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Era postgenémica

Comprender los cambios moleculares que
ocurren durante la ventana de implantacién es
fundamental para el conocimiento del proceso de
reproduccién humana.®

Durante los tltimos 50 afios se han intenta-
do correlacionar los cambios morfoldgicos del
endometrio con marcadores moleculares en un
intento por comprender la ventana de implanta-
cién, pero sin obtener resultados aplicables en la
préctica clinica.

Con la decodificacién del genoma humano
(anunciada en el 2003)* el enfoque del proceso de
implantacién ha cambiado. Se sabe que los genes
no actdan en una sola célula sino que actan en
complicadas redes, con complicadas funciones.

Esta nueva visién hizo necesaria la creacién de
una herramienta innovadora, la tecnologfa trans-
cripcional o microarray.

Bases del microarray

El microarray es una tecnologia innovadora
que permite el andlisis de miles de genes, en forma
simultdnea, a partir de una pequena muestra de
material biol4gico.? ®2

Si bien existen variados protocolos y tipos de
microarrays, la técnica se basa en el principio de
complementariedad de la doble cadena de ADN,
utilizando un chip de ADN (del inglés DNA mi-
croarrays). Este chip o plataforma de microarray es
una superficie solida a la cual se unen una serie

de fragmentos de ADN. Las superficies empleadas
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para fijar el ADN son muy variables y pueden ser
vidrio, pldstico e incluso chips de silicio.

El experimento bdsico consiste en la extrac-
cién del total del ARN de una muestra del tejido
en investigacién y de tejido control. Este ARN es
sometido a la accién de la transcriptasa inversa,
obteniéndose asi ADN complementario, el cual
se tifie con fluoresceina: Cy3, verde o Cy5, rojo.
Los fragmentos de ADN se adhieren luego al chip
o plataforma de microarray que contiene el ADN
complementario de determinados genes que se
quieren investigar (hibridacién). Luego se procede
a realizar un lavado para eliminar los fragmentos
no adheridos y se somete la plataforma a la accién
de un ldser; las emisiones resultantes son leidas se-
gin la intensidad de la fluoresceina aplicada. Un
software informdtico especializado se utiliza para
identificar la expresién diferencial de los genes®
(Figura 1).

Existen diferentes chips o plataformas de mi-
croarray disponibles, segtin los genes que se quie-
ran investigar. El preparado comercial més utiliza-

do es el Affimerrix (Santa Clara, CA, USA)

Perfil génico del endometrio durante la
ventana de implantacion

A. En ciclos naturales

En los ultimos cinco anos los investigadores
han enfocado todos sus esfuerzos para poder dilu-
cidar el perfil genético del endometrio receptivo.
En estos genes estd la clave del desarrollo del en-
dometrio en cualquier momento del ciclo y parti-
cularmente durante la ventana de implantacién.®

Con la tecnologia microarray se han logrado
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numerosos avances en la identificacién de ge-
nes involucrados en el proceso de implantacién.
Varios estudios han sido publicados, reportan-
do la aparicién de determinados genes durante
la fase ltea temprana, fase secretora tardia y
durante la ventana de implantacién. En estos
estudios se analiz6 la expresién de genes en
biopsias de endometrio tomadas en diferentes
etapas del ciclo menstrual.

En sus estudios, Carson y col,* Kao y col,®
Borthwick y col®, Riesewijk y col®” y Mirkin y
col® demostraron cambios en la expresién de los
genes a lo largo del ciclo menstrual (Tabla 2).

En todos estos estudios se ha utilizado la mis-
ma plataforma de microarray (Affymetrix), lo que
permite estimar comparaciones entre ellos. Pero
existen diferencias significativas, como la utili-
zacién de diferentes soffwares para el andlisis, el
tamano muestral, la edad de las pacientes intervi-
nientes y el dia de toma de muestra de biopsia del
ciclo en comparacién.

En sus estudios Kao y col® y Riesewijk y col®
utilizaron ARN para analizar con microarrays, y
los otros tres, ADN.

El estudio de Riesewijk y col es el tinico que
analiza muestras endometriales de la misma pa-

ciente en fase secretoria temprana y media del
mismo ciclo menstrual.” Con respecto a esto exis-
ten controversias, y por un lado, permite analizar
el endometrio de la misma paciente en distintos
periodos del ciclo, por otro lado, ese endometrio
biopsiado presentard cambios inflamatorios que
podrian llegar a influir (o no) en la receptividad
endometrial.

Una de las diferencias mds importante entre
los estudios se debe al andlisis de diferentes etapas
del ciclo menstrual (proliferativa y secretora), que
se ve reflejado en la gran variabilidad de genes re-
gulados en mds y en menos.

Estas diferencias en el disefio de los estudios
posiblemente sean las responsables de los diversos
genes identificados en cada estudio.

La figura que se presenta a continuacién (Figu-
ra 2) muestra la distribucién de los diferentes gru-
pos de genes encontrados en los estudios de Kao y
col,¥ Carson y col,* Borthwicck y col,* Riesewijk
y col,¥ y Mirkin y col.*® Los genes con funcién
biolégica desconocida representan el grupo mds
grande de todos los grupos de genes. Proteinas de
superficie celular, marcadores extracelulares, fac-
tores de crecimiento y citoquinas representan una
fraccién importante de genes #p-regulados duran-

Figura 1. Técnica de microarray: se aisla ARN de una muestra de endometrio y se incorpora un nucledtido con fluo-
resceina (Cy3/Cy5). El ARN marcado es convertido en ADN mediante la transciptasa inversa, luego es hibridizado
en un chip y, previo lavado, es escaneado y analizado utilizando la bioinformdtica (Mirkin S y col. Hum Reprod
2005;20:2104-17, White C, Salamonsen L. Reproduction 2005;130:1-13).
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te la fase secretoria media, asi como también genes
que regulan senales intracelulares y proteinas del
ciclo celular. Genes asociados a inmunidad celular
fueron hallados en cuatro de los cinco estudios, lo
que implica un rol fundamental de este sistema en

el endometrio antes y durante el proceso de im-
plantacién. Genes que codifican proteinas-ligan-
dos de ADN, factores de transcripcién y enzimas
modificadoras de ADN representan una parte im-
portante de los genes down-regulados.®

Tabla 2. Caracteristicas de los diferentes estudios de microarray durante la ventana de implantacién.

- _ Primera muestra Segunda muestra Pool
Estudio MuestrasN= Edad (dia del ciclo) (dia del ciclo) Array ARN
) Fase proliferativa tardia Ventana implantacion Affimetrix .
Keoycol. 11 2839 (g10) (LH+8-LH+10) He-ugsa
Carson 6 /D Fase secretora temprana Ventana implantacion Affimetrix si
y col. (LH+2-LH+4) (LH+7-LH+9) HG-U95A
Riesewijk 10 93.39 Fase secretora temprana Ventana implantacion Affimetrix no
y col. (LH+2) (LH+7) HG-U95A
Borthwick 10 93-44 Fase proliferativa tardia Ventana implantacion Affimetrix si
y col. 9-11) (LH+6-LH+8) HG-U95A
Mirkin 8 94-32 Fase secretora temprana Ventana implantacion Affimetrix no
y col. (LH+3) (LH+8) HG-U95A

Figura 2. Distribucion de los diferentes grupos de genes: A) resultados de Kao y coli®® B) Riesewijk y col;¥” C) Carsony

col** D) Borthwicky coli* y E) Mirkin y col.%
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Comparacion de los resultados de microarray

En cada uno de estos cinco trabajos cientos
de genes fueron identificados en las muestras de
biopsias de endometrio en las diferentes fases del
ciclo (Tabla 3). Pero sélo existe una minoria de
genes que resultaron similarmente regulados.

La osteopontina (OSP) es el tnico gen up-re-
gulado en todos los estudios (Tabla 4).

Inesperadamente ciertas moléculas que tienen
un rol establecido en el proceso de implantacién,
como el LIF, HOXA-10 y HB-EGF presentaron
discrepancia entre los cinco estudios, lo que genera
confusién en la identificacién de éstos como mar-
cadores definitivos de receptividad endometrial.

Tabla 3. Resultados de los diferentes estudios de mi-
croarray durante la ventana de implantacion.

Estudio ?I;I-]r‘:ai]ulados gzmregulados
Kao y col. 156 377
Carson y col. 323 370
Riesewijk y col. 153 58
Borthwick y col. 90 46
Mirkin y col. 49 58

Tabla 4. Comparacién de los resultados de microarray.

Nombre del Kao Carson Rieswijk Borthwick Mirkin

gen ycol ycol y col y col y col
DAF (CD55) + + + +
MAOA + + + +
Osteopontina + + + + +
GADD45A + + + +
SERPING + + +
IL-15 + + + +
Annexin IV + + +
MAP3K5 + + + +
CIR + + +
IDB-4 + + +

Limitaciones de los estudios

A partir del andlisis de estos trabajos surgen
dudas alarmantes: ;por qué los resultados difieren
tanto entre si? ;Por qué cinco laboratorios, utili-
zando altisima y costosa tecnologia, obtuvieron
resultados que no son replicables? ;Cudl es el pro-
blema?

Diferentes motivos podrian explicar tal dile-
ma. Algunos fueron analizados mds arriba, como
por ejemplo, la diferencia en los dias de obtencién
de la biopsia endometrial y los distintos procedi-
mientos quirtrgicos utilizados, el tamafo mues-
tral pequeno, y la utilizacién de diferentes sof-
wares para el andlisis del microarray.

Otro motivo, y tal vez el mds importante, es
que cada grupo de investigadores analiza ciertos
genes que ellos consideran relevantes en cuanto a
la receptividad endometrial.

Entonces, “hasta que no se homogeinice la for-
ma de conducir estos estudios, hasta que los labo-
ratorios no compartan la informacién obtenida en
cada estudio realizado para obtener una sola base
de datos controlada, a la cual cada investigador
pueda tener acceso, los esfuerzos por encontrar los
genes que abren, cierran y mantienen la ventana
de implantacién se diluirdn en la complejidad del
genoma humano” (Mirkin S, SAEGRE 2008).

Otra limitacién de estos estudios es que sélo
se han enfocado en el andlisis del endometrio. En
este modelo un elemento importante estd ausente:
el blastocisto.

En conclusidn, se ha logrado la caracterizacién
del perfil génico del endometrio a lo largo del ci-
clo menstrual natural.

En el trabajo de Mirkin y col de 2005 se ha
demostrado la expresiéon de 107 genes durante
la ventana de implantacién.®® Utilizando similar
tecnologia microarray, otros investigadores han
estudiado las diferencias de expresién de genes en-
dometriales, en ciclos naturales, tanto en la fase
proliferativa como en la fase receptiva [(Kao y col,
2002;% Borthwick y col, 2003,% Riesewijk y col,
2003, en fase litea temprana y fase litea media
(Horcajadas y col, 2004)].

Franchiy col en 2008 a través del estudio, me-
diante microarray, de tres genes inmunomodula-
dores especificos DAF, IL-15, y osteopontina, ha
demostrado una tendencia en cuanto a un incre-
mento progresivo de la expresién del perfil génico
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del endometrio desde su fase pre-receptiva a su
fase receptiva.'?

Correlacion témporo-espacial de ciertos
genes durante la VI

Sabemos que con la tecnologia microarray se
puede identificar la expresién de genes en una
muestra de tejido endometrial, pero sin distincién
de los tipos celulares que conforman el endome-
trio. Algunos genes aumentan o disminuyen su
expresién durante la ventana de implantacién en
forma distinta dependiendo si se analiza esta ex-
presién a nivel de las células epiteliales o de las
células del estroma.

Franchi en su trabajo ha podido analizar las
respuestas de cada célula en forma especifica du-
rante la ventana de implantacién utilizando una
nueva tecnologia, la microdiseccién con captura
ldser (MCL), (Figura 3)."?

Poco se conocia hasta el momento sobre las di-
ferencias de expresion entre el epitelio y el estroma.
Este estudio pudo caracterizar temporal y espacial-
mente la expresién de estos tres genes (DAF, IL-15

y OSP) y la localizacién celular de sus productos
proteicos en el momento de apertura y cierre de la
ventana de implantacién (dias 21 y 24).

Asi, demostré que el DAF (Decaying Acelera-
tion Factor) estd presente tanto en las células del
estroma como en las células glandulares a lo largo
de toda la ventana. La expresién de la IL-15 no
pudo ser identificada en las células estromales ni
en las glandulares, por lo que se sugiere que su
expresién estd limitada a otro tipo celular, proba-
blemente leucocitos o células del estroma perivas-
cular adyacente a las arterias espiraladas; mientras
que la osteopontina se expres6 en las glindulas en-
dometriales a lo largo de toda la fase secretora.

Con esto se demostr6 que se puede dar un paso
mds en los conocimientos sobre implantacién, se
puede caracterizar la expresién de proteinas en las
células endometriales, y mds atn, dilucidar la ex-
presién de éstas tanto en las células glandulares
como en las del estroma. Este avance podria sim-
plificar futuras investigaciones.

En un estudio reciente Haouzi y col identi-

Figura 3. 1-Antes de la microdiseccion con captura laser (MCL). 2-Luego de aplicar MCL. 3-Tejido microseccionado.
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ficaron una serie de nuevos genes entre los cua-
les seleccionaron cinco nuevos candidatos como
marcadores de receptividad endometrial: lamini-
na 83 (LAMB3), proteina asociada a microfibri-
lla (MFAPS5), angiopoyetina-/ike 1 (ANGPTL1)
y gléndula endocrina derivada del factor de cre-
cimiento del endotelio vascular (EG-VEGF vy
NLEF2).” Estos nuevos genes hallados (Haouzi y
col, 2008) difieren de los analizados en los estu-
dios previos (Carson y col, 2002; Riesewijk y col,
2003; Mirkin y col, 2005) probablemente debido
a que en este estudio mds reciente se utilizé una
plataforma de microarray que contiene nueva in-
formacién gendémica: mds de 30.000 genes versus
los 12.000 utilizados en los otros estudios. En este
estudio ademds, igual que en el de Riesewijk y col
(2003), se analizaron biopsias de endometrio de la
misma paciente en los dias LH+2 y LH+7, con lo
que se minimiza la intervariabilidad en el andlisis
de los datos, y a su vez, el tamafio muestral fue
mucho mayor (n=11 versus 62).

Nuevamente, cada grupo de investigadores
propone un determinado grupo de genes como
marcadores lideres de receptividad endometrial.
Sin embargo, es importante destacar que en este
tltimo trabajo también se encontré una regula-
cién en més de la osteopontina y de la interleu-
quina 15 (IL-15), en concordancia con los cinco
trabajos previamente analizados.

Probablemente si se disehan nuevos estudios
con la nueva plataforma de microarray, con mayor
tamano muestral y con la obtencién de biopsias en
las mismas pacientes en distintas fases del ciclo, los
resultados podrian ser mds concluyentes en cuanto
a la identificacién de aquellos genes que hacen que
el endometrio se transforme en receptivo.

Perfil génico del endometrio durante la
ventana de implantacion
B. En ciclos estimulados

Existen especulaciones sobre que la hiperesti-
mulacién ovérica controlada (COH) durante la
fertilizacién in vitro (FIV) influye en forma nega-
tiva sobre la implantacién embrionaria, en compa-
raciéon con los ciclos naturales, y que la expresiéon
de los genes se ve modificada. Estas especulaciones
surgen a partir de que la COH en reproduccién
asistida produce una menor tasa de implantacién
por embrién transferido en comparacién con ci-
clos naturales y ciclos con ovodonacién.”

Varios trabajos han demostrado que concen-
traciones suprafisioldgicas de estradiol el dia de
la administracién de la hormona gonadotrofina
coriénica humana (hGC) resultaron en efectos
deletéreos sobre la implantacién del embrién %>
Estos altos niveles hormonales son necesarios en
reproduccidn asistida para lograr reclutar un ma-
yor nimero de ovocitos por ciclo, pero con efec-
tos adversos sobre el endometrio.

Mirkin y col realizaron un estudio comparan-
do la expresién de genes durante la ventana de
implantacién en ciclos naturales versus ciclos esti-
mulados.? El protocolo utilizado fue FSH recom-
binante (FSHr), GnRH antagonistas y GnRH
agonistas con y sin soporte liteo con progesterona
micronizada. En este estudio se demostré que en
los ciclos estimulados la receptividad endometrial
se encuentra deteriorada, pero se hallaron cam-
bios minimos en el perfil de expresién de los ge-
nes, sin que esto signifique una gran variabilidad
funcional en la implantacién del blastocisto. Mds
de 3.000 genes se expresaron en las muestras de
endometrio y s6lo 18 fueron diferentes entre los
grupos en comparacioén. A su vez, al comparar ci-
clos estimulados usando agonistas del GnRH ver-
sus antagonistas, se encontrd que existen ciertos
cambios en la expresién de genes (diferencia en
13 genes), pero que no son significativos. Por ul-
timo, al analizar el impacto de la administracién
de progesterona micronizada sobre la expresion de
los genes durante la ventana de implantacién, se
encontré que no existen grandes diferencias entre
su uso y su omision.

Sin embargo, Horcajadas y col y Simon y col
demostraron en sus trabajos una gran diferencia
de expresion en los genes cuando compararon ci-
clos naturales con ciclos con estimulacién ovérica
controlada.”™”

En el estudio de Horcajadas se evaluaron ciclos
estimulados con FSH purificada y agonistas del
GnRH, sin administracién de progesterona du-
rante la fase latea, utilizando las mismas pacientes
en sus ciclos naturales y estimulados. Mds de 200
genes se expresaron en forma distinta.

En un estudio reciente (Macklon y col, 2008)
se evalud el impacto de la estimulacién ovdrica
con FSHr en combinacién con GnRH antagonis-
tas, sin soporte de progesterona exdgena durante
la fase latea.” Demostrd que la estimulacién ova-
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rica produce una desregulacién en la expresién de
genes, pero no en forma significativa, al comparar
ciclos con FSHr con ciclos naturales en la misma
paciente.

Horcajadas y col compararon, recientemen-
te, la expresién del perfil génico del endometrio
humano, durante la ventana de implantacién, en
ciclos naturales versus ciclos estimulados (proto-
colo largo con agonistas del GnRH, FHS alta-
mente purificada y hMG)."* Evaluaron mediante
microarray (Afimetrix) biopsias de endometrio de
mujeres jovenes y fértiles en ciclos naturales y en
ciclos estimulados, utilizando a las mismas pacien-
tes como casos y controles, eludiendo en parte, la
intervariabilidad de las muestras. Las biopsias fue-
ron obtenidas los dias LH y hCG +1, +3, +5, +7,

+9, respectivamente. Las muestras endometriales
correspondientes a los dias +1, +3, +5 y +9 mos-
traron un perfil génico similar; mientras que las
muestras de LH y hCG+7 mostraron diferencias
estadisticamente significativas en su perfil génico.
Se sabe que el dia LH+7 marca la apertura de la
ventana de implantacién, dicho de otra manera,
es el dia en que el endometrio se transforma en
receptivo. Se demostré a su vez que la receptivi-
dad endometrial se encuentra retrasada en dos dias
en los ciclos estimulados, en comparacién con los
ciclos naturales, ya que la regulacién en mds o en
menos de los genes que se conocen involucrados
en la ventana de implantacién muestra este patrén
de expresién con dos dias de retraso (Figura 4).
Con este estudio por primera vez se ha demos-

Figura 4. Perfil génico dindmico obtenido por espectometria ldser que muestra la regulacion en mds y en menos en los
dias 1 a 9 en las muestras LH (A, B, C) y hCG (D, E, F). Los genes estdn agrupados segiin funcion biolégica. En A se pre-
senta una down-regulation en el dia 7 que aparece en D en el dia 9, igual que en B comparada con E; y up-regulation

en dia 7 de C que aparece en dia 9 de F.
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trado el sustrato molecular del impacto de la hi-
perestimulacién ovdrica controlada en el endome-
trio humano, especificamente durante la ventana
de implantacién.

Este trabajo, al demostrar claramente que en ci-
clos estimulados existe un retraso de dos dias para
alcanzar la receptividad endometrial, contradice los
trabajos de Nikas y col,'*' y Kolb y col ' en los que
hallaron que en ciclos estimulados el endometrio
se transformaba en receptivo con dos dias de anti-
cipacién, en comparacién con ciclos naturales. En
estos dos ultimos estudios se determiné la recepti-
vidad endometrial mediante criterios histolégicos
solamente. Como se advirtié anteriormente en
este trabajo, los pinépodos presentan variabilidad
de una mujer a otra en cuanto a su aparicién y
ademds el tiempo en el que se hacen presentes es
muy breve, por lo que la base cientifica de estos
trabajos es incompleta y poco confiable.

Los investigadores han demostrado que exis-
te una desregulacién en la expresién de genes
durante la ventana de implantacién en pacientes
sometidas a estimulacién ovdrica. Sin embargo, la
evidencia presentada hasta el momento, no indica
que esta desregulacién en el perfil génico sea la
causa directa de la disminucién de la receptividad
endometrial observada clinicamente en estas pa-
cientes, ya que se logran embarazos con estimu-
lacién ovdrica y con la aplicacién de técnicas de
reproduccion asistida.

El retraso genémico observado en el estudio
de Horcajadas y col es interesante para identificar
nuevos genes marcadores de receptividad y lograr
asi un mayor entendimiento del desarrollo endo-
metrial durante la estimulacién ovdrica controla-
da, para poder hallar la estimulacién que mds se
asemeje a los cambios hormonales y génicos que
se producen en los ciclos naturales.

Participacion del blastocisto

Durante el proceso de implantacién son dos
los factores que establecen un didlogo: el embrién
y el endometrio. El endometrio sometido a dife-
rentes estimulos paracrinos y endocrinos, y el em-
brién en cambio, mucho mds libre y s6lo depen-
diente de su carga genética y de su capacidad de
implantarse.'®

Pocos estudios han utilizado modelos huma-
nos para investigar la relacién ultraestructural en-
tre el blastocisto y el epitelio endometrial.

Carver y col demostraron en modelos huma-
nos in vitro que la secrecién de hCG por parte
del blastocisto en fases tempranas de la implanta-
cién representa una participaciéon importante en
el proceso de implantacién.!™

Sherwin, mediante microarray, analizé la ex-
presién de genes en biopsias de endometrio du-
rante el periodo preimplantatorio en modelos
vivos de monos Baboons tratados con hCG. En-
contré 61 genes up y down regulados.'™ Esto in-
dicarfa que la hCG secretada por el blastocisto no
s6lo tiene capacidad luteotrépica, manteniendo el
cuerpo luteo, sino que ademds induce cambios en
la expresion de genes endometriales que regulan
la adhesién embrionaria y modulan la respuesta
inmune en el sitio de implantacién mediante se-
fiales paracrinas.

En otro estudio Kashiwagi también demostré
que existe una regulacién diferente de los genes
en presencia del embrién.!” Analizé biopsias de
endometrio de murinos mediante microarray en
presencia y ausencia del embrién. Mil quinientos
genes fueron regulados de manera distinta en pre-
sencia del embridn.

Hess, en el 2007, utilizando microarray, inves-
tigd el perfil génico de cultivo de células endome-
triales purificadas y encontré 4.817 genes que se
regulaban en forma distinta en presencia o ausen-
cia de embrién.'”

Estd claro que el rol del blastocisto para la im-
plantacién es de suma importancia. Dilucidar su
funcidn exacta es tema de futuras investigaciones.

Implantacion en situaciones especiales

A. Leiomiomas uterinos

Los miomas son tumores benignos de las célu-
las musculares lisas del miometrio. Representan una
de las patologias ginecoldgicas mds frecuentes en la
edad reproductiva (20-40%), causando dolor pel-
viano y trastornos del ciclo menstrual .1%11°

Hasta el momento no se han podido demostrar
los mecanismos por los cuales los miomas serfan cau-
sa de infertilidad, por lo que su tratamiento es causa
de controversias.'"! Sin embargo, existe un consenso
general en cuanto a que los miomas submucosos y
los intramurales que protuyen hacia la cavidad ute-
rina producen una disminucién de las tasas de im-
plantacién y de embarazo, y que su extirpacién qui-
rirgica constituirfa el tratamiento adecuado.!®!"!
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Con respecto a los miomas intramurales, las
controversias contindan debido a que no existen
trabajos consistentes disponibles.

Se han analizado las tasas de embarazo en
pacientes a las que se les realizé FIV o ICSI y
que presentaban miomas intramurales. Algu-
nos autores encontraron una disminucién de
las tasas de embarazo en estas pacientes, atin en
aquellas con miomas pequefos,'>!® mientras
que otros autores reportaron que los miomas
no afectaban los resultados de las técnicas de
alta complejidad, ni siquiera aquellos de entre
cuatro y siete centimetros.'*'"7

Ademis, varios estudios compararon la presen-
cia de uno versus multiples miomas, pero no se
pudo demostrar que el nimero de miomas tenga
una relacién proporcional con infertilidad.!"!"

Se llevé a cabo un trabajo en el que se estudié
el efecto de leiomiomas intramurales y submuco-
sos sobre el endometrio receptivo a través del estu-
dio de marcadores moleculares como HOXA 10,
HOXA 11 y LIF, y se encontré que la expresién
de estos marcadores se encuentra disminuida en
las pacientes con miomas submucosos, pero no as
en las pacientes con miomas intramurales.'®

En un estudio reciente se analizé mediante 72i-
croarray la expresién de genes a nivel endometrial
durante la ventana de implantacién en mujeres con
miomas."® Se tomaron biopsias de endometrio de
mujeres con leiomiomas intramurales inicos y mul-
tiples, mayores y menores a 5 cm y se las comparé
con mujeres con antecedentes de miomectomia y
mujeres sin patologia uterina. Se encontré que en
el endometrio de mujeres con miomas intramura-
les existe una desregulacién en el perfil génico del
endometrio receptivo. Sin embargo, de los 25 genes
analizados, 22 presentaron patrones normales de ex-
presién ante la presencia de leiomiomas intramura-
les, lo que sugiere que la receptividad endometrial,
como proceso biolégico, no estaria afectada en estas
pacientes. A su vez, los genes regulados en menos
durante la ventana de implantacién en presencia
de miomas también se encontraron disminuidos en
otra condicién de subfertilidad, como es el caso de
la presencia de DIU.

Hasta el momento no se han llevado a cabo
muchos estudios que analicen, mediante mi-
croarray, la expresién de genes a nivel endometrial
durante la ventana de implantacién, por lo que no
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se pueden establecer conclusiones certeras respec-
to a la afectacién de la receptividad endometrial
ante la presencia de miomas uterinos.

B. Endometriosis

La endometriosis es una patologia ginecolédgica
que se caracteriza por la presencia de glindulas en-
dometriales y estroma fuera de la cavidad uterina.
Afecta al 10-15% de las mujeres en edad reproduc-
tiva. Se presenta clinicamente con dolor pelviano
crénico, dismenorrea, dispareunia e infertilidad.'”

Existen numerosos estudios que demuestran
una asociacién entre endometriosis e infertilidad,
pero la relacién causa-efecto no estd todavia del
todo comprendida.'?*!2?

A lo largo de los anos se han realizado numero-
sos estudios en los que se compararon la expresion
génica entre endometrio eutdpico y endometrio
ectépico.'”1? En la mayoria de los trabajos se en-
contraron grandes diferencias entre el perfil génico
de biopsias de endometrio ectdpico tomadas en la
fase secretora tardia en comparacién con biopsias de
endometrio eutépico en la misma fase del ciclo.!?1¥

Matsuzaki y col compararon la expresién de
genes en endometrio eutépico de pacientes con-
troles con pacientes con endometriosis severa
en varias fases del ciclo menstrual.”® Utilizando
la tecnologia microarray y la técnica de microdi-
seccién con captura ldser encontraron que en la
fase secretora tardia 20 genes fueron regulados en
mds y 5 en menos en el compartimiento epitelial,
mientras que 2 fueron regulados en mds y 1 en
menos a nivel del estroma.

En contraste con este trabajo, Sherwin y col
no hallaron una expresién diferente en el compar-
timiento glandular ni en el estroma al analizar los
mismos genes, también en la fase secretora tardia
de biopsias de endometrio eutépico de mujeres
con endometriosis minima, moderada y severa, y
mujeres sin endometriosis.'?!

En otro estudio, Burney y col analizaron la
expresiéon génica de endometrio eutépico en las
fases secretora temprana, media y tardia de mu-
jeres con endometriosis y controles sanas.'*? Estos
autores encontraron que la diferencia mds impor-
tante en la expresion de los genes al comparar el
endometrio de ambos grupos fue en la fase secre-
tora temprana (dfas 15 a 18), con una diferencia
de expresién de 85 genes.
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Hasta el momento los estudios realizados para
investigar si existen diferencias entre el perfil gé-
nico del endometrio receptivo en pacientes con
endometriosis y sin ella no aportan resultados
concluyentes. El dia de toma de las biopsias y
la utilizacién de diferentes plataformas de -
croarray para realizar la investigaciones son unos
de los motivos por los cuales los estudios difieren
entre si al presentar sus resultados. Otro motivo
podria ser el hecho de que la endometriosis es
una afectacién ciclica, por lo que los efectos de
los focos de endometrio ectépico sobre el endo-
metrio eutdpico pueden variar en el tiempo, en la
misma paciente.'"!%

Otra limitacién de estos estudios es el reduci-
do nimero de muestras biolégicas analizadas con
microarray. A su vez, no es posible, por el momen-
to, realizar el cdlculo para estimar la cantidad de
muestras necesarias para obtener un resultado es-
tadisticamente significativo, debido a que no exis-
te evidencia suficiente sobre la expresién génica en
fase secretora tardia en pacientes con endometrio-
sis y controles.

Por dltimo, seria ideal el desarrollo de zests mi-
nimamente invasivos para diagnosticar endome-
triosis minima, moderada y severa, y asi separar las
muestras de endometrio para su mejor andlisis.

C. Hidrosalpinx

El hidrosalpinx es una alteracién de la trompa
de Falopio, en la que ésta se encuentra bloquea-
da, dilatada y con liquido en su interior, general-
mente asociada a un proceso infeccioso o infla-
matorio previo.

Es una patologia frecuente en la mujer en edad
reproductiva. Estd asociada a bajas tasas de emba-
razo en los programas de fertilizacién asistida.'
Esto podria deberse a una alteracién en la recep-
tividad endometrial y a una expresién anormal
de ciertas moléculas claves para la implantacién
embrionaria.’* Asi, ciertos fluidos procedentes
del hidrosalpinx en la cavidad uterina interfe-
rirfan en el proceso de adhesién del embrién al
endometrio.'>% Estd descripto que la presencia
de IL-2, presente en el liquido de hidrosalpinx,
contribuye a la inhibicién de la implantacién em-
brionaria.'””

También se ha estudiado que existe una alte-
racién en la expresién de ciertos marcadores mo-
leculares que estdn presentes durante la ventana

de implantacién.’ La expresién de la integrina
avP3 y del LIF se encuentra notablemente redu-
cida en las pacientes con hidrosalpinx en compa-
racién con controles fértiles.!3313 Ademds, se ha
comprobado que luego del tratamiento quirtrgi-
co del hidrosalpinx, los valores del LIF retornan
a la normalidad.’"! En un estudio iz vitro, uti-
lizando liquido de hidrosalpinx, se demostré una
disminucién dosis-dependiente de la expresion de
HOXA 10 en modelos de células Ishikawa.!*? Esta
observacién fue demostrada también in vive.'®

Se necesitan mds estudios, sobre todo de
aquellos que utilicen la tecnologia microarray,
para determinar de qué modo exacto el hidrosal-
pinx interfiere con el proceso de implantacién.
Por el momento estd demostrado que la salpin-
guectomia, previo a la realizacién de técnicas de
reproduccidn asistida, es el tratamiento adecuado
de esta patologfa.'*

D. Dispositivo intrauterino

Desde hace mds de cuatro décadas el DIU (dis-
positivo intrauterino) se ha establecido entre los
métodos anticonceptivos de mayor efectividad. El
DIU induce cambios a nivel del endometrio que
lo transforman en refractario para la implantacién
embrionaria.

Se han llevado a cabo pocos trabajos que es-
tudian los cambios endometriales en presencia
del DIU, la mayoria son estudios de morfologia
endometrial y de andlisis de ciertos genes por
separado.!4>1%

Horcajadas y col fueron los pioneros en inves-
tigar la expresion del perfil génico del endometrio
durante la ventana de implantacién, en la misma
paciente, en presencia y ausencia de un DIU iner-
te.!” Describieron que en presencia del DIU, 78
genes fueron regulados en mds y 69 en menos; 52
de éstos correspondian a los genes que se expresan
normalmente durante la ventana de implantacidn.

Luego analizaron la expresién de genes en el
endometrio, en las mismas pacientes, a los dos
meses posteriores a la extraccién del DIU. Encon-
traron que de los 147 genes desrregulados, sélo 5
genes recuperaron su expresion habitual durante
la fase secretora del ciclo menstrual, y sélo 1 co-
rrespondia a los que se expresan durante la venta-
na de implantacién.

A su vez, para evaluar los efectos a largo plazo
del DIU sobre el endometrio analizaron el perfil
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génico en biopsias endometriales luego de un ano
de extraido el DIU. Encontraron que el 80% de los
genes desregulados recuperaron su expresién géni-
ca habitual durante la ventana de implantacién.

Este trabajo sugiere que uno de los mecanis-
mos de accién del DIU serifa el de prevenir a gran
escala la transicién habitual que se produce en el
perfil génico del endometrio durante la ventana
de implantacién y que permite que éste se trans-
forme en receptivo.

Conclusién

Son cada vez mds y mds importantes los avan-
ces y conocimientos acerca de los mecanismos
moleculares que regulan la implantacién.

La tecnologia microarray, sin duda, ha cam-
biado el rumbo de las investigaciones actuales y
ha permitido conocer una gran cantidad de genes
que regulan la receptividad endometrial, como asi
también a sus productos proteicos. Se ha demos-
trado mediante esta técnica las variaciones génicas
que presenta el tejido endometrial a lo largo del
ciclo menstrual, sobre todo durante la ventana de
implantacién.

Con el advenimiento de la microdiseccién con
captura ldser se ha llegado un poco mds alld en los
conocimientos actuales, se demostré la expresién
de los genes en los compartimientos endometria-
les especificos, lo que representa el primer paso
para mejorar nuestro conocimiento acerca de la
regulacién de los factores que modulan el endo-
metrio en forma endocrina o paracrina y que po-
seen un rol importante para el mantenimiento de
la ventana de implantacién.

La receptividad endometrial es un proceso
biolégico activo que involucra un gran nimero
de genes que se expresan de manera precisa y co-
ordinada. En los ciclos estimulados el patrén de
expresién génico sigue caminos moleculares dis-
tintos en comparacién con los ciclos naturales,
modificando la transformacién del endometrio
pre-receptivo en receptivo. El desafio actual es
identificar genes marcadores de receptividad en-
dometrial para hallar el estimulo apropiado que
resulte en un aumento de las tasas de implanta-
cién en reproduccién asistida.

A su vez, se han llevado a cabo ciertos trabajos
para analizar los cambios que se producen a nivel
del perfil génico del endometrio en condiciones en
las que la fertilidad se ve alterada, como es el caso
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de la leiomiomatosis uterina, la endometriosis,
el hidrosalpinx y la presencia de un dispositivo
intrauterino. De estos modelos de subfertilidad
analizados mediante microarray, sélo tres genes
presentaron el mismo patrén de expresién al-
terados durante la ventana de implantacién. El
camino en este campo de investigacion recién
estd comenzando.

Descifrar los mecanismos que participan en
el intercambio entre el endometrio receptivo y el
blastocisto maduro es fundamental para la com-
prensién del proceso de implantacién embrio-
naria, lo que permitiria alcanzar el conocimiento
respecto a las caracteristicas endometriales o pro-
pias del embrién que impiden una implantacién
exitosa y, en base a esto, desarrollar terapéuticas
tendientes a mejorar el proceso de implantacién
cuando éste se encuentre alterado.
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