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Resumen
El perfil endometrial leucocitario de mujeres con 
abortos a repetición (ARE) ha sido en los últimos 
años uno de los principales objetivos de investiga-
ción orientada al desarrollo de nuevas herramien-
tas de diagnóstico y tratamiento. Más aún, estudios 
en marinos han demostrado que un aumento en la 
expresión de factor tisular (CD 142) en células in-
flamatorias ha sido implicado en la patogénesis del 
síndrome antifosfolipídico (SAF). Sin embargo, su 
expresión en pacientes con ARE no ha sido aún de-
terminada. Se estudiaron 27 mujeres con ARE (SAF 
y no SAF) y 16 mujeres fértiles durante la ventana 
de implantación. Mediante una ecografía VOCAL 
doppler se obtuvieron los parámetros de vasculariza-
ción endometrial. Se determinaron los niveles perifé-
ricos de linfocitos CD19+CD5+ así como el recuento 
endometrial de células natural killer, neutrófilos y 
la expresión de factor tisular, IL6, VEGF y TNF-a. 

Pacientes con ARE presentaron un endometrio carac-
terizado por mayor expresión de factor tisular, ma-
yor recuento endometrial de neutrófilos CD142+, de 
natural killer y de linfocitos CD19+CD5+ asociado 
a un aumento de la expresión de VEGF y TNF-a. 
Particularmente, pacientes con SAF presentaron un 
aumento de factor tisular que podría corresponderse 
con un mayor índice de vascularización en un con-
texto inflamatorio de mayor resistencia uterina.

Palabras claves. Factor tisular, endometrio, aborto 
recurrente, síndrome antifosfolipídico.

Characterization of the immuno-
logical role of tissue factor in the 
endometrium of fertile women and 
of women with repeated abortions 
associated with antiphospholipid 
syndrome

Summary
In recent years, endometrial leukocyte profile of wo-
men with recurrent abortions (RSA) has been one 
of the main objectives for the development of new 
diagnostic and treatment tools. Increased expression 
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of tissue factor (CD 142) on inflammatory cells has 
been implicated in the pathogenesis of antiphos-
pholipid antibodies (APA)-induced abortions 
in mice. However, its expression in RSA patients 
has not yet been determined. We studied 27 RSA 
patients (APA+ and APA-) and 16 fertile women 
during window implantation. 3D endometrial 
VOCAL Doppler was performed. CD19+CD5+ 
cells were determined in peripheral blood. In addi-
tion, natural killer cells and neutrophils counts 
as well as tissue factor, IL-6, VEGF and TNF-a 
were measured in the endometrium. RSA patients 
expressed higher counts of endometrial tissue fac-
tor, neutrophil CD142+, natural killer cells and 
CD19+CD5+ lymphocytes associated with increa-
sed expression of VEGF and TNF-a. Particularly, 
APA+ patients exhibit increased expression of endo-
metrial tissue factor which may correspond with a 
highest vascularization in an inflammatory context 
of increased uterine resistance.

Key words. Tissue factor, endometrium, recurrent 
abortion, antiphospholipid syndrome.

Introducción
El término aborto es utilizado para describir 

un embarazo que resulta en muerte o expulsión 
del embrión o feto, dependiendo del momento en 
que ocurra.1 Las posibles causas de aborto que se 
han propuesto son numerosas, sin embargo apro-
ximadamente un 20% de los abortos están aso-
ciados a un desbalance inmunológico, incluyendo 
aquellos que alteran la correcta discriminación en-
tre lo propio y lo ajeno (factores autoinmunes).2 
Una de las enfermedades autoinmunes con mayor 
incidencia en pacientes con abortos a repetición 
(ARE) es el síndrome antifosfolipídico (SAF); se 
estima que aproximadamente entre un 15 y un 
20% de pacientes ARE presentan SAF.3 Más aún, 
entre el 11 y el 29% de mujeres con preeclamp-
sia y el 25% de mujeres con restricción de cre-
cimiento intrauterino (RCIU) presentan prueba 
positiva para anticuerpos antifosfolipídicos.4 El 
SAF se acompaña de manifestaciones clínicas 
como trombosis, abortos recurrentes y/o trombo-

citopenia asociadas a la expresión de anticuerpos 
antifosfolipídicos (aFL) como anticardiolipinas 
(aCL), antiβ2-glicoproteína (aβ2GPI) y anticoa-
gulante lúpico (LAC).5 Existen otros anticuerpos 
que no son considerados en el diagnóstico del SAF 
pero que son capaces de reconocer proteínas que 
se unen a fosfolípidos como protrombina, trom-
bomodulina, antitrombina III, proteína C, anexi-
na I, II y V.6-9 El fosfolípido más importante que 
es reconocido por estas proteínas es la fosfatidilse-
rina y está localizado en la superficie interna de la 
membrana plasmática, siendo exteriorizado en cé-
lulas apoptóticas.10 Asimismo, los fosfolípidos car-
gados negativamente son expuestos por las células 
trofobásticas durante el proceso de invasión em-
brionaria.11 Estos son reconocidos por los aFL pre-
sentes en la sangre materna de mujeres con SAF, 
desencadenando una respuesta autoinmune que 
podría llevar a la pérdida embrionaria. Más aún, 
se ha demostrado que los anticuerpos aβ2GPI es-
timulan en las células trofoblásticas la secreción de 
citoquinas proinflamatorias como interleuquina 6 
(IL-6) e interleuquina 8 (IL-8). Esta última es un 
potente activador y quimioatractante de neutrófi-
los.12 Estudios realizados en modelos murinos han 
demostrado que los aFL activan el complemento, 
el cual estimula en los neutrófilos la expresión en 
membrana del factor tisular (FT) y de su receptor 
activado por proteasas 2 (PAR2), desencadenando 
la cascada de coagulación. Esto podría explicar el 
rol de los aFL en el desarrollo de hipercoagula-
ción.13 Además, la unión de FT y PAR-2 activa 
los neutrófilos, produciendo la liberación de mo-
léculas reactivas de oxígeno y enzimas proteolíti-
cas que generan daño de la decidua y pérdida del 
embrión, así como también un incremento en el 
depósito de fibrina y una disminución del flujo 
sanguíneo local.14 Por otro lado, existe evidencia 
de que la activación del complemento también es 
capaz de producir un aumento de los niveles del 
factor de necrosis tumoral-α (TNF-α).15 Media-
dores proinflamatorios como el complemento o 
el TNF-α son responsables de generar respuestas 
negativas en el embarazo.16

El FT es una glicoproteína de membrana que 
se expresa constitutivamente en las células endo-
teliales de los vasos sanguíneos y otros tejidos.17 
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Al producirse un daño vascular, entra en contac-
to con la sangre y se une a su ligando FVII. Este 
complejo se une a receptores PAR activando dife-
rentes factores de coagulación, los cuales contri-
buyen a la formación de trombina, a la activación 
de plaquetas y a la deposición de fibrina, y al con-
secuente estado de hipercoagulación.18 En el siste-
ma reproductivo humano, el FT se encuentra aso-
ciado a los capilares de la decidua favoreciendo la 
llegada de oxígeno y nutrientes al embrión previo 
a la formación de la placenta.19 Asimismo, el FT 
incrementa el flujo sanguíneo hacia los espacios 
intervellosos, proceso necesario para el desarrollo 
de la unidad feto placentaria.20 Sin embargo, una 
expresión exacerbada de FT en la placenta resul-
ta en diferentes patologías reproductivas, como 
aborto, preeclampsia y parto prematuro, mientras 
que un aumento en la expresión de FT en el endo-
metrio está asociado a endometriosis.21-22

Por otro lado, se ha demostrado que la expre-
sión de FT en células tumorales estimula la sín-
tesis del factor de crecimiento de la vasculatura 
endotelial (VEGF), contribuyendo de esta mane-
ra a la angiogénesis.23 Hasta el momento no hay 
estudios que relacionen la expresión de VEGF y 
FT en neutrófilos, aunque se sabe que estas célu-
las sintetizan VEGF para regular la proliferación 
vascular del endometrio.24 Estudios realizados in 
vivo demostraron que monocitos de pacientes con 
SAF sobreexpresan VEGF, lo que se relaciona con 
el aumento de los niveles de FT sintetizados.25 Sin 
embargo, mujeres embarazadas con preeclampsia 
presentan mayor expresión del inhibidor de FT y 
una sobreexpresión del receptor soluble de VEGF, 
sflt-1.27 Por otro lado, los autoanticuerpos anti-
rreceptor de angiotensina II de tipo I (AT1-AA) 
producidos por los linfocitos B1 (CD19+ CD5+) 
estimulan la expresión del FT desencadenando la 
cascada de coagulación y reduciendo la capacidad 
fibrinolítica descriptas en la patogénesis de pree-
clampsia.28-29

Estudios previos sugieren que pacientes con 
ARE presentarían una alteración en la vascula-
rización endometrial asociada a un desbalance 
en la expresión de factor tisular y en los niveles 
leucocitarios. Más aún, los aFL a nivel periférico 
tendrían la capacidad de impactar en la calidad 

endometrial impidiendo una correcta implanta-
ción y continuidad del embarazo. En base a estos 
antecedentes, el principal objetivo de este trabajo 
es observar y comparar los niveles endometriales 
de determinados parámetros bioquímicos (FT, 
VEGF, IL-6 y TNF-α así como el recuento de 
células NK y neutrófilos) y periféricos (linfocitos 
CD19+CD5+) en pacientes con abortos recu-
rrentes con y sin síndrome antifosfolipídico, a fin 
de determinar nuevas alteraciones que permitan 
orientar  posibles tratamientos.

Materiales y métodos
Grupos de estudio

Se estudió a 43 mujeres de edad comprendida 
entre 21 y 39 años, que asistieron voluntariamen-
te al Departamento de Fertilidad de Halitus Insti-
tuto Médico, y que, mediante un consentimiento 
informado, aceptaron participar del protocolo. 
Fueron consideradas pacientes entre 21 y 39 años 
con índice de masa corporal ≤ 25, cavidad uterina 
normal, FSH < 10 mUI/mL y Estradiol < 50 pg/
mL, cariotipo de la pareja normal y ciclos mens-
truales regulares. Se consideraron como criterios 
de exclusión antecedentes de patología anatómi-
ca uterina, hidrosálpinx, endometriosis y falla 
ovárica. Los grupos de estudio quedaron confor-
mados por mujeres fértiles (n = 16) y pacientes 
con abortos a repetición (n = 27). Asimismo, las 
pacientes con abortos a repetición se clasificaron 
en pacientes sin SAF (n = 11) y con SAF (n = 
16). Se define fertilidad comprobada si presenta 
al menos un nacido vivo en los últimos 3 años, así 
como aborto recurrente a la pérdida consecutiva 
de al menos dos gestaciones menores de 10 sema-
nas de gestación, con genético estudiado normal 
o no estudiado (ESHRE, 2015). El diagnóstico 
de SAF se realizó siguiendo las recomendaciones 
internacionales.5

Muestras de tejido endometrial
Las pacientes fueron monitoreadas ecográfica-

mente entre los días 10 y 12 de un ciclo mens-
trual natural (sin medicación ni búsqueda de 
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embarazo) a fin de determinar la fecha probable 
de ovulación mediante la presencia de al menos 
un folículo mayor a 16 mm. Durante la ventana 
de implantación (5-9 días postovulación) las pa-
cientes concurrieron al Instituto y se les realizó 
una ecografía VOCAL doppler, una extracción 
de sangre periférica y una biopsia endometrial. 
La muestra de tejido endometrial se extrajo in-
gresando una cánula especial (Pipelle de Cornier) 
a través de la vagina, atravesando el cuello ute-
rino para finalmente acceder a la cavidad uteri-
na. Se recolectó en medio de cultivo RPMI 1640 
(Roswell Memorial Institute, GIBCO, Carlsbad, 
California, USA) suplementado con 5% de sue-
ro fetal bovino (SFB, GIBCO), 1% de penicili-
na (10.000 UI/ml, GIBCO) y estreptomicina 
(10.000 mg/ml, GIBCO). Las células endome-
triales se obtuvieron mediante disgregación me-
cánica con un homogeneizador de tejidos manual 
(DeltaLab, España). Posteriormente, se separaron 
las fracciones correspondientes para la inmunoti-
picación por citometría y para la determinación 
de la expresión de biomarcadores endometriales.

Inmunofenotipificación de células 
NK y neutrófilos endometriales

Para la determinación de las subpoblaciones 
de leucocitos endometriales se utilizó la técnica 
de citometría de flujo (FACS Canto, BD) me-
diante el programa FACS DIVA 6.1.3. Para tal 
fin se fraccionaron aproximadamente 1x106 cé-
lulas endometriales y se incubaron durante 30 
minutos con anticuerpos monoclonales (BD).  
Para la inmunotipificación de las células NK se 
utilizaron los anticuerpos CD56-PE, CD9-FITC 
y CD16-PECy5, para neutrófilos CD11bAPC, 
CD9-FITC, CD16-PerCPCy5,5, CD142-PE y 
para el recuento de células endometriales totales 
CD9-FITC y CD142-PE. En todos los casos se 
utilizaron anticuerpos inespecíficos del mismo 
isotipo (IgG1) como control negativo. De esta 
manera, se determinó el porcentaje de células NK 
totales (CD9+CD56+) así como la proporción 
de ambas subpoblaciones celulares en endome-
trio CD56dim CD16+ y CD56bright CD16dim/-, 
el porcentaje de neutrófilos (CD9+ CD11b+ 

CD16+), la proporción de neutrófilos fuente de 

factor tisular (CD9+ CD11b+ CD16+ CD142+) 
y el recuento total de células endometriales que 
expresan factor tisular (CD9+ CD142+). 

Extracción de ARN total
La extracción de ARN mensajero (ARNm) 

total se realizó utilizando diferentes técnicas se-
gún la cantidad de células obtenidas. En el caso 
de muestras con menos de 5x106 células se utilizó 
PureLinkTM RNA Mini Kit (Invitrogen, USA), 
mientras que para muestras con cantidad mayor 
de células se realizó el protocolo convencional 
con Trizol® (Invitrogen, Argentina). La extrac-
ción del ARNm se realizó siguiendo el protocolo 
recomendado por los fabricantes. La digestión 
del ADN contaminante se realizó utilizando RQ1 
RNase-Free Dnase (Promega, USA). Finalmen-
te, se obtuvo la muestra de ARNm concentrada 
en pequeños volúmenes de agua estéril, con una 
concentración media de 0,07 mg/ml y un rango de 
0,02 – 0,16 mg/ml. La cuantificación del ARNm 
total y su calidad fue determinada por espectro-
fotometría a 260 nm y 280 nm en el equipo Ge-
nesys UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scienti-
fic, USA). Se consideró como calidad aceptable 
de ARN A260/A280 nm > 1,8. Las muestras de 
ARN fueron almacenadas a -70 °C hasta el mo-
mento de la síntesis de ADN copia. 

Síntesis de ADN copia por transcripción reversa
La síntesis de ADN copia se realizó a partir 

de 1 mg de ARN mensajero total. A cada mues-
tra se le agregó una mezcla de Random Primers N6 
(1 mg/ml) (Biodynamics SRL, Argentina), dNTPs 
(10 mM de cada uno) (Genbiotech, Argentina) 
y agua destilada estéril hasta alcanzar el volumen 
final. Se incubó durante 5 min a 65 °C seguido de 
5 min a 4 °C. Luego, se agregó a cada tubo MgCl2 
(3 mM), ImProm-IIITM 5X Reaction Buffer (1X) 
(Promega, EE.UU.), RNAsin (1U) y agua bidesti-
lada estéril. Se incubó durante 2 min a 37 °C, y fi-
nalmente se agregaron 2 ml de la enzima ImProm-
IIITM Reverse Transcriptase (Promega, EE.UU.), 
incubando la mezcla final de reacción 50 min a 37 
°C y 15 min a 70 °C. Una vez finalizada la síntesis, 
las muestras se almacenaron a -20 °C.
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Determinación de la expresión de FT, TNF-a 
y VEGF

A partir del ADNc obtenido se realizó la 
PCR absoluta en tiempo real para la determina-
ción de los niveles de expresión endometrial de 
los siguientes marcadores utilizando los ceba-
dores correspondientes: factor tisular (forward 
5´-CACCGACGAGATTGTGAAGGA-3´, rever-
se 5´-CCTGCCGGGTAGGAGAAGA-3´) VEGF 
(forward 5´-GGGCCTCCGAAACCATGAAC-3´, 
reverse 5´-CCACTTCGTGATGATTCTGCC-3´), 
y TNF-α (forward 5´-TCTTCTCGAACCCC-
GAGTGA-3´, reverse 5´-CCTCTGATGGCAC-
CACCAG-3´).

Como control endógeno se utilizó la proteína 
ribosomal 13A (RPL13A) debido a que se ha de-
mostrado que su expresión no se ve modificada por 
la variación de los niveles hormonales durante el 
ciclo menstrual.30 Para la puesta a punto de la reac-
ción se utilizó una muestra denominada Pool BE. 
Esta muestra estaba conformada por ADNc en-
dometrial de 20 mujeres con diferentes patologías 
reproductivas. Se realizaron dos curvas de dilucio-
nes seriadas de Pool BE de 1:10 o de 1:5 para cada 
transcripto, a fin de determinar con cuál se logra-
ban las condiciones óptimas recomendadas por las 
guías MIQE.31 Para la determinación de los niveles 
de expresión génica se utilizó la mezcla real SYBR® 
Select Master Mix (Applied Biosystems SA). Se utilizó 
el equipo ABI 7500 (Applied Biosystems SA). 

Determinación de los niveles de IL-6
Se cultivaron 4x105 células endometriales en 

un volumen final de 150 ml de medio RPMI 1640 
adicionado con 10% de SFB, 1% de penicilina y 
estreptomicina, por cuadriplicado en placas de 96 
pocillos (NUNC, Maxisorp). Las condiciones del 
cultivo fueron de 48 h en atmósfera húmeda y con-
trolada al 5% de CO2. Los sobrenadantes de cultivo 
fueron obtenidos por recolección y centrifugación 
a 1.600 rpm, y conservados a -70 °C para posterior 
análisis de los niveles de IL-6. La cuantificación 
se realizó por la técnica de enzimoinmunoensayo 
de fijación en fase sólida tipo sándwich (ELISA). 
Se utilizaron los kits comerciales DuoSet ELISA 
Development System (R&D, Minneapolis, MN, 
EE.UU.), según las especificaciones del fabricante. 

Determinación de linfocitos B1en sangre 
periférica

Se realizó una extracción de sangre periférica el 
mismo día de la obtención del tejido endometrial. 
Se recolectaron 3 ml en un tubo con 50 ml de an-
ticoagulante (anticoagulante W a base de EDTA, 
Wiener, Argentina) y se conservó a 4 °C hasta su 
procesamiento. Se incubaron 50 ml con anticuer-
pos monoclonales anti-CD5 PE y anti-CD19 
APC (BD, USA) durante 30 min. Posteriormente 
se realizó una lisis de glóbulos rojos incubando se-
guido de dos lavados con PBS. Las células fueron 
fijadas en 0,02 % de formol y guardadas a 4 °C 
hasta su posterior análisis citométrico. El mismo 
se realizó con el programa FACS DIVA 6.1.3. 

VOCAL Doppler de arteriolas espiraladas de 
endometrio 

El ecodoppler para la determinación de los pa-
rámetros angiogénicos endometriales fue realiza-
do por un médico especialista de Halitus Instituto 
Médico, el mismo día y previo a la toma de la 
muestra de tejido endometrial. El equipo utiliza-
do fue un ecógrafo Voluson Expert de General Elec-
tric con transductor transvaginal de 7,5-10 MHz. 
Los índices endometriales de vascularización (IV), 
de flujo (IF) y de vascularización y flujo (IVF) fue-
ron calculados mediante histograma de flujo con 
el programa VOCAL. Además, se determinó el 
índice de pulsatilidad promedio de las arteriolas 
uterinas (IP). 

Procesamiento de los datos y análisis estadístico 
Para el estudio de la distribución de cada va-

riable, las medias, el desvío estándar, el intervalo 
de confianza y las correlaciones se utilizó el pro-
grama GraphPad Prism 5 (Graphics Software). 
Una vez determinada si la variable respondía a 
una distribución normal, se realizó la compara-
ción de medias mediante el test Man Withney para 
distribuciones no paramétricas y t-Student para 
variables cuya distribución fuera normal. Se con-
sideró como valor significativo *p < 0,05, **p < 
0,01 y ***p < 0,001. Se consideró una correlación 
significativa si el coeficiente de correlación (r) se 
acompañaba de un p < 0,05.
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Resultados
I.	  Pacientes con abortos a repetición
Determinación de linfocitos B1 periféricos

Los linfocitos B (LB), fuente de inmunoglo-
bulinas, juegan un papel central en la regulación 
de la respuesta inmune. Asimismo, la subpobla-
ción de linfocitos B1 (LB1) es capaz de sintetizar 
autoanticuerpos, los cuales mediante la unión a 
su ligando desencadenan un proceso inflamatorio 
sistémico. En este sentido, se estudió la relación 
LB1/LB como marcador de inflamación activa. 
Los resultados arrojaron que las pacientes ARE 
presentan mayores niveles de LB1/LB periféricos 
con respecto a mujeres fértiles (Figura 1). 

Determinación de leucocitos endometriales: 
células NK y neutrófilos

Se evaluaron los niveles de células NK endo-
metriales totales entre ambos grupos de estudio. 
Los resultados obtenidos demostraron que las pa-
cientes ARE presentan mayor recuento de células 
NK con respecto a las mujeres fértiles; sin embar-
go, no se encontraron diferencias significativas 
entre las proporciones de ambas subpoblaciones 
(Figura 2). Por otro lado, se evaluó el recuento 
de neutrófilos endometriales así como la expre-
sión endometrial del factor tisular en neutrófilos, 
la cual ha sido fuertemente asociada a daño pla-

Figura 1. Proporción de linfocitos B1 respecto de los 
linfocitos B totales (%CD19 +CD5+/CD19+). Se reali-
zó un t-Student con posterior correción de Welch para 
el caso de varianzas no homogéneas (*p < 0,05). 
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Figura 2. A. Recuento de células NK endometria-
les (%CD56 +CD9+) y B. de la subpoblación an-
giogénica (%CD56+CD9+CD16-) y citotóxica 
(%CD56+CD9+CD16+). Se realizó por medio de un 
t-Student con posterior test de Welch (*p < 0,05). 
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centario asociado a aborto. A pesar de no hallar 
diferencias significativas en el recuento total de 
neutrófilos endometriales (Figura 3 A), las pacien-
tes con abortos a repetición presentan mayor pro-
porción de neutrófilos que expresan factor tisular 
en su superficie con respecto a las mujeres fértiles 
(Figura 3 B).  

Parámetros bioquímicos de la respuesta 
inflamatoria 

Como se puede observar en la Figura 4 existe 
una correlación positiva entre los niveles de IL6 
endometrial y el índice de vascularización. A con-
tinuación, se comparó la expresión de FT endo-
metrial que ha sido asociada a angiogénesis y se 
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observó que las pacientes ARE presentan mayores 
niveles de factor tisular con respecto a las muje-
res fértiles (Figura 5). A fin de estudiar si existe 
asociación entre la expresión de este marcador y 
los niveles de LB1 y VEGF en el endometrio de 
mujeres ARE, se realizaron las correlaciones co-
rrespondientes. Como se puede observar en la 
Figura 6, el ARNm de VEGF se correlaciona po-
sitivamente con el recuento de LB1 periférico y 
con el ARNm del FT, así como existe también 
una correlación positiva entre el % LB1 y la ex-
presión de FT. Asimismo, también se observó una 
correlación positiva de TNF-α endometrial con 
los niveles de expresión de FT y con el % LB1 
periférico (Figura 7).

II.	Pacientes con síndrome antifosfolipídico
Parámetros bioquímicos endometriales

Se clasificó a las pacientes ARE según presen-
cia o ausencia de aFL y se evaluó la expresión del 
FT en estos grupos de estudio. En una primera 
instancia, se observó que las pacientes ARE con 
SAF presentan niveles exacerbados de FT endo-
metrial con respecto a las mujeres fértiles y a las 
pacientes ARE sin SAF (Figura 8). 

Por otro lado, se compararon los niveles de ex-

Figura 3. A. Proporción de neutrófilos endometriales 
(%CD11b+CD16+CD9+/CD9+). B. Proporción de las 
subpoblaciones de neutrófilos endometriales que expre-
san el factor tisular (%CD11b+CD16+CD9+CD142+/-). 
Los resultados fueron analizados estadísticamente me-
diante t-Student. Para varianzas no homogéneas se rea-
lizó la corrección de Welch (nsp > 0,05; *p < 0,05). 
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Figura 4. Correlación del índice de vascularización con 
los niveles de IL-6 endometrial. Se estudió la población 
de pacientes ARE. R = 0,5984; *p = 0,0338; n = 10 (*p 
< 0,05).
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Figura 5. Recuento de células endometriales que expre-
san el factor tisular (%CD142 +CD9+). Se estudiaron 
mujeres fértiles y pacientes ARE. Se realizó un t-Stu-
dent con posterior correción de Welch (*p < 0,05).
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Figura 8. Expresión de factor tisular en células de endo-
metrio. Mujeres fértiles y pacientes ARE sin y con SAF 
(aFL- y aFL+ respectivamente). Se realizó un test ANO-
VA (**p < 0 ,01) con posterior test de Tukey (nsp > 0.05; 
*p < 0,05). 

Figura 7. Correlación de (A) la expresión del factor ti-
sular y de (B) linfocitos B1 periféricos (%CD19 +CD5+) 
con TNF-α. Se estudió la población de pacientes ARE. 
(A) R = 0,5651 *p = 0,0278; n = 12. (B) R = 0,6297; 
**p = 0,0079; n = 14. (*p < 0,05; **p < 0,01). 

Figura 6. Correlación de la expresión del factor tisular 
y VEGF con el porcentaje de linfocitos B1 periféricos 
(%CD19+CD5+). Se estudió la población de pacientes 
A R E .  (A) R  =  0 , 4 9 1 4 ;  * p  =  0 , 0 3 7 2 ;  n  =  1 4 . 
(B) R = 0,7549; **p = 0,0058; n = 10. (C) R = 0,7934; 
**p = 0,0018; n = 11(*p < 0,05; **p < 0,01). 
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presión de VEGF y de TNF-α endometrial. Los 
resultados obtenidos mostraron que las pacientes 
ARE presentan menor expresión de VEGF endo-
metrial, siendo aún menor en pacientes ARE sin 
aFL (Figura 9 A). Por el contrario, las pacientes 
ARE con SAF presentan niveles exacerbados de 
TNF-α (Figura 9 B).

Parámetros clínicos de vascularización 
endometrial 

Se evaluó el grado de vascularización endo-
metrial determinado por ecografía doppler y se 

Figura 9. Determinación de la expresión de (A) VEGF 
(VEGF/RPL13A) y de (B) TNF-α (TNF-α/RPL13A) 
endometrial. Pacientes ARE sin SAF (ARE aFL-) y con 
SAF (ARE aFL+). Se realizó un test de ANOVA con pos-
terior test de Tukey (nsp > 0,05; *p < 0,05; **p < 0,01). 
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Figura 10. Parámetros de vascularización endome-
trial obtenidos por análisis con el programa VOCAL. 
Se determinaron (A) el índice de flujo, (B) índice de 
vascularización e (C) índice de vascularización y flujo 
en mujeres fértiles, pacientes ARE sin SAF (ARE aFL-) 
y con SAF (ARE aFL+). Se realizó test ANOVA con 
post-test de Tukey y mediante test Kruskal Wallis para 
poblaciones no paramétricas (nsp > 0,05; *p < 0,05). 
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observó que pacientes ARE sin SAF presentan 
menor índice de flujo que mujeres fértiles (Figura 
10 A). Asimismo, las pacientes con SAF presen-
tan mayor índice de vascularización con respecto 
a las pacientes con abortos a repetición sin SAF y 
a las mujeres fértiles (Figura 10 B). Más aún, las 
pacientes sin SAF tienen un índice de vasculariza-
ción y flujo endometrial significativamente menor 
que las mujeres fértiles (Figura 10 C). Por último, 
pacientes ARE con SAF presentan mayor índice 
de pulsatilidad promedio de las arteriolas uterinas 
con respecto a las pacientes ARE sin SAF y a las 
mujeres fértiles (Figura 11).
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Discusión
Estudios epidemiológicos han revelado que 

entre el 1% y el 2% de las mujeres en edad re-
productiva sufren de abortos recurrentes a repeti-
ción.32 Los avances tecnológicos actuales en medi-
cina reproductiva permiten diagnosticar la causa 
en el 50% de los casos; sin embargo, la otra mitad 
de las parejas entrarán en la categoría de aborto 
recurrente sin causa aparente. Si bien la edad ma-
terna avanzada constituye la principal causa social 
del incremento de la infertilidad, 8 de cada 10 
pacientes manifiestan una alteración en el funcio-
namiento de su sistema inmunológico.2 En este 
sentido, la medicina reproductiva se ha focalizado 
en el estudio de procesos inmunológicos y hema-
tológicos con el objetivo de explicar los mecanis-
mos por los cuales se produce la injuria endotelial 
que conduce en muchos casos al aborto sin causa 
aparente, cobrando vital importancia el estudio 
de la calidad endometrial. Como consecuencia, 
es creciente el interés en el estudio del perfil en-
dometrial leucocitario, orientado al desarrollo de 
nuevas herramientas de diagnóstico y tratamien-
to. Estudios previos han determinado que el en-
dometrio presenta una diversidad de células del 

Figura 11. Índice de pulsatilidad promedio de las arte-
riolas uterinas (IP). Se estudiaron mujeres fértiles, pa-
cientes sin SAF (ARE aFL-) y con SAF (ARE aFL+). Se 
realizó test ANOVA con posterior test de Tukey (nsp > 
0,05; *p < 0,05). 
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sistema inmunológico, cuyas subpoblaciones de 
leucocitos endometriales varían durante el ciclo 
menstrual. Estos cambios en el recuento leucoci-
tario jugarían un papel vital en la regulación del 
daño y la reparación tisular.33

En el presente trabajo hemos estudiado los ni-
veles leucocitarios endometriales de mujeres férti-
les y de pacientes ARE. En una primera instancia 
se estudió el recuento y tipificación endometrial 
de las células NK. Si bien la mayoría de los tra-
bajos científicos publicados hasta la fecha han ca-
racterizado el recuento de células NK en sangre 
periférica, son menos los estudios que abarquen 
el análisis de células NK a nivel endometrial. Sin 
embargo, un trabajo publicado por nuestro grupo 
en mujeres con falla de implantación inexplicada 
demostró que existe una correlación negativa en-
tre el recuento local y periférico de estas células.34 
Un aumento en el recuento de células NK se aso-
ciaría a un excesivo y defectuoso desarrollo de las 
arteriolas espiraladas y de los vasos sanguíneos, lo 
cual conduciría a un flujo de sangre inapropiado e 
insuficiente en el endometrio.35 En concordancia 
con este trabajo, se observó que las pacientes ARE 
presentan mayor recuento de células NK en el te-
jido endometrial. 

Otro parámetro de importancia, abordado 
en este trabajo, fue el análisis de la población de 
neutrófilos presente en el endometrio. Existen 
antecedentes de que la activación y subsiguiente 
expresión de factor tisular de neutrófilos en mo-
delos murinos estaría vinculada a la activación del 
complemento mediada por la fijación de anticuer-
pos antifosfolipídicos a los fosfolípidos aniónicos 
expuestos por el trofoblasto.14 Si bien, no se halla-
ron diferencias significativas en el recuento total 
de neutrófilos, sí se hallaron niveles elevados de 
neutrófilos CD142+. Este hallazgo podría ser un 
indicio del estrés oxidativo asociado a la activa-
ción leucocitaria que produce daño endotelial y 
podría conducir a la falla reproductiva.

Por otro lado, también hemos hallado un au-
mento en la proporción LB1/LB en sangre pe-
riférica. Estudios previos han reportado que las 
células LB1 se encuentran estrechamente vin-
culadas a respuestas inflamatorias agudas al ser 
productoras de inmunoglobulinas M.36 Más aún, 
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estudios previos han demostrado que la IL-6 in-
duce la maduración de los linfocitos B en células 
productoras de anticuerpos.37 La IL-6 es una cito-
quina pleiotrópica que regula múltiples procesos 
biológicos, incluyendo respuestas de fase aguda e 
inflamatoria.38 En este contexto, se observó una 
mayor expresión de IL-6 endometrial asociada a 
una mayor vascularización. Es importante desta-
car que un aumento en el recuento de células LB1 
periféricas correlaciona con mayores niveles de ex-
presión endometrial de FT y de VEGF. Más aún, 
el recuento de células LB1 y de FT correlaciona 
con una mayor expresión de la citoquina proin-
flamatoria TNF-α. Estudios realizados en tejido 
de placenta de mujeres que sufrieron preeclampsia 
han demostrado que los anticuerpos AT1-AA pro-
ducidos por las células LB1 estimulan en células 
endoteliales placentarias la expresión de FT y de 
VEGF.28 Este resultado se condice con lo observa-
do en este trabajo, demostrando que existiría una 
predisposición basal a nivel endometrial previo a 
la decidualización y desarrollo placentario. Varios 
estudios han reportado que pacientes con abortos 
recurrentes asociados al síndrome antifosfolipí-
dico presentan mayor probabilidad de desenca-
denar preeclampsia durante el embarazo como 
consecuencia de una placentación insuficiente. El 
SAF se caracteriza por complicaciones tempranas 
como abortos de menos de 10 semanas de gesta-
ción, o tardías como muerte fetal de más de 10 
semanas, parto prematuro y RCIU. Los abortos 
a repetición considerados como eventos clínicos 
en el diagnóstico del SAF podrían deberse a que 
los aFL son capaces de reconocer a los fosfolípidos 
negativos que se exponen en las membranas del 
trofoblasto durante la invasión embrionaria. Los 
efectos que se generan a nivel placentario estarían 
caracterizados por infarto de placenta, defectos en 
el remodelamiento de las arteriolas uterinas e in-
flamación de la decidua.39 Estudios in vitro han 
sugerido que los anticuerpos aFL tienen un efecto 
directo en el trofoblasto impidiendo su diferen-
ciación y maduración. La unión del trofoblasto 
con los aFL resulta en daño celular, apoptosis, 
inhibición de la proliferación e invasión defectuo-
sa.40 Como consecuencia, estos autoanticuerpos 
median una placentación defectuosa que finaliza 

en la pérdida del embarazo.41 A partir de estos 
antecedentes, hemos decidido caracterizar el en-
dometrio de mujeres ARE y prueba positiva para 
anticuerpos aFL. El diagnóstico del SAF se realiza 
considerando la presencia de los tres anticuerpos 
LAC, aβ2-GPI y aCL o una doble prueba positiva 
separada temporalmente por 12 semanas. Se sabe 
que el LAC está fuertemente asociado a la presen-
cia de aCL así como de aβ2GPI, y la presencia de 
los tres autoanticuerpos aumenta el riesgo de pro-
ducir eventos trombóticos o complicaciones obs-
tétricas.42-43 En una primera instancia, se decidió 
evaluar los niveles endometriales totales de FT en 
los tres grupos de estudio y se observó que pacien-
tes con SAF presentan un aumento de la expresión 
de FT endometrial, que podría corresponderse 
con mayor índice de vascularización en un con-
texto inflamatorio de mayor resistencia uterina y 
expresión de TNF-α causada por daño endotelial. 
El aumento en el índice de pulsatilidad podría de-
berse a una inflamación de los vasos a causa del 
reconocimiento y unión de los aFL a las células 
endoteliales que forman los vasos. Este hallazgo 
nos indicaría que estos autoanticuerpos podrían 
generar un proceso inflamatorio caracterizado por 
una mayor angiogénesis, que podría afectar tan-
to la implantación del embrión en el endometrio 
como el desarrollo placentario. Varios trabajos de-
muestran que en tumores los aFL son capaces de 
inducir la expresión de VEGF a fin de promover 
la angiogénesis tumoral y su progresión. Estudios 
previos corroboran el rol proangiogénico de los 
aFL al inducir la expresión de VEGF y de FT en 
células endoteliales.44 La creciente evidencia sugie-
re que el fracaso en el desarrollo de una vasculatu-
ra placentaria funcional, debido a un desequilibrio 
entre factores proangiogénicos y antiangiogénicos 
conduce a una defectuosa placentación, y por lo 
tanto a graves consecuencias obstétricas, como la 
pérdida recurrente del embarazo y preeclampsia.45

En términos generales, el principal aporte que 
pretende brindar este trabajo es la caracterización 
endometrial de pacientes ARE con SAF, a fin de 
poder brindar al especialista en fertilidad nuevas 
herramientas de diagnóstico endometrial que per-
mitan separar los grupos de pacientes que pueden 
beneficiarse más con los tratamientos disponibles. 

INCERA raul.indd   17 26/10/2017   16:17:41



18 Reproducción - Vol 32 / Nº 3 / Septiembre 2017

Expresión de factor tisular en SAF	 María Eugenia Incera y col

La normatización en el uso de tratamientos an-
ticoagulantes y antiinflamatorios como aspirina, 
heparina y corticoides en pacientes con SAF ha 
aumentado significativamente la tasa de nacidos 
vivos.46 Más aún, estudios recientes han demos-
trado que el uso prolongado de hidroxicloroquina 
disminuye el título de aFL en sangre periférica 
de pacientes con SAF.47 Esta medicación ha de-
mostrado tener efectos antiinflamatorios, antia-
gregantes e inmunorregulatorios.48 Sin embargo, 
a pesar de todos los tratamientos disponibles, la 
incidencia de complicaciones obstétricas aún es 
alta y entre un 20 y 30% de las pacientes conti-
núa siendo refractaria a los tratamientos conven-
cionales.48-49 Por esta razón, es necesario realizar 
más investigación destinada a la comprensión 
de los mecanismos autoinmunes implicados en 
el aborto, que derive en la búsqueda de nuevos 
tratamientos a fin de prevenir nuevas complica-
ciones obstétricas.
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