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RESUMEN

La infertilidad es una condicién que afecta tanto la salud reproductiva como el bienestar
psicosocial de millones de personas. A lo largo del tiempo, se han realizado numerosos
esfuerzos con el objetivo de optimizar los tratamientos disponibles para este problema, sin
embargo, las tasas de éxito aun no son muy altas. A pesar de ello, diversos estudios en torno
al endometrio han permitido caracterizar el momento idoneo para establecer un embarazo,
durante el cual hay una comunicacion sincrénica con el embrion que permitiria su
implantacién y progresion: el estado receptivo. Por este motivo, el objetivo de este trabajo fue
realizar un analisis comparativo de los perfiles de expresion de miARNs a partir de estudios
reportados para biopsias de tejido y fluido endometrial durante la ventana de receptividad,
con la finalidad de identificar de forma preliminar miARNs caracteristicos de este periodo.
Para ello, se realizé una revision sistematica de literatura en la que se reportaban los perfiles
de expresion de miARNs del endometrio receptivo, posteriormente se cotejaron de forma
cualitativa en busqueda de un consenso cuyos resultados se analizaron in silico mediante el
uso de herramientas bioinformaticas, adicionalmente se disefiaron cebadores para estas
secuencias. Los resultados mostraron a miR-199-5p y miR-345-5p como los miARNs mas
expresados entre los estudios evaluados para biopsias de endometrio como de fluido
endometrial, las cuales estarian involucradas en procesos claves como la remodelacion del
endometrio a través de la decidualizacién, asi como la angiogénesis y proliferacion celular.
Por lo tanto, se concluye que estas biomoléculas se podrian emplear para el desarrollo de
técnicas de diagnostico menos invasivas, no obstante, se sugiere validar los resultados de

forma empirica.

Palabras clave:
Ventana de receptividad, biopsias de endometrio, miARN, deteccion molecular, revision

sistematica.



ABSTRACT

Infertility is a condition that affects both the reproductive health and psychosocial well-being
of millions of people. Over time, numerous efforts have been made to optimize the available
treatments for this problem, however the success rates are still not very high. Despite this,
various studies on the endometrium have made it possible to characterize the ideal moment
to establish a pregnancy, during which there is a synchronous communication with the embryo
that would allow its implantation and progression: the receptive state. For this reason, the
objective of this work was to perform a comparative analysis of miRNA expression profiles
from studies reported for endometrial tissue and fluid biopsies during the receptivity window,
to preliminarily identify characteristic miRNAs of this period. For this, a systematic review of
the literature was carried out in which the expression profiles of miRNAs of the receptive
endometrium were reported, later they were compared qualitatively in search of a consensus,
the results of which were analyzed in silico using bioinformatic tools, additionally primers were
designed for these sequences. The results showed miR-199-5p and miR-345-5p as the most
expressed miRNAs among the studies evaluated for endometrial and endometrial fluid
biopsies, which would be involved in key processes such as endometrial remodeling through
decidualization, as well as angiogenesis and cell proliferation. Therefore, it is concluded that
these biomolecules could be used for the development of less invasive diagnostic techniques,

however, it is suggested to validate the results empirically.

Keywords:

Endometrial receptivity, endometrial biopsy, miRNA, molecular detection, systematic review



.  INTRODUCCION

1.1. Delimitacion del problema

En la ultima década, la prevalencia de la infertilidad a nivel global es aproximadamente de
15%, esta se encuentra en aumento, por lo que representa un problema de salud publica que
aqueja a millones de personas (Sun et al., 2019). Existen muchos factores que contribuyen
al desarrollo de esta condicion, los cuales incluyen principalmente aspectos fisiologicos,

genéticos, ambientales, sociales y psicologicos (Mascarenhas et al., 2012).

Los tratamientos para la infertilidad comprenden un amplio espectro de opciones segun los
requerimientos de cada persona y pueden ir desde el uso de medicamentos hasta el apoyo
mediante Técnicas de Reproduccién Asistida (TRAs); sin embargo, el grado de éxito de estas
ultimas es muy variable y depende de la técnica empleada, las causas de la infertilidad, la
edad de la mujer, entre otros aspectos; y aun asi las bajas tasas de éxito sugieren que para
optimizar estas técnicas se requiere una mayor comprension de los eventos claves en la

reproduccion y la fisiologia (ASMR, 2012; Cabrera et al., 2020; Malhotra et al., 2017).

Un suceso critico que permitira la progresién embrionaria y la consolidacion del embarazo es
la implantacién, evento que demanda sincronia en la comunicacion entre el embrién y el
endometrio (Prieto-Gomez et al., 2019). Precisamente, la implantacion se lleva a cabo en el
endometrio: tejido que recubre la cavidad uterina, el cual destaca por ser dinamico, ya que a
lo largo del ciclo menstrual atraviesa de forma periddica fases secretoras y proliferativas, asi

como la menstruacion (Carrascosa et al., 2018).

La mayor parte del tiempo, el endometrio permanece en un estado “no adhesivo”; sin
embargo, durante la fase secretora del ciclo, atraviesa un breve periodo de tiempo en el que
aumentan sus propiedades adhesivas y manifiesta un fenotipo receptivo (Denker, 1993). Este

estado transitorio permite la expresion de factores moleculares que facilitan la interaccion del



trofoblasto y el epitelio endometrial, y con ello mediar un proceso de implantacion exitoso

(Franasiak et al., 2016).

Los criterios para la caracterizacion del estado receptivo del tejido endometrial comprenden
el avistamiento de marcadores morfologicos a través de pruebas histoldgicas, basados en los
Criterios de Noyes, asi como la presencia de pindpodos (Noyes et al., 1950; Nikas, 2000). No
obstante, la falta de precision y consistencia de estas pruebas no permite discriminar
verazmente el estatus receptivo del endometrio (Coutifaris et al., 2004). En la actualidad,
diversos campos de estudio con relacion a la Medicina Reproductiva se encuentran en la
busqueda de marcadores que puedan identificar de forma certera este breve periodo
receptivo, ademas de que estos puedan detectarse por medio de métodos menos invasivos

que sugieran mayor comodidad para su uso a nivel clinico (Edgell et al., 2013).

En esta ultima década, numerosos estudios apuntan hacia los elementos del secretoma
endometrial, como los micro acidos ribonucleicos (miARNSs), ya que en trabajos recientes se
ha evidenciado perfiles diferenciales de expresion de estos elementos entre las fases pre-
receptivas y receptivas del endometrio (Garrido-Gémez et al., 2013; Parks et al., 2015). Los
mMiARNS son elementos monocatenarios reguladores de la expresion genética asociados a la
comunicacion intercelular (Chen et al., 2012). Ademas, estas moléculas pueden permanecer
estructuralmente estables, caracteristica que resalta su uso como potencial biomarcador
(Chen et al., 2008; Kosaka et al., 2010). La deteccién de estos factores comprende un
conjunto de técnicas moleculares complejas que requieren una gran inversion en
equipamiento del laboratorio, asi como tiempo de ejecucién, por lo que muchas veces se
tratan de pruebas altamente costosas que no pueden ser aplicadas de forma rutinaria a nivel
clinico (Pellicer, 2005). Por ello, la creciente innovacion tecnoldgica busca optimizar estas
técnicas de deteccioén a fin de encontrar alguna de alta sensibilidad, cuya ejecucion sea de
corta duracion y a bajos costos, como la amplificacién isotérmica mediada por lazo (LAMP)

(Zhang et al., 2014; Du et al., 2015).



Teniendo en cuenta lo expuesto, el presente estudio busca realizar un analisis comparativo
de los perfiles de expresiéon de miARNs en el endometrio que hayan sido reportados en la
literatura cientifica para la identificacion preliminar de potenciales biomarcadores con caracter
pronostico del periodo receptivo, disefiar elementos cebadores para su posterior deteccion
mediante el uso de técnicas de amplificacion de alta sensibilidad, y asi contribuir al desarrollo
de herramientas no invasivas complementarias que mejoren la capacidad de diagndstico del

estado receptivo del endometrio y su uso terapéutico a nivel clinico.

1.2. Pregunta del problema

Ante la problematica expuesta, la interrogante cientifica es si el analisis comparativo de los
perfiles de expresion de miARNSs reportados de biopsias endometriales durante la ventana de
receptividad refleja miARNs caracteristicos de esta etapa que puedan ser empleados como

biomarcadores.



1.3 Justificacion

La reproduccion, caracteristica fundamental de los seres vivos, es un proceso biolégico
complejo regulado por diversos factores que tienen por finalidad asegurar la perpetuidad de
una especie (Audesirk et al., 2011). Precisamente, el estudio de nuestra fisiologia
reproductiva nos revela la complejidad del microambiente en donde se llevan a cabo
importantes acontecimientos como la fecundacién, la implantacion y la progresion
embrionaria, en los que se muestra el caracter multifactorial del éxito reproductivo (Shahbazi,

2020).

Uno de estos eventos claves es la implantacion embrionaria, la cual depende de la interaccion
reciproca entre un embridon competente y el endometrio receptivo (Gutiérrez, 2019). Existen
muchos factores involucrados en la progresion de esta etapa, entre ellos los miARN, como
elementos reguladores de la expresion genética presentes en el secretoma endometrial,
tendrian la funcion de facilitar la comunicacion, modular el microambiente y brindar
informacion sobre las condiciones fisiologicas de este (Galliano et al., 2014; Liang et al.,

2017).

De hecho, este suceso es considerado decisivo para establecer un embarazo, por lo que
cualquier fallo en esta etapa es todo un reto que superar para la Medicina Reproductiva y los
tratamientos para la infertilidad, entre los que se encuentran las Técnicas de Reproduccion

Asistida (TRAs) (Gutiérrez, 2019).

Debido a que se lleva a cabo en el endometrio, la evaluacion clinica de su fisiologia es
primordial para precisar si es idéneo a recibir al embrion (Gutiérrez, 2019). Por lo que se
necesitan marcadores de caracter prondstico confiables con los cuales identificar

adecuadamente la ventana de receptividad.

En vista de la inconsistencia en el dataje histolégico al emplear marcadores morfologicos, lo

invasivo de la toma de muestras y la subjetividad de su interpretacion; el desarrollo de las

-4-



tecnologias 6micas brinda un amplio espectro de posibilidades para la identificacion del
estado receptivo del endometrio (Coutifaris et al., 2004; Diaz-Gimeno et al., 2011). Entre ellos,
los miARNs destacan por ser moléculas que pueden permanecer en conformaciones estables
a nivel extracelular, y encontrarse en una gran variedad de fluidos: sangre, orina, e inclusive
fluidos provenientes del utero, lo cual sugiere su potencial uso como biomarcador no invasivo

(Weber et al., 2010; Chen et al., 2012)

Adicionalmente, los miARNs se encuentran relacionados a la regulacion de multiples
procesos bioldgicos de alta relevancia como la oogénesis, la fecundacion, implantacién y
formacion de la placenta, por lo que su estudio también nos podria brindar informacién sobre
el estado fisiopatologico de la madre, asi como de la progresion del embarazo (Hossain et al.,

2012; Hernandez-Vargas et al., 2020).

Con respecto a los métodos de deteccion de miARNSs, estos generalmente suelen incidir en
el uso de técnicas moleculares complejas que requieren una considerable inversién en tiempo
de ejecucion y analisis de resultados, sin considerar el costoso equipamiento y la capacitacion

adecuada del personal que obstaculiza su aplicabilidad a nivel clinico (Ouyang et al., 2019).

Gracias al constante desarrollo tecnoldgico, en la actualidad tenemos una gran diversidad de
herramientas como la amplificacion isotérmica mediada por lazo (Notomi et al., 2000). Este
método de amplificacion de acidos nucleicos cobra especial importancia en el campo de
diagnéstico clinico por ser una metodologia altamente sensible que permite resultados en

menos tiempo a una temperatura estable (Dhama et al., 2014).

Por otro lado, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
nuestro pais: ALICIA (ultima revisiéon 24 de abril del 2021), no se hallan trabajos de
investigacion en relacion con el uso de esta metodologia de amplificacion para la deteccion
de la ventana de receptividad endometrial ni del uso de los miARNs para establecer un perfil

de expresion diferencial del estado receptivo de este tejido en la poblacién peruana.



Por lo tanto, en este estudio se plantea un analisis comparativo de perfiles de expresion de
miARNSs a partir de estudios reportados para biopsias de tejido y fluido endometrial durante
el periodo receptivo con la finalidad de contribuir en la identificacion preliminar de potenciales
biomarcadores de esta breve etapa, asi como el disefio de cebadores para su deteccion
mediante metodologias de amplificacion isotérmica mediada por lazo, y con ello expandir el
numero de herramientas disponibles para determinar la ventana de receptividad del

endometrio.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Realizar un analisis comparativo de los perfiles de expresion de miARNs reportados para

biopsias de tejido y fluido endometrial durante la ventana de receptividad.

1.4.2. Objetivos especificos:

e Realizar una revision sistematica de estudios que reporten perfiles de expresion de
miARNSs del endometrio durante la ventana de receptividad.

o Evidenciar los procesos biolégicos relacionados a los miARNs seleccionados por medio
de herramientas bioinformaticas.

o Disefar cebadores para la deteccién de los miARNs seleccionados mediante técnicas de

amplificacién de alta sensibilidad.

1.5. Hipotesis

H1: La comparacion de perfiles de expresion de miARNSs reportados en la literatura cientifica
seleccionada para biopsias endometriales en fase receptiva muestra miARNs coincidentes.

Ho: La comparacion de perfiles de expresion de miARNSs reportados en la literatura cientifica
seleccionada para biopsias endometriales en fase receptiva no muestran miARNs

coincidentes.



. ESTADO DEL CONOCIMIENTO

2.1 La infertilidad

En el caso de los humanos, la infertilidad de una pareja esta definida clinicamente como la
incapacidad de lograr el embarazo después de doce meses de tener relaciones sexuales sin
emplear métodos anticonceptivos (Zegers-Hochschild et al., 2009). Las causas de la
infertilidad son variadas: alrededor del 30% se encuentra asociado al factor femenino, un 30%
al factor masculino, de lo restante se pueden tratar de causas combinadas o de casos de

infertilidad idiopatica (Ramirez Moran et al., 2019).

A nivel global, segun Sun et al. (2017) “la prevalencia de esta condicién afecta alrededor del
15% de las parejas en edad reproductiva”. Las cifras se encuentran en aumento cada ano,
por lo que la infertilidad se considera un problema de salud publica (Sun et al., 2017; Macaluso
et al., 2010). Esta suma se ve incrementada si se le anaden desérdenes de origen anatémico,
endocrino, genético e inclusive factores como la edad, indice de masa corporal y habitos que

puedan repercutir en su salud reproductiva (McLaren, 2012).

En el Peru, pais en vias de desarrollo, la incidencia de este problema ha ido en ascenso
producto de otros factores como la pobreza, estilo de vida, contaminacién ambiental y como
consecuencia indirecta de enfermedades tales como el cancer, la obesidad e inclusive el
estrés. (Roa-Meggo, 2012). A pesar de que esta situacion afecta el bienestar psicosocial de
muchas personas, en la actualidad la infertilidad no esta considerada dentro del enfoque
preventivo por no ser transmisible o comprometer la vida de quien la padezca (Roa-Meggo,

2012).



2.2 Los tratamientos para la infertilidad femenina

Frente a cuadros de infertilidad femenina, en la actualidad existe una amplia gama de
tratamientos que buscan restaurar la fertilidad: cambio de habitos, medicamentos, cirugia, e
inclusive tratamientos mas complejos como las distintas técnicas de reproduccion asistida
(Babieri, 2019). De hecho, estas ultimas también son muy variadas y van, entre otras, desde
la inseminacion artificial hasta la maternidad subrogada, dependiendo de la necesidad

particular de los pacientes (Zegers-Hochschild et al., 2009)

Entre los factores que influyen la determinacion del éxito de los tratamientos, lograr un
adecuado proceso de implantacion es de los mas importantes (Salamonsen et al., 2016). Este
evento ocurre en el endometrio, el cual segun Babieri (2019) y Gutierrez (2019) se trata de
un “activo participante” ya que en él se lleva a cabo la comunicacion con el embrién, asi como
su interaccion con los factores inmunoldgicos maternos y demas elementos que permitirian

la adhesion e invasidon embrionaria.

2.3 El endometrio

Segun el libro escrito por Carlos Simon (2009), el endometrio humano es el tejido que tapiza
la cavidad uterina y su importancia reside en ser el lugar en donde se lleva a cabo la
implantacién y desarrollo embrionario. Anatdmicamente, este tejido esta constituido por una
region funcionalis dinamica durante el periodo menstrual y otra region denominada basalis

actua como soporte del endometrio (Simén, 2009; Carrascosa et al., 2018).

El endometrio también esta compuesto por los compartimientos epitelial, estromal y vascular,
ademas de diferentes factores del sistema inmune, elementos bioquimicos que median la
comunicacion y una microbiota activa quienes conforman el complejo ambiente en el que

interactuara el embrién (Simoén, 2009; Franasiak &Scott, 2017).



Fallopian tube Interstitial ~ Isthmus of the tube
& segment

Endometrium --------~

" {Cavitas uteri) | Uterine body
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ofthcuterinebody @ = N oo

"""""""" (Canalis cervicis) - O™
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Figura 1. Representacion gréafica de la anatomia del utero (Fuente: Carrascosa et al., 2018).
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Connective tissue

Figura 2. Representacion esquematica de las regiones funcionalis y basalis del endometrio (Fuente:
Carrascosa et al., 2018).
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2.4 El ciclo menstrual

El ciclo menstrual es caracteristico de muy pocas especies en etapa reproductiva, como los
seres humanos y algunos primates, en comparacién con el ciclo estral que presentan muchos
otros mamiferos, quienes pueden mantener su endometrio en fase secretora por mas tiempo,
asi como también reabsorben este tejido y lo regeneran de forma periddica (Mihm et al.,
2010).

Las diferencias entre el ciclo menstrual y el ciclo estral se deben principalmente al menor
costo metabdlico de la fase menstrual en comparacion al mantenimiento y reabsorcion del
endometrio a lo largo del ciclo estral, y a la frecuencia de los ciclos: mientras que el ciclo
menstrual suele presentar una periodicidad cuasi mensual, en el ciclo estral hay muchos
factores que pueden influenciar su periodicidad dependiendo de la especie (Papanicolau,

1923; Strassmann, 1996)

A lo largo del ciclo menstrual, el endometrio humano atraviesa diversos cambios ciclicos
controlados por las fluctuaciones hormonales (Mihm et al., 2010). Estos cambios inician en la
menstruacion, evento en el cual la capa funcionalis del endometrio se desprende y se elimina
en forma de sangrado (Maybin & Critchley, 2015; Carrascosa et al., 2018). En consecuencia,
la capa basalis remanente lo regenera y engrosa durante la fase proliferativa en respuesta al
incremento de estrégenos provenientes del ovario que paralelamente cursa la fase folicular
de su correspondiente ciclo ovarico (Ferenczy et al., 1979; Carrascosa et al., 2018).

Finalmente, en la fase secretora, el endometrio sufre una remodelacién producto de la
diferenciacion de sus células en grupos glandulares y estromales (Mihm et al., 2010). Este
ultimo grupo pasa por una importante transformacion producto del pico de progesterona: la
decidualizacién que, junto con la secrecion de diferentes factores bioquimicos, preparan la
interaccion con un futuro embridon y mediando el proceso de implantacion (Gellersen et al.,

2007; Mihm et al., 2010). En caso contrario, los picos hormonales caen, la secrecion cesa, la

-11 -



capa funcionalis comienza a degenerarse y el ciclo comienza otra vez (Hawkins & Matzuk,
2008).

Con relacion a lo mencionado, Greening et al. (2016) presentan una grafica en donde se
evidencia la influencia de las hormonas esteroideas en el dinamismo del endometrio durante

el ciclo menstrual.
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Figura 3. Cambios en el endometrio a través del ciclo menstrual, se destaca la ventana de
receptividad durante la fase secretora. (Fuente: Greening et al., 2016).

2.5 La receptividad endometrial y “La ventana de implantacion”

Durante la fase secretora, el endometrio atraviesa un breve lapso en el que manifiesta un
fenotipo receptivo, comunmente conocido como “la ventana de implantacién”, debido a que
se caracteriza por llevar a cabo una serie de complejos cambios morfoldgicos, bioquimicos y
genéticos con el objetivo de volver al endometrio competente para mediar el proceso de

implantacién embrionaria (Rashid et al., 2011; Lépez-Luna et al., 2019).
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La receptividad como tal es considerada “un aspecto clave” para lograr una interaccién
sincronica entre el embridn y microambiente endometrial en estado “adhesivo”, y asi
conseguir un embarazo exitoso (Lépez-Luna et al., 2019; Prieto et al., 2019). Aun asi, la
identificacion de este estado transitorio sigue siendo uno de los grandes retos en el campo
de la Medicina Reproductiva sobre todo por su impacto en la optimizacion de las diferentes

técnicas de reproduccion asistida (Edgell et al., 2013; Fatemi & Popovic-Todorovic, 2013).

2.6 Estimacion del periodo receptivo: Uso de marcadores

La estimacion de la receptividad endometrial es una tarea compleja debido a que el tiempo
de duracién de este estado es breve y variable entre mujeres, el cual generalmente va de 12
a 48 horas (Franasiak et al., 2016). Por ello se han hecho numerosos esfuerzos para buscar
marcadores que puedan caracterizar con precision el periodo receptivo (Achache & Revel,
2006). De hecho, en la actualidad hay una gran diversidad de elementos que han sido
empleados como marcadores a través del tiempo; sin embargo, debido a que muchos de ellos
no brindan resultados consistentes ni representativos del estado receptivo, aun se buscan
nuevos potenciales marcadores que sean utiles en el ambito clinico (Diaz-Gimeno et al.,

2011; Edgell et al., 2013).

2.6.1 Herramientas clasicas: Marcadores morfolégicos

¢ El ciclo endometrial desde una perspectiva histologica: Los criterios de Noyes

En la década de los anos 50’s, los criterios para identificacion de las fases del ciclo
endometrial se basaban en marcadores histologicos de caracter descriptivo propuestos por
Noyes et al. (1950): la mitosis glandular, la pseudoestratificacion de los nucleos y mitosis
estromal como indicadores de la fase proliferativa, este ultimo criterio también estaria
presente en menor medida finalizando la fase secretora, mientras que la presencia de

vacuolas basales post ovulacion, la secrecion activa en el lumen glandular y el edema
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estromal serian indicadores de la fase secretora como tal, la reaccién pseudodecidual e

infiltracion de leucocitos tendrian lugar antes de la menstruacion.

A continuacion, se muestra un extracto con estos ocho criterios histolégicos establecidos por
Noyes et al. (1950), quienes al asociarlos con la temperatura basal lograron instaurar un

método para el dataje del ciclo endometrial.
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Figura 4. Criterios establecidos por Noyes et al. para la evaluacién de biopsias endometriales
(Fuente: Noyes et al., 1950)
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De hecho, la introduccion de este método de evaluacion del endometrio en el ambito clinico
lo ha establecido como gold standard no solo para el dataje endometrial, sino en la deteccién
de anormalidades de caracter patolégico (Diedrich et al., 2007). No obstante, esta técnica
presenta numerosas limitaciones que fueron evidenciadas con el paso de los afios. En
primera instancia, estudios llevados por Coutifaris et al. (2004), al igual que Murray et al.
(2004), discutieron la controversial precision de este método desde la obtencion de la
muestra, su procesamiento y a la subjetividad de la interpretacion, asi como el dataje
empleando de referencia un estimador muy variable como la temperatura basal en vez de
algun marcador objetivo hormonal como la hormona luteinizante (LH) cuyo pico se da durante
la ovulacion. Finalmente, ambos estudios concuerdan que no se trataria de un método de
aporte informacion de utilidad clinica y no deberia ser empleado como herramienta para la

estimacion de la receptividad endometrial.

¢ Cambios en la superficie celular durante el periodo receptivo: Los pinépodos

Uno de los marcadores morfolégicos mas resaltantes son los pindpodos: largas protrusiones
ectoplasmaticas que se forman en las células secretoras endometriales durante el periodo
receptivo, las cuales fueron documentadas por el Dr. George Nikas (2000) empleando

biopsias endometriales y un microscopio electrénico de barrido.

A pesar de que la bibliografia respalda la presencia de estas estructuras, su duracién aun es
controversial, lo cual afecta su reproducibilidad y veracidad como predictor de la receptividad,

por lo cual no debe ser empleado como biomarcador (Quinn & Casper, 2009).

Cabe resaltar que la metodologia de deteccién basada en microscopia electronica de barrido
y en biopsias endometriales elevan los costos y disminuyen su potencial aplicabilidad a nivel
clinico. Es mas, los estudios llevados por Coutifaris et al. (2004) y por Murray et al. (2004)
también concluyen que las biopsias de endometrio, ademas de ser técnicas invasivas, no
brindan suficiente informaciéon que se considere util debido a que tienen una alta prevalencia

a ser tomadas “fuera de fase” y por ello tienden a producir errores, aseveracion actualmente
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respaldada por la American Society for Reproductive Medicine - ASRM (2015) quienes

tampoco recomiendan su uso para estimar las fases del ciclo endometrial.

Figura 5. Pinépodos de la superficie apical del endometrio humano durante el periodo receptivo
(LH+7). Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido (Fuente: Quinn & Casper, 2009).

¢ El sonido como herramienta de diagnéstico no invasiva: Usos de la ecografia

La ultrasonografia, comunmente conocida como ecografia, es una técnica que emplea el uso
de ondas de sonido de alta frecuencia “ultrasonidos” para recrear imagenes en tiempo real
(Diaz-Rodriguez et al., 2007). Este método se basa en la reflexion del sonido al chocar con

los 6rganos vy tejidos, y asi permitir su exploracion (Gil, 2008).

Actualmente existen diferentes tipos de ultrasonidos de uso ginecolégico como el ultrasonido
bidimensional, tridimensional, ecografias de alta definicion en tiempo real, ecografias Doppler
pulsado y a color, de infusién salina entre muchas otras mas (Cakmak & Taylor, 2012). Esta
variedad también se aplica al modo de aplicacion de la técnica, que puede ser superficial o

transvaginal (Cakmak & Taylor, 2012).
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Entre los predictores propuestos se encuentran criterios anatomicos como el grosor y el
patron o textura del endometrio, asi como un criterio fisiologico: la perfusién sanguinea

endometrial (Fiedler et al., 1996).

Si bien se trata de una técnica mucho menos invasiva, de corta duracion y rapida obtencion
de resultados, varios estudios de revision retrospectiva como el llevado a cabo por Fiedler et
al. (1996) muestran que los resultados eran controversiales y sefialaban que el valor
predictivo de los criterios aun no era lo suficientemente confiable como para estimar algo tan

complejo como la receptividad endometrial.

Nuevos estudios prospectivos se realizaron con la finalidad de poder evaluar si algunos de
estos criterios morfologicos detectados por ultrasonido podrian ayudar a tener un pronéstico
del éxito de fertilizaciones in vitro, sin embargo, ningun criterio podia ayudar a estimar los

resultados (Schild et al., 2001).

En la ultima década Hakan Cakmak y Hugh Taylor (2012) también mencionan que a pesar de
que los criterios morfolégicos enfocados en la determinacion de la receptividad endometrial
aun carecen de especificidad y consistencia, la tecnologia de ultrasonido finalmente si brinda
informacion relevante a nivel clinico sobre todo en la deteccion de patologias ginecoldgicas
que puedan estar afectando su fertilidad, probablemente los nuevos avances en el campo de
la Imagenologia, como las ecografias penta-dimensionales (5D), pronto permitan llegar a un
consenso y ser aplicables para optimizar las técnicas de Reproduccion Asistida (Elsokkary et

al., 2019).
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2.6.2 Marcadores moleculares y las tecnologias “6micas”

Gracias a los extraordinarios avances de la Biologia Molecular en las ultimas décadas se
pudieron identificar una gran cantidad de biomoléculas que permiten discriminar
objetivamente rasgos de particular interés tanto cualitativamente mediante la dicotomia
presencia/ausencia como cuantitativamente midiendo los niveles de expresion (Solis &
Andrade, 2005; Grover & Sharma, 2016). Las biomoléculas seleccionadas con este fin son
denominadas “marcadores moleculares” y hoy en dia tenemos un surtido numero de estos
marcadores segun su naturaleza bioquimica, funcién biolégica y tecnologia de deteccion

(Grover & Sharma, 2016).

Por la complejidad fisiolégica propia del endometrio, las tecnologias dmicas no solo se suman
en la busqueda de marcadores con los cuales se pueda discriminar entre las fases del ciclo
endometrial y per se su estado receptivo, sino también apoya al diagnéstico de cuadros
patoldgicos complejos como el cancer o la endometriosis (Egea et al., 2014; Saare et al.,
2017). Es mas, actualmente se apunta al desarrollo de nuevos métodos de diagndstico menos
invasivos basados en estas tecnologias y asi lograr una mejor integracion en el ambito clinico

(Edgell et al., 2013).

A continuacién, se muestran dos esquemas en los cuales se puede observar la aplicacion de
diferentes tecnologias dmicas en la integracion de la informacion proveniente de diferentes
dimensiones: genética, bioquimica y sus interacciones metabdlicas, y asi poder ayudar a
lograr una mayor comprension fisioldgica de estas complejas estructuras (Hernandez-Vargas

et al., 2020).
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como el endometrio humano (Fuente: Hernandez-Vargas et al., 2020).

A B
ENDOMETRIAL RECEPTIVITY ASSAYS FOR EMBRYO VIABILITY ASSAYS
TRANSFER DATE SELECTION FOR EMBRYO SELECTION

MINIMALLY INVASIVE INVASIVE NON INVASIVE INVASIVE
APPROACHES APPROACHES ONMICARALISS APPROACHES APPROACHES

OMICS ANALYSIS

EPIGENOMICS . . EPIGENOMICS . . . .

TRANSCRIPTOMICS 0 e TRANSCRIPTOMICS . . .
/'v 3 \\\

PROTEOMICS . . f *Q‘ \:) PROTEOMICS . . . .
o)
3 "

METABOLOMICS . . o / METABOLOMICS .

OPTIMAL ENDOMETRIUM + OPTIMAL EMBRYO

Figura 7. Los avances actuales buscan determinar la competencia del embrién como el periodo
receptivo del endometrio para aumentar la probabilidad de una implantacién exitosa (Fuente:
Hernandez-Vargas et al., 2020).

-19-



Segun la revisién sistematica llevada a cabo por Hernandez-Vargas et al. (2020) respecto al
empleo de las tecnologias multi-6micas para la identificacién de biomarcadores, como se
observa en la figura anterior, a lo largo del tiempo se han realizado numerosos esfuerzos por

establecer biomarcadores con los cuales poder discriminar al endometrio receptivo.

Los avances en Transcriptomica permitieron el desarrollo de la primera herramienta
diagnodstica de la receptividad endometrial: la prueba “ERA” (del inglés, Endometrial
Receptivity Array), basada en el disefio de un microarray con genes diferencialmente
expresados entres las fases del ciclo endometrial (Diaz-Gimeno et al., 2011); en la actualidad
aun se procura buscar formas menos invasivas y que sean de provecho para la Medicina

Reproductiva.

Esta herramienta es de gran utilidad por su valor predictivo hasta cierto punto, debido a que
todavia presenta algunas desventajas: es una técnica invasiva ya que requieren biopsias de
endometrio, es altamente costosa no solo porque emplea matrices para microarrays de un
solo uso, sino porque también necesita el equipamiento adecuado en el laboratorio para
ejecutar esta técnica, y su uso a nivel clinico puede limitar la posibilidad de realizar una
transferencia de embriones durante ese ciclo por lo que no se puede aplicar de forma rutinaria

en los tratamientos de infertilidad (Carrascosa et al., 2018).

De forma similar, el endometrio humano ha sido explorado cuantiosamente a nivel
protedmico, el cual se trata de un complejo campo que muestra perfiles diferenciales de
expresion proteica tanto entre fases del ciclo endometrial como en pacientes sometidos a
alguna forma de estimulacion durante su tratamiento para la infertilidad, entre estas proteinas
destacan diversas citoquinas, receptores, integrinas y factores de crecimiento (Hernandez-
Vargas et al., 2020). Aun asi, entre sus principales obstaculos resaltan las metodologias de
deteccion limitadas, complicado aislamiento de las proteinas obtenidas y el uso de biopsias
endometriales, aunque este Ultimo esta cambiando a una muestra menos invasiva: el

secretoma del fluido endometrial (Li & Jin, 2013; Kasvandik et al., 2019).
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En pocas palabras, el fluido endometrial estaria compuesto por los elementos secretados
como diversas proteinas, lipidos, algunos glucidos, iones e inclusive elementos de regulacion
genética como los miARNSs, pequefias biomoléculas descritas a continuacién (Bhusane et al.,

2016; He et al., 2021).

Cabe destacar que el fluido endometrial, conocido también como fluido uterino o moco
cervical, se ha convertido en el nuevo foco de investigacion en la busqueda de herramientas
menos invasivas por su sencilla coleccion mediante un aspirado (Cheong et al., 2013). Esta
muestra es el primer contacto que tendria el embrion con el ambiente materno y en su
composicion se encontrarian los elementos que estarian involucrados en su comunicacion

reciproca (Bhusane et al., 2016).

¢ Los miARNSs: A la busqueda de potenciales biomarcadores

Los micro acidos ribonucleicos (miARNs) son pequefias secuencias de ARN no codificante
de aproximadamente 22 nucledétidos de longitud que regulan la expresion genética (Ha & Kim,
2014). En el endometrio, los miARNs estarian involucrados en diversos procesos bioldgicos
como la apoptosis, la proliferacion y diferenciacion celular, claves para la remodelacion

morfoldgica que atraviesa a lo largo de su ciclo (Pan & Chegini, 2008; Hull & Nisenblat, 2013).

Su origen es complejo, de hecho, en humanos se han localizado a lo largo de todo el genoma
tanto en regiones intronicas como exonicas (Ha & Kim, 2014). Por otro lado, segun Paul et al.
(2018) estos miARNSs se diferencian de otros tipos de ARNs pequefios no codificantes segun
su biogénesis: los miARNs provienen de pequefias horquillas formadas por ARN de cadena

simple que fueron procesados por las enzimas Drosha y Dicer.
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A la fecha se han realizado diferentes estudios en los que se evaluaba la participacion de los
mMiARNs en el endometrio, de ellos se destaca la evidencia de perfiles diferenciales de
expresion entre las fases del ciclo, asi como su rol en procesos de decidualizacion del
endometrio y fomentando un entorno inmunotolerante (Sha et al., 2011; Paul et al., 2018).
Asimismo, se resalta la posibilidad de discriminar entre pacientes fértiles de aquellos que
presentan desordenes endometriales como cancer, endometriosis, pérdidas recurrentes,

entre otros (Pan & Chegini, 2008).

La caracterizacion de miARNs a nivel extracelular es relativamente reciente y se ha
encontrado en una diversidad de fluidos como orina, sangre periférica, saliva, e inclusive en
muestras de fluido endometrial, este hecho, junto a que son moléculas que permanecen
estructuralmente estables en esos medios se plantea su uso como biomarcadores (Liang et

al., 2017).

La deteccion de miARNs extracelulares también es respaldada por Vilella et al. (2015),
quienes evidenciaron empiricamente la presencia de miARNs asociados a exosomas en
pequefias muestras de fluido endometrial durante la ventana de implantacién y proponen una
via de comunicacion endometrio-embrion mediante la internalizacion de estas pequefias

moléculas.

Los métodos de deteccion actuales comprenden técnicas “tradicionales” como el uso de
microarrays, RNA-seq, Northern blots, RT-qPCR, secuenciacién de segunda generacion
(NGS), los cuales presentan algunas limitaciones: requieren cuantiosas muestras
(generalmente biopsias) e inclusive algun pretratamiento como el aislamiento y
retrotranscripcion del ARN, son costosas, demandan mucho tiempo, por ello muchas veces
no se incorporan como pruebas de rutina en el ambito clinico (Koshiol et al., 2010; Deng et

al., 2017).

En la actualidad, algunos de los inconvenientes mencionados pueden ser superados

mediante un cambio metodoldgico. Una alternativa podria ser la deteccion de miARNs de una
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muestra limitada como el fluido endometrial que podria ser llevada a cabo por medio de
amplificaciones isotérmicas mediadas por lazos (LAMP-PCR), método relativamente reciente
gue manifiesta ser mas sensible que muchos métodos convencionales, de menores costos,
de rapida ejecucion e interpretacion de resultados mas sencillos, y de forma global se trataria

de una técnica mas rentable para el uso clinico (Deng et al., 2017).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Obtencioén de la data

Para el desarrollo de este estudio se empled la informacion de perfiles de expresion de
miARNSs seleccionadas producto de la revision sistematica de bibliografia bajo los criterios de
elegibilidad detallados en la metodologia, estos sustancialmente se tratan de ensayos de

analisis transcriptomico entre mujeres en edad reproductiva, con evidencia de fertilidad.

Las consideraciones sobre la privacidad y tratamiento de la data empleada siguen las normas
de bioética establecidas por diversos comités de ética (Barrios et al., 2011) y normas sobre
la ética en la investigacion MINSA (2011); asi mismo, se destaca el uso de informacién de
acceso publico con fines de investigacion cientificas, no se realizaron experimentos

empleando muestras biolégicas ni humanas ni animales.

3.1.2 Herramientas bioinformaticas y criterios de analisis estadistico:

En primera instancia se realiz6 un metaanalisis con el software Review Manager (RevMan),
herramienta especializada para la seleccion de informacién en revisiones sistematicas, en
este caso, nos ayudara en la seleccion de la data de las publicaciones revisadas (Cochrane
Collaboration, 2020). Una vez seleccionada la informacion, se empled el entorno de software

libre R Studio para determinar los miARNs consenso entre los estudios (Rstudio Team, 2020).

Para el analisis funcional de los miARNs encontrados se empled la herramienta informatica

GeneCodis4 (https://genecodis.genyo.es/), la cual permite la integracion de diferentes fuentes

de informacion como la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) y el proyecto
Ontologia Genética (GO) (Garcia-Moreno, 2021). Los genes diana de los miARNs
encontrados se corroboran con aquellos obtenidos de la revision bibliografica y con ello tener

un mayor soporte empirico.
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Respecto al disefio de sets de cebadores LAMP (FIP, BIP, F3 y B3), se seleccionaron aquellos
miARNs que hayan sido validados, que cumplan con los requerimientos detallados en la
seccion de metodologia, asi como la informacion que tengan de su presencia a nivel
extracelular, sobre todo aquellos que se secretan a nivel del estroma y puedan ser
encontrados en fluidos cervicales, su disefio se baso en los parametros establecidos por Li et

al. (2011). Con el software OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/ oligoanalyzer)

se exploraron las caracteristicas fisicas de las secuencias de miARNs seleccionados y se

obtuvieron las secuencias reversas complementarias.

De forma paralela, con la finalidad de tener una herramienta que brinde informacion de
caracter cualitativo sobre la expresion de los miARNSs, se disefiaron cebadores para RT-gPCR

con el software libre basado en el lenguaje de programacion Ruby: miPrimer (Busk, 2014).
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3.2 Metodologia

3.2.1 Disefio experimental

3.2.1.1 Seleccion de estudios para la revision sistematica

Se realiz6 una amplia busqueda de bibliografia de forma manual en diversos
repositorios virtuales de acceso publico por un periodo de seis (6) meses

comprendidos entre los meses de junio a diciembre del afio 2020.

Entre la terminologia empleada para la recoleccion de informacion se encontraban

LT3

palabras y frases claves como “endometrio”, “fertilidad”, “implantacion”, “Técnicas de

reproduccion asistida”, “microARN-miRs-miARNSs”, entre otros, de ello se procedié a

seleccionar la data segun los siguientes aspectos (Tabla 1):

Criterios de eleqibilidad:

- Data transcriptomica obtenida mediante microarrays, RNA-Seq, secuenciacion
o deteccion por PCR con perfiles de expresion estadisticamente significantes
y que presente evidencia de validacion de forma empirica.

- Adecuado monitoreo e identificacion de las fases del ciclo endometrial
delimitadas en el estudio y con relacion al periodo de la receptividad del tejido.

- Las mujeres participantes del estudio se encuentran en edad fértil (18-40 afos)
y que manifiesten un fenotipo saludable (adecuado IMC, sin evidencias de

problemas de infertilidad)

La estandarizaciéon de estos criterios de seleccion fue guiada por el uso del método
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis
Protocols), el cual ayuda a establecer pautas uniformes para la inclusion de la data

revisada mediante el uso de directrices preestablecidas (Mother et al., 2009).
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Por otro lado, basados en las consideraciones propias del proceso de seleccion

previamente descrito, se delimité la siguiente poblacion de estudio:

Receptivo: los perfiles de expresion de miARNSs a nivel endometrial de mujeres sanas
durante la fase secretoria del ciclo menstrual, los cuales fueron extraidos de las
publicaciones elegidas para ser procesados a nivel bioinformatico.

No Receptivo: los perfiles de expresién de miARNs a nivel endometrial de mujeres
gue no se encuentran en la fase receptiva, presentan problemas de fertilidad, entre

otros factores, que segun el estudio comprometan su receptividad.

Tabla 1. Criterios de seleccion bibliografica.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

Caracteristicas de las participantes no
Mujeres en edad fértil e indice de Masa detalladas: edad, IMC, estado
Corporal (IMC) en el rango normal fisiopatoldgico, duracion del ciclo

menstrual, dataje del endometrio, etc.

Individuos con ciclos menstruales regulares | No son estudios empiricamente validados.

Monitoreo del ciclo menstrual en base a la

. Los resultados no son publicos
hormona luteinizante (LH)

. . No detalla el tratamiento de sus datos ni su
Resultados de los perfiles de miARNs o ) ] ]
. significancia a través de parametros
publicados o
estadisticos como FC o P value.

3.2.1.2 Estimacion de la heterogeneidad de los estudios seleccionados

Con la finalidad de evidenciar el impacto de los sesgos posibles se realizdé una
inspeccion visual del diagrama de efectos o diagrama de bosque efectuados para los
factores de riesgo “Edad Materna” e “indice de Masa Corporal”, de la misma manera
se examino el diagrama de embudo o funnel plot también ejecutado en el software

RevMan 5.4.1.
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Se evalud el estadistico 1> como descriptor del porcentaje de variabilidad entre los
estudios seleccionados y el estadistico Chi? de Pearson, para el cual se considero la
hipotesis nula (Ho): todos los estudios presentan una poblacion similar “homogénea”,
en caso es rechazada se concluiria que hay heterogeneidad entre ellos.

Ademas, se considero estadisticamente significativo a los valores de P value menores

a 0.05

3.2.1.3 Analisis bioinformatico

a) Obtencion de la data

En primer lugar, se colectaron los resultados de los perfiles de expresion de miARNs
publicados por cada articulo, se elaboré un set de datos con esa informacion y se
clasificaron segun el nivel de expresion de los miARNs en up-regulated (sobre
expresion) o down-regulated (infra expresion) basados en los parametros de

deteccion dictaminados por cada estudio (Tabla 8).

b) Expresioén diferencial de miARNs

En cada uno de los articulos incluidos se buscé determinar miARNs expresados de
forma diferencial entre las fases del ciclo endometrial, asi como frente a fenotipos no
receptivos como en casos de infertilidad por lo que se llevd a cabo un analisis
comparativo cualitativo entre los resultados obtenidos en base a la discriminacion
condicional de los elementos repetidos entre los estudios y entre el tipo de biopsia

empleado en cada uno de ellos.

Posteriormente se graficaron estas diferencias en el entorno de software libre R Studio
sobre el set de datos creado empleando los paquetes “ggVennDiagram”, “grid”,
“futile.logger” diferenciando categéricamente entre los tipos de biopsias y el nivel de

expresion.
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c) Analisis funcional

Para realizar el analisis funcional se emplearon herramientas del software
GeneCodis4 como Gene Ontology (GO), Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto
(KEGG) y Panther cuyos resultados nos brindan informacién sobre los procesos y
funciones bioldgicas asociadas a los genes diana de los miARNSs, asi como su posible

localizacién en los componentes celulares.

d) Disefo de cebadores

El disefio de cebadores LAMP para el patrén de miARNs obtenido se llevd a cabo
siguiendo el protocolo de Li et al. (2011), quienes dan informacién referencial sobre
un template para miARNs validado de forma empirica, estos sets de cebadores

comprendieron a los primers FIP, BIP, F3 y B3.

Paralelamente, se disefiaron primers para PCR RT para los miARNs seleccionados,
debido a que se desea una estimacion de la expresion de estas moléculas, sobre todo
a modo de validacién con relacién al método anterior. La evaluacion de estos

cebadores fue sujeta a los softwares MFEprimer 3.1 y Oligoanalizer.

La seleccién de los sets mas adecuados consideraba algunos criterios de elegibilidad
como el largo de los primers, la temperatura de hibridacion, las distancias entre
primers, un GC% entre 40-60%, etc. Asimismo, se considerd la evaluacion de la
formacion de estructuras secundarias para todos los sets de primers con el software

OligoAnalyzer con la finalidad de evitar dimeros entre ellos.
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IV. RESULTADOS

4.1 Seleccion de los estudios para la revision sistematica

Hasta la fecha, en los repositorios virtuales de libre acceso como Pubmed, Scopus y Google
Scholar hay mas de 300 estudios relacionados a la receptividad endometrial humana y/o a la

expresion genética de miARNSs de este tejido bajo diferentes enfoques.
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Figura 10. Flujograma para las fases de seleccién de la informacion. Desarrollado segin el método
“PRISMA” basado en los criterios sefialados por Moher et al., 2009.
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Los articulos fueron filtrados segun los criterios de elegibilidad (Tabla 1) e inclusién detallados
en el flujograma (Figura 10), sin embargo, uno de los principales factores limitantes para su
seleccion fue la disponibilidad de informacion de acceso publico. Finalmente, se obtuvo un
total de once (11) publicaciones adecuadas segun los criterios establecidos, cuya informacion

mas detallada se encuentra en la Tabla 2.

4.2 Estimacion de la heterogeneidad de los estudios seleccionados

Cabe resaltar que se realizd una estimacion de la heterogeneidad entre estos estudios
empleando el software Revman v5.4.1 para revisiones sistematicas disefiado por “The
Cochrane Collaboration” (2014), con la finalidad de evaluar posibles sesgos, principalmente
de aquellos factores que influencian la tasa de éxito reproductivo, como la edad materna y el

indice de masa corporal (Wang et al., 2008; Gongora et al., 2016).

La implicancia de estos factores se puede apreciar a diferentes niveles: en la calidad
gameética, la funcion ovarica y cambios en la morfologia endometrial que pueden repercutir
en la receptividad del endometrio per se y por ende con su estimaciéon (Wallach et al., 1994;

Amstrong, 2001; Elnashar et al., 2004).

Con relacion a la edad materna, Wang et al. (2008) sugieren 35 afios como umbral por defecto
de la edad reproductiva, por ello se busca que entre los estudios seleccionados no existan
diferencias significativas entre las edades de los individuos. Analogamente, Géngora et al.
(2016) muestran la influencia del indice de masa corporal (IMC) y su relacioén negativa en la
fertilidad. El valor de IMC considerado normal y saludable se encuentra en un rango de 18.5
a 25, por lo que valores fuera de este rango son considerados cuadros de sobrepeso o
infrapeso, condiciones que pueden derivar a alteraciones fisiopatoldgicas de la funcion
ovarica, calidad gameética, asi como desdérdenes hormonales que repercutirian en la

morfologia endometrial (Bellever, 2013).
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En consecuencia, las mujeres que aquejan estos problemas manifestarian una baja tasa

reproductiva (Bellever, 2007). Sin embargo, este factor afectaria de forma similar al factor

masculino, sobre todo en la calidad espermatica (Cubas, 2018).

Por ello, en primer lugar, se evalud el impacto de estos factores de riesgo en los estudios

seleccionados mediante diagramas de efectos y un subsecuente analisis de parametros

estadisticos, cuyos resultados se muestran en la Tabla 2. Los resultados obtenidos mediante

los estimadores de dispersion Chi? de Pearson es mayor a 0.05 y el porcentaje de

heterogeneidad I es igual a cero, por lo que no muestran diferencia significativa entre las

personas involucradas entre los estudios, hecho que se remarca en la distribucién de estos

en el diagrama de efectos.

Tabla 2. Analisis de la heterogeneidad y diagrama de efectos para los factores "Edad materna" e
"indice de Masa Corporal" de los estudios seleccionados. Realizado con el software RevMan v5.4.1

Receptivo No Receptivo Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% ClI
1.1.1 Edad Materna
Altmae 2012 305 4 4 318 38 5  27% -1.30[6.44,3.84] I E—
Da Broi 2019 329 5 5 359 47 6 22% -3.00[8.77 277 —
Drissennek 2020 359 62 15 3589 6.2 5 18% 0.00[-6.28, 6.28] .
Estrella 2012 27 8 10 27 8 10 15% 0.00[7.01,7.01)
Grasso 2019 26 8 2 26 8 8 05% 00012401240
Kresowik 2014 333 387 12 333 387 12 T6% 0.00[3.10,3.10] .
Kuokkanen 2010 243 2 4 29 4 4 00% -470[-9.08-032
Sha 2011 325 545 5 325 45 5 16% 0.00[-6.82,6.82)
Shiz2017 321 29 10 36 41 12 8.4% 0.50[-2.43, 343 i
Sigurgeirsson 2016 275 35 7T 2715 35 7 54% 0.00[-3.67, 3.67) T
Yilella 2015 36 36 4 3825 39 4 27% -2.25[7.45 295 —
Subtotal (95% CI) 74 74 343% -0.35[-1.80,1.11] <&
Heterogeneity: Tau®=0.00; Chi*=1.89, df=9 (P=0.99); F= 0%
Test for overall effect: Z=0.47 (P=0.64)
1.1.2 indice de Masa Corporal
Altmae 2012 227 23 4 235 21 5 86% -080[3.71,2.11] .
Da Broi 2019 272 28 5 238 34 6 54% 3.40[-0.26, 7.06)
Drissennek 2020 217 32 15 217 32 5 B69% 0.00[-3.24,3.24] I
Estrella 2012 27 32 10 217 32 10 92% 0.00[-2.80,2.80] T
Grasso 2019 24 5 2 24 5 8 1.2% 0.00[-7.75,7.75)
Kresowik 2014 268 74 12 268 74 12 21% 0.00[-5.92,5.92) I E—
Kuokkanen 2010 243 189 4 15 17 4 00% 2.801[0.30,5.30]
Sha 2011 19.85 2.45 5 1985 245 5 T79% 0.00[-3.04,3.04] I —
Shiz2017 217 222 10 2277 263 12 176%  -1.07[-3.10,0.96] I
Sigurgeirsson 2016 253 454 7253 454 7032% 0.00[-4.76, 4.76) T
Yilella 2015 217 32 4 17 32 4 37% 0.00[-4.43, 4.43] S —
Subtotal (95% CI) 74 74 657% -0.11[-1.16,0.94] ¢
Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*= 4.63, df=9 (P=0.87), F= 0%
Test for overall effect: Z=0.21 (P=0.83)
Total (95% Cl) 148 148 100.0% -0.19[-1.04, 0.66]

Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*=6.58, df=19 (P =1.00); F= 0%
Test for overall effect. Z=0.44 (P = 0.66)

Testfor subaroun differences: Chi*=0.07, df=1 (P=0.80), F=0%
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No obstante, al realizar la inspeccion visual del grafico de embudo para estos criterios de
inclusion se muestra que el estudio llevado a cabo por Kuokkanen et al. (2010) se encuentra
fuera del intervalo de confianza, por lo que se decidio retirarlo del analisis. Los graficos de
embudo efectuados con su simetria muestran la escasa heterogeneidad entre los estudios,
asi como que estos estudios recuperados puedan brindarnos informacion estadisticamente
robusta debido a que se encuentran principalmente en la zona superior correspondiente a un
menor error estandar y con ello una mayor precision (Figura 11). Cabe resaltar que estos
diagramas se elaboraron con la finalidad de valorar el sesgo de publicacién de los estudios
encontrados a la fecha previo a efectuar el analisis, mas los espacios vacios denotarian un
espectro de estudios no incluidos, probablemente porque no cumplieron con los criterios de

elegibilidad establecidos.

Con todo ello presente, finalmente los diez (10) estudios restantes fueron incluidos en la

revision sistematica (Tabla 3).
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Figura 11. Diagrama de embudo para la evaluacién del sesgo de publicacién graficados con el software
RevMan v5.4.1. Muestra la medida de efectos en base al error estandarizado a) Todos los
articulos preseleccionados b) Articulos finalmente incluidos en el estudio.
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Tabla 3. Estudios incluidos segun el protocolo de seleccion bibliografica “PRISMA” y evaluacion estadistica subsecuente.

Metodologia Anél,isi.s
Tamafio | Rando de Monitoreo del | Fase estadistico
Estudio Participantes Region 9 ciclo del Obtencion
muestral edades : :
menstrual ciclo de la Procesamiento | FC | Pvalue
muestra
N Mujeres _ | Biopsia con
Altmae et al. fértiles vs Europa n=9 30.514 LH orina LH+2 canula Microarray >2 | <0.05
(2012) NP 7 .
infértiles pipelle
: Mujeres - Criterios _ | Biopsia con
Da (82?1' g)t | ferlesvs | ATSIO | n=12 | 32043 | histologicos | g | canula RNAseq |>1 | <0.05
infértiles de Noyes pipelle
: Mujeres Co Microrarray
Drissennek ef | < tiiesvs | Europa | n=20 | 35.96.2 Win-Test | LH+7 Biopsia TagMan >2 | <0.05
al. (2020) N endometrial .
infértiles miRNA assay
Estrella ef al. | Mujeres sanas LH+6- Biopsia miRNA PCR
’ e Europa n=20 2748 LH orina endometrial >1 | <0.05
(2012) fértiles 8 . Array
y cultivo
. Aspiracion
Grasso et al. 'V'“Jefe? sanas Europa n=10 2618 LH orina LH+3- con canula NGS >2 | <0.05
(2019) fértiles 7
wallace
. . . Biopsia con
Kresowik etal. | Mujeres | pjerica | n=12 | 33.3z3.87 | Nivelde | LH+6- 1 = cihiia RT-PCR | >1 | <0.05
(2014) fértiles progesterona 8 vipelle
Mujeres con L
Sha et al. . : _ , LH+5- Biopsia .
(2011) un endometrio Asia n=22 32.1+£2.9 LH orina 7 endometrial Microarray >2 | <0.05
sano vs RIF
Shi et al. : : _ , LH+2- Biopsia Deep
(2017) Mujeres sanas Asia n=10 32.5£5.5 LH orina 7 endometrial Sequencing >2 | <0.05
Sigurgeirsson . _ , LH+7- Biopsia )
et al. (2016) Mujeres sanas | Europa n=7 27.5+£3.5 LH orina 9 endometrial True-seq >2 | <0.01
, . Aspiracion
Vilella et al. M’upres Europa n=4 37.5+4.2 Fechas LH+2- con canula Microarray >2 | <0.05
2015 fértiles menstruales 7 wallace
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4.3. Andlisis de la data recolectada

a) Evaluacion comparativa entre los miARNs diferencialmente expresados que fueron

reportados

Una vez culminado el proceso de seleccion de los articulos, se extrajeron los resultados
respecto a los miARNs diferencialmente expresados para el periodo de receptividad
endometrial, con los cuales se construy6é una matriz con Microsoft Excel que fue sometida a

un analisis comparativo.

Durante este proceso se clasifico la data entre estudios segun el tipo de biopsia sobre el cual
habian realizado su evaluacion, la plataforma empleada y el nivel de expresion del miARN

reportado en la categoria upstream o downstream (Tabla 8).

Con la finalidad de determinar la existencia de asociacion entre los miARNs diferencialmente
expresados para el fenotipo receptivo, se evalud la presencia-ausencia de estos miARNs
entre los estudios para calcular el coeficiente de correlacion en la propia matriz. Debido a que
ningun miARN reincidia en al menos el 50% de los estudios, los resultados negativos (valor=
-1, Figura 20) mostraban de forma preliminar que no se evidenciaria algun tipo de relacion

entre estos miARNSs y el estado de receptividad endometrial.

Sin embargo, se observé que hubo cierta congruencia en los resultados obtenidos de forma
independiente, por ejemplo, los estudios llevados a cabo por Altmae (2012), Kresowik (2014)
y Sha (2011) coinciden en la sobreexpresion de los miR-30b y miR-30d, pertenecientes a la

familia miR-30 con funciones relevantes para el desarrollo discutidas mas adelante.

Estas diferencias pueden deberse a la eleccién del método de detencion de los miARNs
propio de cada estudio segun su disefio experimental, lo cual es de especial interés ya que

los limites de detencidn varian segun la plataforma utilizada.

Cabe resaltar que durante la revision bibliogréfica las plataformas Agilent, Affymetrix y NGS
de lllumina fueron las mas comunes; sin embargo, segun Leshkowitz et al. (2013) entre ellas
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existen diferencias que les dan cierta ventaja a las plataformas Agilent y a lllumina que por
su diseiio muestran una alta sensibilidad, discriminacion y desempefio en la deteccién de
moléculas tan pequefias como los miARNSs. Por otro lado, el hecho de que haya congruencias
de resultados independientemente de las plataformas de deteccion que se hayan decidido
utilizar y la diversidad de las poblaciones de estudio sugiere la presencia de estas moléculas

durante el periodo receptivo.

Respecto al tipo de biopsia empleada, como se ha mencionado anteriormente, en estos
estudios se emplearon biopsias solidas correspondientes al tejido endometrial y liquidas
provenientes del fluido endometrial. Agrupamos los resultados segun el tipo de biopsia y
realizamos otro analisis comparativo de caracter cualitativo cuyos resultados se pueden

visualizar en el diagrama de Venn-Euler mostrado a continuacion (Figura 12).

Fhuido T Fhuido |
8 Tejido |

Figura 12. Diagrama de Venn-Euler graficado con RStudio. Representa el nimero de miARNs
reportados segun el tipo de biopsia y el nivel de expresion.

Los resultados de esta comparativa mostraron tanto miARNs propios de cada biopsia,
algunos en comun y otros conflictivos que se consideraron resultados controversiales y
corresponden al 5.9% de los miARNSs reportados; ademas, es preciso sefalar que este ultimo
grupo de resultados fue valorado de esa forma debido a que en algunos casos los miARNs

reportados se sobreexpresaban en un tipo de biopsia y presentaban una baja expresion en
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la otra, e inclusive en algunos casos podian estar sobreexpresados y no en otros para el

mismo tipo de biopsia.

Por otro lado, curiosamente hubo un consenso entre miARNs diferencialmente expresados
reportados para ambas biopsias, en este caso 2 miARNs se sobreexpresaron tanto para
muestras de tejido endometrial como para fluidos y 3 miARNs evidenciaron una baja
expresion para ambas biopsias, esta informacion se agrupé en la Tabla 4 a modo de resumen.
Este consenso entre miARNs reafirmaria su expresion a nivel endometrial sugiriendo su

posible uso como biomarcador, por lo cual se decidié emplearlos para el analisis posterior.

Tabla 4. Matriz con los miARNSs diferencialmente expresados exclusivamente en biopsias de fluido

endometrial.
Tipo de biopsia: Fluido endometrial
Nivel de miARNs
expresion
hsa-miR-141-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-
miR-873-3p, hsa-miR-30d-3p, hsa-miR-
f 450a, hsa-miR-320a, hsa-miR-490-5p, hsa-
miR-509-3-5p
hsa-miR-29b, hsa-miR-210, hsa-miR-148a,
! hsa-miR-885-5p, hsa-miR-151-3p, hsa-
miR-873

Tabla 5. Matriz con los miARNSs diferencialmente expresados tanto en biopsias de tejido endometrial
como en aspiraciones de fluido

i Tipo de biopsia
Nivel de DEGs consenso P P

expresion Tejido | Fluido
hsa-miR-345-5p v v
f hsa-miR-199b-5p N4 N
hsa-miR-200c v v
| hsa-miR-30a / v
hsa-miR-141 v *
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b) Analisis funcional de los miARNs seleccionados

Debido a que muchos reportan solo el miARN precursor, pero no el maduro se realizé una
inspeccion a nuestra Tabla 5, de la cual notamos que Grasso et al. (2019) reportaron al
miARN maduro miR-141-3p como sobreexpresado en la muestra de fluido endometrial,
mientras que varios otros estudios reportan a su precursor como recurrente en el grupo de
baja expresion para biopsias de tejido endometrial, por la informacion controversial al
respecto se decidié excluir esta molécula del estudio.

Para el analisis funcional empleamos miRDB, una base de datos online que permite la
prediccion de los genes diana de cada miARN (Tabla 9), asi como su anotacion funcional
(Chen & Wang, 2020). Ademas de GeneCodis4, una herramienta online para la integracion
del analisis funcional, con la cual nos enfocamos en el proceso bioldgico y la ubicacion
subcelular a través de Ontologia Genética (GO), asi como las vias metabdlicas relacionadas
mediante Panther (Garcia-Moreno, 2021).

Las graficas de barras obtenidas que se muestran en las Figuras 13-16, nos sefialan el
namero de genes con el que interaccionan estos miARNs y las funciones bioldgicas
asociadas, en este caso, los miARNs seleccionados se encuentran mas relacionados a la
regulacion de la transcripcion, apoptosis, migracion y diferenciacion celular. En la Figura 15
nos sefalan que esos elementos interactuan principalmente en la transduccién de sefales,
la transcripcion genética y la inmunomodulacion. Entre los eventos relacionados a sus
funciones, muestran que podrian tener un rol importante en la angiogénesis, las vias de
sefializacion de las integrinas y en los procesos de inflamacion. Asimismo, los miARNs
seleccionados tendrian preferencia a coordinar estas funciones dentro del ambiente celular,
lo cual puede reforzar la idea de su transporte mediante exosomas e integracion hacia los

diferentes tipos celulares.
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Figura 13. Graficas de barras correspondientes al analisis funcional llevado a cabo en GeneCodis4-

Number of genes

GO. para evidenciar los procesos biologicos relacionados a los miARNSs.

Developmental Biology

Pozt-tranzlational protein modification

o s 12 » » n w

a0 2 = i P e
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Figura 14. Graficas de barras correspondientes al analisis funcional llevado a cabo en GeneCodis.-
Reactome, se muestran los procesos celulares mas representativos relacionados a los miARNSs.
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Figura 15. Graficas de barras correspondientes al analisis funcional llevado a cabo en GeneCodis4
y Panther en relacién con las vias metabdlicas asociadas.
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Figura 16. Graficas de barras correspondientes al analisis funcional llevado a cabo en GeneCodis4 y
GO que muestran las localizaciones subcelulares mas frecuentes de estos miARNSs.
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c) Disefio de cebadores

En primera instancia se disenaron los cebadores para RT-qPCR en el software miRPrimer
(Busk,2014), con el cual obtuvimos los siguientes resultados detallados en la Tabla 6 para los
mMiARNs miR-199b-5p y miR-345-5p, correspondientes a las secuencias maduras

sobreexpresadas.

Tabla 6. Cebadores disefiados con miRPrimer seleccionados en base a su score.

miARN Secuencia (5’ a 3’) Longitud (nt)
hsa-miR-199b-5p CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC 23
RT Primer forward GCCCAGTGTTTAGACTATCTG 20
RT Primer reverse TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGAACAGA 27
hsa-miR-345-5p GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC 22
RT Primer forward GGCTGACTCCTAGTCCAG 17
RT Primer reverse GTTTTTTTTTTTTTTTGAGCCCTG 24

De forma alternativa se realiz6 el disefio de primers stem-loop para RT-gPCR en la plataforma

online MiRNA Primer Design Tool (http://genomics.dote.hu:8080/mirnadesigntool/) con los

cuales se obtuvieron los resultados detallados en las Figuras 17-18. Se trata de una
herramienta bastante completa para una técnica relativamente reciente que sobrelleva los
problemas asociados al tamafio de esta secuencia diana. Brinda informacion sobre el
porcentaje de CG, su temperatura de melting (hibridaciénn) y la longitud de cada primer

(Czimmerer et al., 2013).
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Mature miRNA AGGGTCC

5' - CCCAGUGUUUAGACUAU CUGUUC GTTGG [GGTGC G
3' - GGGTCACAAATCTGATA CAACCGAGACCACG A
cDNA CTTATGG

miRNAID: Own-MiRNA-1
Universal ProbeLibrary probe #21: 5' - TGGCTCTG - 3
miRNA mature sequence: 5' - CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC - 3
stem-loop: 5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC GAACAG - 3¢
5' - GAACAG - 3
cDNA: 5' - ATAGTCTAAACACTGGG - 3°
universal reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3 length = 16 C+G percent =68.75 %

Basic Melting Temperature (Tm) Calculations (universal reverse primer Tm = 51.06 °C)
forward primer: 5' - GTTTGCCCAGTGTTTAGACTAT - 3* length =22 C+G percent=4091% Tm=51.11°C

Base-Stacking Melting Temperature (Tm) Calculations (universal reverse primer Tm = 55.89 °C)
forward primer: 5' - TGTTTTTTGCCCAGTGTTTAGACTAT - 3' length=26 C+G percent=3462% Tm=5591°C

Figura 17. Cebadores stem-loop para miR-199b-5p

Mature miRNA AGGGTCC
5' - GCUGACUCCUAGUCCA GGGCUC GTTGG SGTGC G
3' - CGACTGAGGATCAGGT CAACCGAGACCACG A
cDNA CTTATGG

miRNAID: Own-MiRNA-1
Universal ProbeLibrary probe #21: 5* - TGGCTCTG - 3*
miRNA mature sequence: 5' - GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC - 3
stem-loop: 5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAAC GAGCCC - 3
5' - GAGCCC - 3
cDNA: 5' - TGGACTAGGAGTCAGC - 3
universal reverse primer: 5' - GTGCAGGGTCCGAGGT - 3 length = 16 C+G percent = 68.75 %

Basic Melting Temperature (Tm) Calculations (universal reverse primer Tm = 51.06 °C)
forward primer: 5' - GTTGCTGACTCCTAGTCCA - 3¢ length =19 C+G percent=5263% Tm=51.09°C

Base-Stacking Melting Temperature (Tm) Calculations (universal reverse primer Tm = 55.89 °C)
forward primer: 5' - TGTTTTTTTGCTGACTCCTAGTCC - 3' length =24 C+G percent=4167% Tm=5591°C

Figura 18. Cebadores stem-loop para miR-345b-5p

Las herramientas para el disefio propio de cebadores LAMP para estas pequefias moléculas
también son limitadas, aun con ello, Li et al. (2011) desarrollaron templates de uso libre con
la finalidad de tener un molde estimado “universal” para la deteccion de miARNs mediante
amplificaciéon isotérmica mediada por horquillas, tal y como se observa en la Figura 19

correspondiente al extracto de su sesién experimental publicada como data suplementaria.
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Let-7a miRNA: 5’-ugagguaguagguuguauaguu-3’
Primer FIP: 5“ACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCT-TTTT-GTGCGGGCCTCTTCGCTATT
AC-3'
Primer BIP: 5'-CGACTCTAGAGGATCCCCGGGTAC-TTTT-TGTTGTGTGGAATTGTGAGCG
GAT-3'
Primer B3: 5'-ACTTTATGCTTCCGGCTCGTA-3'

Template DNA (198 nt): 5'- ‘GTA-TGTTGTGTGGAATTGTGAGC

B2

GGATAACAATTTCACACAGGAAACGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGC
Bl

"CTGGCGTTACCCAACTTAATCGGTA

ATGCAAGCTTACAACG

ATAGCGAAGAGGCCCGCAC-AACTATACAACCTACTACCTCA-3
F2c¢ M

Figura 19. Cebadores empleados como templates para la amplificacion isotérmica de miARNs
(Fuente: Li et al., 2011)

Siguiendo sus lineamientos, remplazamos la secuencia diana por el miARN de interés y

obtuvimos las secuencias mostradas a continuacion en la Tabla 7.

Tabla 7. Cebadores disefiados segun el modelo brindado por Li et al. (2011).

miARN Secuencia (5’ a 3’)
hsa-miR-199b-5p CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC

ACTTTATGCTTCCGGCTCGTA-
TGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACGTA
CCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTACAAC
GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGGTAATAG

CGAAGAGGCCCGCAC CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC

hsa-miR-345-5p GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC

ACTTTATGCTTCCGGCTCGTA-

Template TGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACGTA
s CCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTACAAC

modificado | GTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGGTAATAG

CGAAGAGGCCCGCAC GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC

Template
modificado
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Cabe resaltar que en sus ensayos muestran un adecuado funcionamiento de su modelo solo
al cambiar la secuencia de interés por otro miARN, pero aun con ello, este procedimiento
requiere validacion empirica actualizada y evaluacion de su efectividad como herramienta

diagnéstica.
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V. DISCUSION

La infertilidad es una condicion fisiopatologica bastante compleja y que afecta dimensiones
tanto fisicas como psicoldgicas y sociales, no obstante, muchas veces no es tratada como un
problema de salud publica (Roa-Meggo, 2012). De hecho, los reportes de Sun et al. (2019)
muestran que este problema actualmente aqueja a millones de personas y manifiesta una

tendencia a aumentar con los anos.

Se han hecho numerosos esfuerzos en el campo de la Medicina Reproductiva para poder
hacer frente a este problema, y con lo que respecta a la infertilidad femenina, aun queda
mucho por comprender para poder prevenirla y tratarla. De hecho, uno de los principales
aspectos por mejorar son las tasas de éxito de los tratamientos actuales, para lo cual se tiene
como primer paso lograr un evento clave para establecer un embarazo: la implantacion

embrionaria (Koot et al., 2012).

La literatura sefiala que la implantacién es un complejo proceso biolégico que requiere de la
comunicacion sincronica con el endometrio, hecho que ocurre durante un breve periodo
denominado “ventana de implantacién”, en el que este tejido manifiesta un fenotipo receptivo.
Este periodo de tiempo es complicado de estimar ya que es variable entre cada mujer y puede
tener una duracion entre 12 horas y 2 dias. Sin embargo, se busca una forma objetiva de

poder identificarlo mediante el uso de marcadores.

Anteriormente estos marcadores se basaban en los Criterios de Noyes, establecido como el
gold estandar para el dataje endometrial basado en criterios histologicos, estos, junto a otros
marcadores de la misma categoria como la presencia de pindépodos o el grosor del
endometrio, mostraban resultados controversiales que cuestionan su posicionamiento como
criterio para datar el estado receptivo del endometrio (Coutafaris et al.,2004; Quinn & Casper,

2009).
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Hoy en dia hay numerosos marcadores moleculares con los cuales se intenta brindar mayor
precision a la estimacion del estado en el que se encuentra el endometrio, estos marcadores
pueden ser bioquimicos como las proteinas prolactina secretada durante la decidualizacion y
expresion de proteinas adhesivas durante el estado receptivo, o genéticos como diferencias
en la expresion de ciertos genes empleados en la elaboracion de pruebas transcriptémicas,

ejemplo de ello es la ERA (Kabir et al., 2008; Diaz-Gimeno et al., 2011).

Entre los marcadores genéticos, los miARNs destacan por ser moléculas pequefias con
funciones de regulacién genética, que no solo se encuentran intracelularmente, sino también

conformando parte del microambiente uterino, mas especificamente en el secretoma.

El secretoma cervical actualmente es objeto de estudios debido al amplio espectro de
moléculas que alberga, estas van desde elementos genéticos como los mMIiARNS,
biomoléculas como proteinas, lipidos y glucidos, hasta bacterias simbiontes y células del
sistema inmune que le aportan mas dinamismo este ambiente (Salamonsen et al., 2016). Es
mas, el microambiente también cambiaria en sintonia con el endometrio, Salamonsen et al.
(2013) muestran diferencias entre los perfiles protedmicos con relacion a la fase endometrial
en la que se encuentra, y de forma similar, a nivel transcriptémica también se han evidenciado
diferencias tanto en la expresion genética como en los perfiles de miARNSs, en congruencia

con los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion.

De todos los estudios revisados aun son muy pocos los cuales se enfocan netamente en el
fluido endometrial también conocido como moco cervical o flujo uterino. Esto es un aspecto
bastante curioso ya que presenta grandes ventajas de importancia clinica respecto a otros
tipos de muestras: se trata de una biopsia liquida rapida obtencion y menor incomodidad, que
ademas tiene el potencial de brindar informacion relevante si es que en su entorno se tuviera
un marcador establecido para la situacion de interés, que podria ser el dataje endometrial o

inclusive cuadros patologicos que le dan la dimension diagnéstica al estudio de esta biopsia.
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Respecto a la data empleada, en general, se tratdé de grupos poblacionales que no eran muy
heterogéneos, lo cual se debe principalmente a los criterios de elegibilidad empleados para
poder filtrar informacién de forma objetiva. Cabe mencionar que al momento de valorar
estadisticamente estas diferencias entre poblaciones en base a factores de riesgo para la
fertilidad femenina como la edad materna y el IMC se tuvo que retirar un estudio
correspondiente a Kuokkanen et al. (2010) que si bien se encontraba alrededor del rango
establecido para la edad, el peso que aportaba por tener un mayor numero de participantes
aumentaba su significancia estadistica comprometiendo el porcentaje de heterogeneidad
global, lo cual contrasta con el estudio llevado a cabo por Vilella et al. (2015) que si bien las
edades se encontraban en el limite superior de lo establecido, solo contaba con 4
participantes que no comprometian significativamente a la dispersion de edades de la

poblacion total.

Con relacion a los miARNs diferencialmente expresados, se contrastaron entre estudios y
segun el tipo de biopsia empleando herramientas ofimaticas basicas por el hecho de tratarse
de una comparacion de caracter cualitativo, de ello se obtuvo en comun un 3.7% de
elementos: 2 miARNs sobreexpresados tanto en tejido endometrial como en el endometrio y
3 miARNSs de baja expresion para ambas biopsias, y propiamente para el fluido endometrial
se obtuvo 8 miARN sobreexpresados y 6 que presentaban una baja expresion. Cabe destacar
que muchos resultados reportados sefialen a la secuencia inmadura y no a la secuencia
procesada, podria tener relacién con la obtencion de la biopsia y extracciéon de ARN, ya que
segun Paul et al. (2018) estos miARNSs requieren un procesamiento que inicia en el nucleo y
culmina en el citoplasma, pero en ese caso tanto Villela como Grasso hubieran reportado
exclusivamente mMiARNs de secuencia madura, por lo que se puede atribuir a las

metodologias de deteccion y elaboracion de la sonda.

Ambas secuencias pertenecerian al mismo grupo, lo cual puede ocasionar un conflicto de

interpretacion, que se sumaba al hecho de que también habia elementos cuya expresion no
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era congruente y en algunos estudios reportaban su sobreexpresion y en otros como baja, lo
cual puede ser producto del dataje endometrial, para lo cual se requeriria un estudio que lo

confirme de forma empirica.

El analisis de asociacion empleando la funcion “Coeficiente de correlacion” usada para la
evaluacion categorica en la matriz elaborada mostraba una tendencia negativa, rechazando
la hipdtesis de asociacion entre el fenotipo receptivo y el patron encontrado, al menos para
este limitado numero de estudios. Los miARNSs seleccionados no se expresaban en al menos
un 50% de los estudios evaluados; sin embargo, a pesar de no haberse encontrado
asociacion entre los miARNs encontrados y el fenotipo receptivo, la reincidencia de estos
mMiARNSs en estudios independientes sugiere la posibilidad de encontrarlos durante la ventana
de receptividad, por lo que resultados obtenidos son atribuidos principalmente al limitado

numero de estudios incluidos, por ello se recomienda ampliar el tamafio muestral a evaluar.

La identificacion de potenciales biomarcadores se basa en discriminar elementos que ayuden
a una gran poblacion a discriminar su periodo receptivo independientemente del tipo de
biopsia empleada, pero si con ello se puede derivar al uso progresivo de biopsias menos
invasivas, mejor, ya que su practicidad promovera su uso rutinario a nivel clinico (Edgell et
al., 2013). Por esta razon, seleccionamos a los miARNs maduros consenso para ambos tipos
de biopsias que no presenten ningun tipo de conflicto: miR-199b-5p y miR-345-5p.
Estructuralmente, las secuencias de estos miARNs presentan una longitud de 23 y 22
nucledtidos respectivamente, tamafio concordante con las caracteristicas sefialadas por una
revision de estas moléculas llevada a cabo por Paul et al. (2018). Ambas corresponden la
region 5 del precursor de su respectivo miARN, Khvorova et al. (2003) sugieren que
dependiendo de la composicion nucleotidica de la secuencia algunas de estas regiones
presentan un menor perfil termodinamico que tiende a interactuar con RISC formando
complejos “funcionales” con implicancias en la regulacién genética. A pesar de ello, no
podriamos aseverar una “dominancia” de expresion de miR-5p entre las secuencias maduras,
ya que entre los resultados generales documentados de los estudios seleccionados no hubo
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predominancia significativa de alguno en particular y considerando que muchos de los
estudios no denotaban la secuencia madura sino el precursor. En parte esto es congruente
con lo expresado por Ro et al. (2007) quienes senalan que ambos tipos de miARNs se co-
expresan a nivel uterino.

El analisis funcional de ambos miARNs detallaba que principalmente se encontraban
altamente involucrados con la ARNpol Il, lo cual se relaciona con los eventos propios de su
biogénesis via canonica: el procesamiento y maduracion de la secuencia, asi como con sus
niveles de expresion (Ha & Kim, 2014).

La familia MIR345 anteriormente ha sido publicada como sobreexpresada por Sigurgeirsson
et al. (2016) y Kuokkanen et al. (2010) quienes ademas sefalan su influencia en la
receptividad del endometrio, en concordancia con estos estudios también se obtuvo la
relacion con eventos de proliferacion y muerte celular, asi como la regulacion de la
transcripcidn genética y la organizacion celular.

Sha et al. (2011) también menciona que la familia MIR199 es de las mas abundantes
reportadas en las bases de datos y Grasso (2017) inclusive muestra la asociacion de estos
miRs con los genes planteados para la prueba ERA, un ensayo que emplea la firma
transcriptémica del endometrio para determinar la receptividad y sugiere su posible uso como
biomarcador. Ahora bien, la base de datos HGEx que contiene informacién sobre los genes

involucrados en la receptividad endometrial (http://resource.ibab.ac.infHGEx-ERdb/ ) aun no

los incluyen en su lista, como si algunos de los genes obtenidos en la plataforma GeneCodis4;
THBS1 y CCN1 para miR-199, lo cual sugiere su influencia en la angiogénesis y contraccion
muscular del endometrio, claves en su fisiologia (Tabla 9).

La familia MIR199 también podria tener un rol en la implantacién y progresion embrionaria,
Xia et al. (2013) documentaron su expresion diferencial en ratas entre las fases pre receptiva
y receptiva, y sefala que su alta expresién se puede deber al proceso de decidualizacion

endometrial.
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Una vez identificados ambos miARNSs se procedio a la busqueda de una forma costo efectiva
de poder detectarlos, sobre todo pensando en un uso clinico. En primera instancia, las
reacciones de amplificacion isotérmica son un ensayo plausible para ello ya que eliminaria la
necesidad de costosos equipos como los termocicladores debido a que solo requiere
mantener una temperatura estable para poder amplificar la secuencia, e inclusive actualmente
se incorpora una molécula para el reconocimiento cualitativo de la reaccion positiva, como
Thi et al. (2020) llevan realizando para la rapida deteccion de ARN de SARS-CoV-2 en el
marco actual de la pandemia.

Aun asi, los miARNs presentan una secuencia bastante pequefia como para ser identificados
de forma convencional, por lo que se recurre al uso de horquillas o loops para su deteccion.
Esta técnica se llama steem-loop PCR de transcripcion reversa ya que requiere el ADNc del
miARN en su secuencia molde (Kramer, 2011). En este caso, cada grupo de primers contaba
con un cebador forward especifico y un cebador reverse universal por miARN. Los sets de
primers obtenidos mostraban una temperatura de hibridacién adecuada cuya diferencia era
menor a 1°C entre el forward y el reverse. Ademas de la estructura en stem-loop que
presentaban, contaba con una secuencia “base-stacking” (apilamiento de bases) que permite
interacciones mas estables que repercuten en mantener la amplificacién a la misma
temperatura (isotérmica) (Williams et al., 2017).

Si bien se obtuvieron los cebadores para este ensayo, al presentar varios pasos y
requerimiento de equipos, su uso como tal no contribuia en la reduccion de costos o en
mejorar la practicidad del ensayo, por lo que se buscé una forma alternativa de detectarlos:
LAMP (amplificacién isotérmica mediada por lazos).

Por el tamafo de la secuencia no se podian emplear herramientas bioinformaticas
convencionales como Primer Explorer 5, mas Li et al. (2011), quienes en ese momento se
encontraban con el mismo problema, desarrollaron un modelo de secuencia de facil
adaptacion para la amplificacion isotérmica de miARNs en un solo paso, por lo que se empled

este modelo para estimar el disefio de ambos cebadores.
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Los cebadores empleados para métodos de amplificacion isotérmica mediada por lazos se
disefian para tener unas temperaturas de hibridacion alrededor de 60-65°C semejantes a las
condiciones de trabajo de la enzima, generalmente Bst polimerasa, y se estima un porcentaje
de GC entre 40-60% (Eiken Chemical Co, 2019).

Las secuencias propias de los miR seleccionados oscilan entre 54-60% de porcentaje de CG,
en contraste con la secuencia modelo empleada miR-let-7a con 40% de porcentaje de CG
aproximadamente, estas diferencias pueden repercutir en la temperatura de hibridacion final
de primer elaborado, por lo que de emplearse requerira una evaluacion de las condiciones
del ensayo posterior a la validacion de estos cebadores.

Es importante resaltar que evaluar la especificidad de estos primers no es tarea sencilla,
siendo su mayor limitante la longitud de la secuencia, imposibilitando el uso de herramientas
comunes como Oligonalizer o Primer Blast, e inclusive MFEprimer 3.1 con los que se obtenia
ningun resultado o uno no especifico, como es el ultimo caso, ello junto a la falta de métodos
de evaluacién de acceso publico para estos elementos son sus principales flaquezas, por ello

se remarca la necesidad de la validacion experimental respectiva.

Finalmente, se espera que este trabajo también contribuya a resaltar la necesidad y
relevancia de identificacion de biomarcadores, asi como la adaptacion de diferentes técnicas
de deteccidn en la practica clinica. Por ello, se sugiere el estudio y uso de estas técnicas de
alta sensibilidad para la deteccion de estos miARNs como las amplificaciones isotérmicas
mediadas por estructuras en forma de lazo, las cuales permiten la deteccién de miARNs hasta
en pequenas muestras de fluido cervical de forma costo-efectiva y menos invasiva que las

biopsias de tejido endometrial convencionales.

Estas nuevas tecnologias de amplificacion genética, por su naturaleza eficiente sin la
necesidad de costosos equipos de laboratorio en comparacién con muchas otras técnicas de

diagnostico, se vuelven cada vez mas factibles para un uso rutinario a nivel clinico.
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Cabe resaltar que la futura validacion de los cebadores obtenidos y su estandarizacion
apoyaria en el desarrollo de herramientas de utilidad clinica a menores costos y tiempos de

respuesta, con los cuales optimizar los tratamientos de fertilidad.
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VI. CONCLUSIONES

6.1 El analisis comparativo de los perfiles de expresion de miARNs durante el periodo de
receptivo del endometrio soporta la hipotesis planteada, ya que muestra de forma preliminar
un patron de expresion diferencial en comun entre los estudios independientes evaluados, el
cual estd compuesto por: miR-30, miR-200, miR-199 y miR345, estos dos ultimos
sobreexpresados tanto para biopsias liquidas correspondientes al secretoma endometrial
como para biopsias solidas de este tejido, lo cual sugiere la posibilidad de emplear estas

secuencias como potenciales biomarcadores de la receptividad endometrial.

6.2 Si bien se encontraron miARNs diferencialmente expresados en comun para el fenotipo
receptivo entre los estudios incluidos en el analisis, no se evidencié una asociacion
significativa entre la presencia de estos miARNs y el periodo receptivo como tal, ello es
principalmente atribuido al limitado nimero de estudios con informacién relevante de acceso
libre, por lo que se requiere un mayor tamafio muestral y evidencia empirica en poblacién

objetivo para poder corroborar estos resultados.

6.3 El analisis funcional de los miARNs miR-345 y miR-199 muestra que su expresion
diferencial tendria un rol en los cambios morfolégicos que sufre el endometrio en las
diferentes fases de su ciclo ya que se encuentran involucrados en eventos de proliferacion y

muerte celular, vitales para procesos biologicos como la decidualizacién endometrial.

6.4 Se disenaron diferentes cebadores para la deteccion de los miARNs seleccionados
mediante técnicas de amplificacion de alta sensibilidad: RT-qPCR, stem-loop RT-qPCR y
LAMP, los cuales requieren de validacion experimental para evaluar su efectividad,

especificidad y aplicabilidad, sobre todo en el ambito clinico.

-54 -



Vll. RECOMENDACIONES

7.1 Se recomienda ampliar el tamafio muestral. Ademas, se sugiere un enfoque longitudinal
para evidenciar cambios en los patrones de expresion a lo largo del ciclo de la poblacion en
estudio.

7.2 En primera instancia, se sugiere el uso de herramientas analisis transcriptomico como
paneles de microarrays o secuenciacion por RNA-seq, las cuales son de las mas comunes
entre los estudios revisados.

7.3 Repetir la busqueda de herramientas bioinformaticas para la evaluacion y disefio de
cebadores in silico, esperando que se hayan desarrollado nuevos programas que tengan esta
finalidad.

7.4 Estudiar los perfiles de expresion diferencial del ciclo endometrial en la poblacién peruana.
7.5 Corroborar la expresion diferencial de miR-345 y miR-199 durante la ventana de
receptividad.

7.6 Determinar si estos factores también tienen un patrén de expresion diferencial en otros

fluidos como la orina o el plasma.
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IX. ANEXOS

Tabla 8. Lista de miARNs Diferencialmente expresados reportados segun estudio, tipo de biopsia y método de deteccion

Plataforma de

TOP miARNs DEGs

Downstream

Estudio Tipo de biopsia deteccion Upstream
Agilent hsa-miR-30b, hsa-miR-30d, hsa-miR-7g,
Altmae2012 Tejido Mi 9 hsa-miR-10a, hsa-miR-26b, hsa-mir-21 hsa-miR-424, hsa-miR-923
icroarray
DaBroi2019 Tejido RNA-seq hsa-miR-574-5p hsa-miR-6723-5p, hsa-miR-4485-3p
hsa-miR-455-3p, SNORD82, hsa-miR-
. . . 3148, hsa-miR-3128, hsa-miR-4445-
Drissennek2020 Tejido Q‘Eg‘aertrgx hsa-miR-41a, hsa-miR-1226-5p 3p, hsa-miR-4423-3p, hsa-miR-1468-
y 3p, SNORD116-30
hsa-miR-95, hsa-miR-888, hsa-miR-936,
hsa-miR-1185, hsa-miR-518, hsa-miR- . . .
548k, hsa-miR-593, hsa-miR-486-5p, | 'Sa.MiR-146a, hsa-miR-155, hsa-miR-
. . k 181b, hsa-miR-181a, hsa-miR-135b,
hsa-miR-29c¢, hsa-miR-449b, hsa-miR- . .
300, hsa-miR-371-5p, hsa-miR-1224-3p, | Nsa-MiR-181d, hsa-miR-200c, hsa-
Estrella2012 Tejido PCR T . =" | miR-141, hsa-miR-182, hsa-miR-429,
hsa-miR-891a, hsa-miR-365, hsa-miR- i .
. . hsa-miR-483-3p,hsa-miR-200a, hsa-
409-5p, hsa-miR-33b, hsa-miR-541, . ) .
. . . miR-96, hsa-miR-183, hsa-miR-9, hsa-
hsa-miR-154, hsa-miR-376, hsa-miR- miR-30a. hsa-miR-126
133a, hsa-miR-218, hsa-miR-22, hsa- ’
miR-614, hsa-miR-369-3p, hsa-mir-185
hsa-miR-141-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-
Grasso2019 Fluido NGS miR-345-5p, hsa-miR-873-3p, hsa-miR-
30d-3p
. .. . . . hsa-miR-135a, hsa-miR-135b, hsa-
Kresowick2014 Tejido TagMan hsa-miR-30b, hsa-miR-30d, hsa-miR-31 miR-145, hsa-miR-203, hsa-miR-503
hsa-miR-30d, hsa-miR-30b, hsa-miR-31, | hsa-miR-33a, hsa-miR-452, hsa-miR-
Sha2011 Tejido DeepSeq hsa-miR-21, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR- | 125b, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-483-
193a-3p, hsa-miR-203 5p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-143,
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hsa-miR-100, hsa-miR-504, hsa-miR-
424, hsa-miR-503

Shi2017

Tejido

Agilent
Microaarray

hsa-miR-374a-5p, hsa-miR-145-5p, hsa-
miR-30b-5p, hsa-miR-196b-5p, hsa-
miR-199a-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-
miR-449a, hsa-miR-424-5p, hsa-miR-
125b-5p, hsa-miR-21-5p

hsa miR 1207 5p, hsa miR 4306, hsa
miR 572, hsa miR 5739, hsa miR 6088

Sigurgeirsson2016

Tejido

Affymetrix
Microarray

hsa-miR-200bc-3p/429, hsa-miR-30-5p,
hsa-miR-148-3p/152-3p, hsa-miR-34-
5p/449-5p, hsa-miR.378.3p/422, hsa-
mMiR-345-5p, hsa-miR-375, hsa-miR-

532-5p, hsa-miR-1307-5p, hsa-miR-34-

5p/2682-5p, hsa-miR-203-3p, hsa-miR-
155-5p, hsa-mir-501-3p/502-3p, hsa-

miR-181a-3p, hsa-miR-141-5p

hsa-miR-21-5p/590-5p, hsa-miR-143-
3p/4770/6088, hsa-miR-125-5p/7153-
5p, hsa-miR-101-3p, hsa-miR-142-
5p/5590-3p, hsa-miR-29-3p, hsa-miR-
145-5p/5195-3p, hsa-miR-132-3p/212-
3p, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-155-5p,
hsa-miR-145-4p, hsa-miR-150-5p, hsa-
miR-136-5p, hsa-135b-11-3p

Vilella2016

Fluido

Agilent
Microarray

hsa-miR-455-5p, hsa-miR-450a, hsa-
miR-455-3p, hsa-miR-199b-5p, hsa-

miR-424, hsa-miR-320a, hsa-miR-183,
hsa-miR-490-5p, hsa-miR-509-3-5p

hsa-miR-30d, hsa-miR-29b, hsa-miR-
141, hsa-miR-200c, hsa-miR-30a, hsa-
miR-210, hsa-miR-148a, hsa-miR-885-
5p, hsa-miR-151-3p, hsa-miR-29b,
hsa-miR-200c, hsa-miR-29c, hsa-miR-
210, hsa-miR-148a, hsa-miR-873
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Tabla 9. Genes diana predichos a través de la plataforma Genecodis4 para las formas maduras de los miARNs seleccionados.

Micrornas

Target Genes

hsa-miR-200c-3p

SIRT1, CCNE2, NOTCH1, NCAM1, KLF9, SEPTIN7, BMI1, E2F3, PTEN, ZEB2, BCL2, RHOA, TUBB3, KRAS, MYB, ZEB1,
GATA4, SP1, ROCK2, ETS1, DNMT3A, VEGFA, BAP1, GEMIN2, DNMT3B, EFNA1, FOXO1, HOXBS, UBE2I, TBK1, IKBKB,
FN1, SUZ12, CDK2, ZFPM2, JAZF1, PTPN13, ADAM12, EDNRA, DUSP1, RNF2, RCORS3, CRKL, TIMP2, BRD7, XIAP, KDR,
ACVR2B, MSN, NTRK2, FLT1, RND3, ERRFI1, FBLN5, NTF3, ZNF217, PMAIP1, NOS3, LPAR1, KLHL20, PTPRD, ELMO2,
ERBIN, WDR37, VAC14, TCF7L1, RASSF2, RIN2, KLF11, SHC1, SEC23A, MYLK, UBQLN1, RPS6KB1, SH3PXD2A, USP25,

CFL2, CDH11, MALAT1, HFE, DLC1, ATRX, BTC, ZFPM1, PIN1, PDCD10, HNF1B, PRKCZ, LEPR, DNAJC3, SLC1A2

hsa-miR-345-5p

NTRK3, CDKN1A, ABCC1

hsa-miR-30a-3p

NOTCH1, BECN1, RUNX2, CDK6, MECP2, SLC7A6, CEMIP2, THBS1, CCN1, XBP1, VEZT, NFATC3

hsa-miR-199b-5p

HIF1A, ERBB2, JAG1, SIRT1, HES1, NLK, SET, KIT, LAMC2, DDR1, PODXL, SETD2, GRB10, TAF9B, CCNL1, ITGA3

hsa-miR-30a-5p

DNMT1, CDH1, MBNL2, CCNE2, BDNF, TP53, ITGB3, SMAD1, NOTCH1, PRDM1, SOX4, ABL1, NCAM1, PIK3R2, TET1,

BECN1, ESR2, SNAI1, RUNX2, VIM, TNRC6A, DTL, NT5E, MBNL1, MTDH, PIK3CD, KLF9, TAB3, ERG, SEPTIN7, AVEN,

FOXD1, TUBB4B, NEUROD1, MBNL3, BCL9, HSPA5, SKP2, BCL11A, EYAZ2, IL21R, UBE3C, CBX3, ATF1, LOX, FOXL2,
CD99, RPA1, HNF4G, NEDDA4L, RAB38, TRAF3IP2, PRRT2

hsa-miR-200c-5p

CDH1, BMI1, E2F3, PTEN, CYP1B1
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Figura 20. Porcentaje de reincidencia de miARNs entre estudios independientes
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