA
sandwich en donde el Ac. especifico para cada citoquina
esta adsorbido a la placa. Los estdndares provistos por
los equipos y las muestras se incuban en el soporte s6-
lido durante 2 horas a temperatura ambiente. Posterior-
mente se agrega el Ac. policlonal conjugado con HRP
para cada quimioquina en la dilucién correspondiente
durante 1 hora. Finalmente se agrega el sustrato (perdxi-
do de hidrégeno y tetrametilbenzidina) durante 20 min.
y luego H,SO, 4N para detener la reaccion. La densidad
optica se ley6 a 450 nm mediante un lector de ELISA
(Labsystems Multiskan MS) y los resultados se expre-
saron en pg/ml.

5- Sintesis del ADN complementario y reac-
cion en cadena de polimerasa (RT-PCR)

La obtencién de la cadena complementaria y del
ADN copia (ADNc) de células trofoblasticas (Swan-71) y
neuronales SH-SYSY utilizadas como control positivo) se
realizard utilizando un equipo Clontech (Palo Alto, CA).
La reaccién de polimerasa en cadena se realizé en un ci-
clador térmico PTC-100 MJ Research Inc. El programa
de amplificacién consiste en 35 ciclos, cada uno de los
cuales incluye desnaturalizacion por 1 min. a 94°C, hibri-
dacién 30 seg a 55°C y extension a 72°C por 1 min. Cada
PCR se realiz6 en un volumen final de 50 ul, contenien-
do 36.6 ul de agua (DEPC), 3 ul del ADNCc, 5 ul del bu-
ffer de reaccién 10x (Promega Inc.), 0.5 ul de mezcla de
2’-deoxynucleosidos 5’-trifosfatos (2.5 mM de cada uno),
4 ul de Mg (50mM, Promega Inc.),1 ul de cebadores (pri-
mers) 3’y 5’ correspondientes (Sigma Genosys) y 1 U de
Taq ADN polimerasa (Promega Inc.). Los cebadores uti-
lizados para la amplificacién de VIP se disefiaron con el
programa Oligo 3. Después de realizada la amplificacién
por RT-PCR, se analizaron 10 ul de cada producto en un
gel de agarosa al 2% conteniendo 0.5% de bromuro de
etidio en buffer Tris-Borate-EDTA (TBE). Se utiliza una
escala de peso molecular de 1-kb de ADN (Promega Inc.)

como marcador de peso molecular. La electroforesis se
realiza en TBE a 100 V por 20 min.

6- Analisis estadistico: Para la comparacion en-
tre medias se utilizaron los tests de Student, y para el ana-
lisis de muestras pareadas el test Mann Whitney emplean-
do el software GraphPad (GraphPad, San Diego, CA).

Resultados

VIP induce proliferacion y marcadores pro-
implantatorios en células trofobldsticas

En un primer paso estudiamos el efecto de VIP
directamente sobre células trofoblasticas (linea celular
Swan-71, células de citotrofoblasto de primer trimestre
inmortalizadas). Para ello, las células trofoblasticas fueron
cultivadas en presencia de VIP (107M) y luego de 24 horas
se cuantific la produccién de citoquinas que contribuyen
a la implantacién como IL-6 y LIF (factor inhibidor de leu-
cemias). Ademds se cuantificé la respuesta proliferativa de
las células trofoblasticas a través de la incorporacién de ti-
midina tritiada luego de 72 horas de cultivo.

La cuantificacién a través de la técnica de ELI-
SA mostr6 que VIP fue capaz de incrementar significati-
vamente la secrecion de IL-6 (Figura 1A).

Por otra parte, LIF es un factor clave en la im-
plantacién humana y su expresion se induce a través de
la presencia de citoquinas pro-inflamatorias (en etapas
tempranas de la implantacién). Observamos que VIP au-
ment6 la expresion de LIF en las células trofoblasticas,
evidenciado por Western Blot y confirmado por marca-
cién y andlisis por citometria de flujo (Figura 1B). Fi-
nalmente, VIP incremento significativamente la prolife-
racion de células trofoblasticas (p<0.05 Test de Student)
(Figura 1C). El conjunto de estos resultados sugieren
que VIP podria actuar como un factor fisiologico capaz
de inducir marcadores pro-implantatorios en células
trofobldsticas y promover su crecimiento contribuyendo
con una implantacion embrionaria exitosa.

VIP modula el balance de marcadores pro/
anti inflamatorios durante el dialogo entre células tro-
Jfoblasticas y leucocitos maternos

VIP estd asociado cldsicamente con un tipo de
respuesta inmune anti-inflamatoria, por ello investiga-
mos su efecto en la modulacién de marcadores pro y
anti-inflamatorios en el dialogo materno-fetal. Con tal
motivo, células Swan-71 fueron cultivadas en presencia
de MNT maternos (de mujeres fértiles o con ARE) en
ausencia o presencia de VIP y LPS (lipopolisacdrido
como potencial disparador de la respuesta inflamatoria
inicial en la ventana implantacional). Pudimos observar
que VIP fue capaz de disminuir significativamente los
niveles de IL-6 y MCP-1 (quimioquina atractante de ma-

@ Revista de Endocrinologia Ginecolégica y Reproductiva



A) Secresién de IL-6 pg/ml A) Secrecion IL-6 24h (pg/ml) *

35000 s

800 30000

600 250004
200004

400 15000 %

200 100000 2%

Swan Swan A 50004
® VIP 107 )

B) g < WIP +ViIP +VIP +VIP
£ 70/ & +LPS +LPS
£ s & Swan+ARE-MNT  Swan+Fértil-MNT
< 50 & @

w
[+
k] i Expresién
=] {Te -
2 10 de LIF ™ B) Secrecion MCP-1 48h (ng/ml)
= Swan Swan 180 v e—
VIP 107 160/ =
- i1 140 ———t
w L ]
Swan-71+VIP 16.5% Eg
g 80
& 60
40
TR 107 100 To* 2
LF-Pe +VIP +VIP +VIP +VIP
- +LPS +LPS
Swan+ARE-MNT  Swan+Fértil-MNT
© Incorporacién de [*H]timidina
7000
6000 C) Secrecién IL-10 48h (pg/ml)
5000 gg -
4000 60 ]
3000 50 -
2000 40 *
1000 23
Swan + + + + 10 —/
VIP 107 M : . +VIP +|Y[.!§ +VIP +‘|le?$
+ +
MNT maternos + 4 Swan+ARE-MNT Swan+Fértil-MNT
Figura 1:

créfagos) en ambos grupos en estudio (p<0.01 Test de
Student, Figuras 2A y B). Asimismo, VIP incrementé
significativamente la produccién de IL-10 en el didlogo
materno-fetal ain en presencia de LPS (p<0.05 Test de
Student, Figura 2C). Estas evidencias sugieren que VIP
puede inmunomodular el dialogo materno-fetal dismi-
nuyendo marcadores pro-inflamatorios y aumentando la
produccion de IL-10, principal citoquina con funcion in-
munosupresora, contribuyendo a generar una respuesta
tolerogénica materna

VIP modula el balance de células T regulato-
rias y efectoras durante el dialogo entre células trofo-
bldsticas y leucocitos maternos.

Los linfocitos T regulatorios (Treg) tienen un
rol critico en el mantenimiento de la homeostasis de la
respuesta inmune, asi como también en la reproduccién
humana. La deficiencia, ya sea en ndmero o en funcién
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Figura 2:

de los mismos, estd relacionada con la generacién de en-
fermedades autoinmunes y ruptura de tolerancia. Su fun-
cion puede mediarse a través del contacto célula-célula
o través de la produccién de IL-10, y pueden suprimir
células efectoras e, incluso, la generacion de las mismas.
Con el objeto de estudiar la contribuciéon de VIP en la
respuesta tolerogénica materna, investigamos la expre-
sién de Foxp-3 (factor de transcripcién nuclear y mar-
cador de Treg naturales) y T-bet (factor de transcripcion
asociado a células efectoras tipo Thl) en los co-cultivos
entre células trofobl4sticas y MNT maternos. El anélisis
por Western Blot revelé que VIP incrementa la expre-
sién de Foxp-3 luego de 48 hs de co-cultivo de célu-
las trofoblasticas y MNT de mujeres fértiles, en forma
dependiente de la dosis (Figura 3A). El incremento de
los linfocitos Treg mediado por VIP, también fue con-
firmado a través de triples marcaciones (CD4 y CD25
de superficie e intranuclear para Foxp-3) y andlisis por
citometria de flujo, confirmiandose un aumento de la
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poblacion Treg en mujeres fértiles en presencia de VIP
(p<0.05 Test de Student). El efecto modulador de VIP
fue especifico ya que su antagonista revirtié estos por-
centajes, sin embargo, la reversién observada fue parcial
sugiriendo la participacién de otros inmunomoduladores
en el dialogo materno-fetal (Figura 3B).

Asimismo, VIP disminuye significativamente la
expresion de T-bet en MNT de mujeres fértiles luego de
48 hs de co-cultivo con células trofoblasticas, tanto en
ausencia como en presencia de progesterona. La Figura
3D muestra las bandas inmunoreactivas de la expresién
de T-bet analizadas por Western blot.

El conjunto de estos resultados sugieren que VIP
en el dialogo materno-fetal aumentaria los linfocitos T
reguladores y disminuiria los T efectores, promoviendo
asi una respuesta materna tolerogénica. El efecto inmu-
nomodulador de VIP en las poblaciones de linfocitos T
reguladores y efectores se asocia temporalmente con la
disminucion de marcadores pro-inflamatorios descrip-
tos en el punto previo.

VIP es producido por células trofobldsticas y
suprime la respuesta alogénica materna en presencia
de progesterona

Dado que VIP modula la repuesta efectora Th1,
investigamos la capacidad de VIP de suprimir la respues-
ta materna hacia aloantigenos paternos. Para ello se rea-
lizaron co-cultivos de células MNT maternas con MNT
paternas (estos ultimos tratados con mitomicina C para
lograr una respuesta unidireccional), en ausencia o pre-
sencia de VIP y de progesterona en concentraciones fisio-
l6gicas en la interfase materno-fetal. Luego de 72 horas
de cultivo, se cuantificé la proliferacion por incorporacién
de timidina tritiada. En la Figura 4A se observa que VIP
(10"M) fue capaz de suprimir significativamente la proli-
feracion de linfocitos maternos aloactivados en presencia
de progesterona. Asimismo, los cultivos realizados con
las pacientes con ARE mostraron el mismo comporta-
miento (Figura 4B). La habilidad de VIP de suprimir la
respuesta alogénica en presencia de progesterona sugie-
re su participacion como factor supresor en la interfase
materno-fetal.

Dado que VIP actuaria como un factor inmu-
noregulador de la respuesta materna, investigamos la
capacidad de las células trofoblasticas de producir VIP.
Para ello a partir de células trofobldsticas Swan-71 en
70% de confluencia se obtuvo ARN mensajero, el co-
rrespondiente ADN copia y se evalud la expresion de
VIP por PCR. Como se muestra en la Figura 5A, las
células trofobldsticas expresan VIP al igual que las cé-
Iulas SH-SYSY (linea celular neuronal) utilizadas como
control positivo.

Finalmente para estudiar la contribucién de VIP
fisiolégico producido por las células trofobléasticas a la
supresion de la respuesta alogénica, obtuvimos medios
condicionados (MC) libres de suero de las células Swan-
71. Los mismos se adicionaron a linfocitos maternos
aloestimulados en distintas diluciones. Observamos que
el MC es capaz de suprimir la respuesta alogénica ma-
terna significativamente (p<0.005 dil 1:10 y 1:50 Test de
Student) (Figura 5B). Mds aun, este efecto fue especifico
ya que el péptido antagonista de VIP fue capaz de pre-
venir la supresion de la alorespuesta (Figura 5C), confir-
mando ast que las células trofobldsticas son capaces de
producir VIP, lo que apoya su relevancia fisiologica. En
presencia de progesterona se mantiene el efecto supresor
del medio condicionado.

Discusion

La presencia de factores solubles capaces de
inducir tolerancia en érganos de inmunoprivilegio, re-
salta la necesidad de establecer su relevancia en el eje
embrio-endometrial en humanos. Asimismo, establecer
una relacién directa causa-efecto entre las células que
producen una respuesta tolerogénica y la produccién de
factores solubles en respuesta hacia antigenos fetales, y
la prediccion del éxito o fracaso de un embarazo, tendria
gran valor predictivo, tanto para pacientes que padecen
ARE asi como también para aquellas con reiteradas fa-
llas en las fertilizaciones in vitro.

La interfase materno-fetal estd constituida por
una intrincada red que involucra elementos, ya sean cé-
lulas o factores solubles del sistema inmune, endocrino y
neuroldgico. Se han caracterizado una gran variedad de
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factores solubles como citoquinas, quimioquinas, hor-
monas y neuropéptidos capaces de influenciar la dife-
renciacion y funciones efectoras de la respuesta inmune.
Particularmente los neuropéptidos pueden tener efecto
en forma endocrina o paracrina, y varios estudios mos-
traron que la inervacion por neuropéptidos constituye un
componente importante en el microambiente del tejido
linfoide. Por lo tanto, células del sistema inmune estan
expuestas a neuropéptidos secretados a través de las ter-
minales nerviosas, o incluso por los propios leucocitos.

En particular, el neuropéptido VIP tiene efectos
anti-inflamatorios, ya que modula el balance de media-
dores pro y anti-inflamatorios. Evidencias previas mues-
tran que VIP es capaz de prevenir el efecto deletéreo en
el modelo experimental de artritis reumatoidea, y este
candidato prometedor se ha propuesto como tratamiento
alternativo de enfermedades inflamatorias agudas y cré-
nicas autoinmunes como artritis reumatoidea, esclerosis
multiple y diabetes, enfermedad de Crohn y shock sépti-
co, que involucran respuestas celulares exacerbadas.

Asi también, VIP es capaz de prevenir la enfer-
medad de injerto vs. huesped, la cual es la mayor causa de
morbilidad y mortalidad en pacientes que recibieron trans-
plante de médula ésea como tratamiento para leucemias
u otras enfermedades de tipo inmunolégico. El hecho de
que VIP esté presente en la interfase materno-fetal, su-
mado a su capacidad de reducir respuestas alogénicas
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deletéreas, hace pensar que VIP podria actuar como un
factor fisioldgico tolerogénico controlando la respuesta
alogénica materna hacia antigenos fetales.

Por otra parte, en los dltimos afios se ha determi-
nado que la implantacién en humanos puede considerarse
un proceso de tipo inflamatorio que rdpidamente debe ser
controlado para evitar un aborto espontdneo. Este cambio
o “switch” es finamente regulado por distintas poblacio-
nes celulares y factores que las mismas producen en la
interfase materno-fetal. El conjunto de estas evidencias
nos llevo a investigar el efecto de VIP en el proceso de
implantacidn, y las posibles alteraciones funcionales que
confluyen para limitar o condicionar el éxito gestacional
en parejas con historia de aborto recurrente.

Conclusiones

Las evidencias mostradas en este trabajo sugie-
ren que VIP podria ser capaz de disminuir esta respuesta
inflamatoria inicial regulando el balance de factores pro/
anti-inflamatorios, suprimiendo potencialmente la res-
puesta celular, disminuyendo la respuesta Th1 efectora,
incrementando la poblacién de células T regulatorias y
la produccién de IL-10, contribuyendo asi a la genera-
cion de la tolerancia materno-fetal. Asimismo, VIP es
capaz de suprimir la respuesta alogénica materna en
presencia de progesterona, reflejando su efecto supresor
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en condiciones fisioldgicas en la interfase materno-fetal
en presencia de altas concentraciones de progesterona.
Finalmente comprobamos por RT-PCR que las células
trofoblasticas expresan VIP y lo secretan, ya que los
medios condicionados de las mismas tienen capacidad
supresora que se revierte en presencia del antagonista de
VIP. Por lo tanto, la capacidad de las células trofoblés-
ticas de secretar VIP en el dialogo materno fetal y de
suprimir especificamente la respuesta alogénica mater-
na, aporta evidencias acerca de la relevancia del mismo
como factor crucial en el “cross-talk” materno fetal.
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