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Lista de siglas, abreviaturas, acrénimos y anglicismos.

ADN: Acido desoxirribonucléico.

ADNC: Acido desoxirriboucleico complementario.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.

ANOVA: Anédlisis de la varianza (de sus siglas en inglés, analysis of variance).
CATT: Cochran-Armitage trend test (Test de tendencia Cochran-Armitage).
ClI: Intervalo de confianza (de sus siglas en inglés, confidence interval).

DIU: Dispositivo intrauterino.

EEC: Células del epitelio endometrial (de sus siglas en inglés, endometrial
epithelial cells).

ERA: Array de receptividad endometrial (de sus siglas en inglés, endometrial
receptivity array).

ESC: Células del estroma endometrial (de sus siglas en inglés, endometrial
stromal cells).

EST: Expressed sequence tag (Marcador de secuencia expresada).
ET: Transferencia de embriones (de sus siglas en inglés, embryo transfer).
E2: Estradiol.

FC: Fold change (tasa de cambio, numero de veces de cambio de una situacion
con respecto a otra).

FIV: Fecundacion in vitro.

FSH: Hormona foliculo estimulante (de sus siglas en inglés, follicle-stimulating
hormone).

GEPAS: Gene Expression Pattern Array Suit.

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas, de sus siglas en inglés
(gonadotropin-releasing hormone).






HOC: Hiperestimulacién ovérica controlada.
H&E: Hematoxilina y eosina.

ICSI: Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (de sus siglas en inglés,
injection sperm intracitoplasmic).

IUGR: Restriccion del crecimiento intrauterino (de sus siglas en inglés, intra-
uterine growth restriction).

IV1: Instituto Valenciano de Infertilidad.

LH: Hormona luteinizante (de sus siglas em inglés, luteal hormone).

MEC: Matriz extracelular.

MMP: Metaloproteinasa de matriz (de sus siglas en inglés, matrix
metalloproteinase).

NK: Células asesinas naturales (de sus siglas en inglés, natural killer).

OR: Odds Ratio (raz6n de momios o razén de oportunidades).
P: Progesterona.

PBS1x: Tampén fosfato salino 1x (de sus siglas en inglés, phosphate buffered
saline 1x).

PCR: Reaccion de la polimerasa en cadena (de sus siglas en inglés, polimerase
chain reaction).

PF: Proliferativas.
PG: Prostaglandina.
PR: Pre-receptivas.

PROM: Rotura prematura de membranas (de sus siglas en inglés, premature
rupture of membranes).

PS: Post-receptivas.
Q-PCR: PCR cuantitativa (del inglés, quantitative PCR).

R: Receptivas.






RIN: Numero de integridad del ARN (de sus siglas en inglés, RNA
integrity number).

RMN: Resonancia magnética nuclear.

ROS: Especias reactivas de oxigeno (de sus siglas en inglés, reactive oxygen
species).

RR: Riesgo relativo.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (de sus siglas em
inglés, real time polymerase chain reaction).

SEM: Microscopia electrénica de barrido (de sus siglas en inglés, scanning
electron microscopy).

SD: Desviacion estandar (de sus siglas en inglés, standar deviation).

SOTA: Analisis de tolerancia de segundo orden (de sus siglas en inglés, second
order tolerance analysis).

TAC: Tomografia axial computerizada.

TUI: Imagen tomogréafica por ultrasonidos (de sus siglas en inglés, tomographic
ultrasound imaging).

TRA: Técnicas de reproduccién asistida.
vs.: del latin versus

WOI: Ventana de implantacion (de sus siglas en inglés, window of
implantation).












1. INTRODUCCION






Impacto de los miomas intramurales en la receptividad endometrial

A nivel mundial, el 10% de las parejas son infértiles, estimandose
entre 60 y 80 millones las parejas que tienen problemas reproductivos
(Diczfalusy y cols., 1996). En el afio 2010, el 1,9% de las mujeres entre
20-44 afos a nivel mundial que buscaban un hijo fueron incapaces de
conseguirlo en el primer embarazo (infertilidad primaria) y el 10,5% de
mujeres con un hijo que buscaban el segundo no lo consiguieron
(infertilidad secundaria) (Mascarenhas y cols., 2012). Aunque la
infertilidad per se no implica necesariamente una dolencia o alteracion
fisica, si produce un detrimento grave de la salud y el bienestar psiquico
y social de la pareja (Diczfalusy y cols., 1996). En Espafia, aunque no
existen estudios epidemioldgicos de infertilidad realizados mediante
encuestas directas, se calcula que el 15% de las parejas que desean tener
un hijo no pueden satisfacer su deseo reproductivo (Vanrell, 1992). Esto
supone unas 600.000 parejas infértiles, presentandose cada afio mas de
3.000 nuevos casos. Para un 15% de esas parejas no existe un diagnostico
claro denominandose estos casos como infertilidad de origen
desconocido (Peinado y Bolumar, 1996). Muchos de estos casos se
relacionan con problemas de compatibilidad de los gametos y fallo de

implantacion embrionaria de origen endometrial (Dominguez, 2003).

En la especie humana se ha descrito que, en condiciones
naturales, alrededor del 30% de los embriones consiguen implantar; es
decir, fisiolégicamente solo un tercio de los ciclos considerados fértiles
acaban en embarazo (Miller y cols., 1980). Las causas de esta baja tasa
de éxito son compartidas entre el embrion (hasta un 30% de los

blastocistos in vivo es morfologicamente anémalo en el momento de la
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implantacion (Hertig y cols., 1959)) y un defectuoso didlogo entre
embrion y el endometrio materno (el 30% de las pérdidas gestacionales
precoces ocurre antes del momento de la menstruacion (Wilcox y cols.,
1988)). Este porcentaje de éxito es aun menor en pacientes sometidas a
tratamientos de fecundacion in vitro (Simon y cols., 1999) aunque en los
ultimos afios, los porcentajes de implantacion y embarazo se han
incrementado enormemente gracias, principalmente, al diagnostico
genético preimplantacional (Munné y cols.,, 2009) y las nuevas
tecnologias. Paraddjicamente, en las técnicas de reproduccion asistida,
con los programas de donacion de ovocitos, donde el ciclo menstrual es
sustituido hormonalmente, esa barrera natural del 30% de éxito se ha
superado, alcanzandose tasas de embarazo acumulado cercanas al 70%
en el primer ciclo, del 91% en el segundo y del 97% en el tercero (Cohen
y cols., 1999), por encima del 50% obtenido en afios anteriores (Remohi
y cols., 1995). En los tratamientos de fecundacion in vitro (FIV) las tasas
de parto a término por ciclo comenzado son de un 29,4%, mientras que el
porcentaje de parto a término por transferencia realizada alcanza el 31,6
% (Dominguez, 2003).

Existen una gran cantidad de factores que pueden contribuir a la
infertilidad, desde infecciones o factores ambientales a factores genéticos
e incluso relacionados con la dieta. Estos factores pueden afectar a la
mujer, al hombre o a ambos, resultando en la incapacidad para conseguir
un embarazo o para que dicho embarazo llegue a término (Mascarenhas y
cols., 2012). El factor masculino contribuye al 30-55% de todos los casos

de infertilidad (Lee y Foo, 2014). Las altas tasas de infertilidad masculina
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se deben a una gran variedad de factores, incluyendo disruptores
medioambientales, defectos genéticos, fallos endocrinos y fisiologicos y
patologias testiculares; acompafiados normalmente de anormalidades
cualitativas (astenospermia, teratozoospermia y necrospermia) Yy
cuantitativas (azoospermia, criptozoospermia y oligoastenozoospermia)
(Lee y Foo, 2014).

Las causas de la infertilidad de origen femenino, que pueden
variar de un area geografica y social a otra, son muy diversas (tabla 1);
siendo las mas importantes el factor tubarico (36%), los desordenes
ovulatorios (33%) (entre los que se encuentra el sindrome de ovario
poliquistico), la endometriosis (6%) y causas de sospecha de factor

femenino de origen desconocido (hasta un 40%) (Healy y cols., 1994).
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Mecanismo

Condicién

Tejido gonadal ausente

Sindrome de Turner

Disgenesia gonadal

Ovariectomiabilateral

Produccién y funcion de

los gametos alteradas

Hipogonadismo hipogonadrotrépico

Anovulacién hipotalamica

Anovulacién hiperprolactinemia

Insensibilidad androgénica completa

Sindrome de ovario poliquistico

Fallo ovarico prematuro

Sindrome de resistencia ovarica

Ciclos cisticos

Sindrome del foliculo luteinizado no roto

Retencién de 6vulos

Factor ovocitario

Drogas citotoxicas (ciclofosfamida)

Otras drogas (antagonistas dopamina, anti-inflamatorios, esteroides anabolicos)

Irradiacion

Habito de fumar

Transporte gamético

alterado

Malfuncionamiento en la captura de 6vulos vy el transporte mediado porcilios

Infertilidad tubal

Endometriosis

Factor cervical

Anticuerpos antiesperma

Concepcionalterada

Ovarios poliquisticos

Habito de fumar

Anormalidades en las moléculas de adhesion espermatica ZP2 y ZP3

Abortos recurrentes

Aberraciones cromosomicas

Factor ovocitario

Desodrdenes en la coagulacion

Ovarios poliquisticos

Anormalidades en el grosor uterino

Tabla 1. Causas de infertilidad femenina (Adaptado de Healy y cols., 1994).
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Se sospecha que una de las principales causas de la infertilidad de
origen desconocido sea de origen endometrial. La compleja fisiologia del
endometrio se puede ver alterada por multitud de factores,
malformaciones anatomicas, patologias diversas y variaciones endocrinas
que pueden conducir a una alteracion de la funcion endometrial (Aplin y
cols., 2008). Una de las patologias posiblemente relacionadas con la
disminucion de la implantacién embrionaria es la presencia de miomas,
tumores benignos que pueden alterar el ambiente molecular y fisiologico
del endometrio, afectando a la migracion espermatica, la implantacion
embrionaria, y, por supuesto, a la receptividad endometrial (Aghajanova
y cols., 2008, 2008b).

En el mundo desarrollado, existe una tendencia a retrasar el
momento de la maternidad hasta finales de la tercera década de vida o los
cuarenta afios, momento en que la fertilidad natural de la mujer cae de
forma dramatica, principalmente debido al descenso de la calidad y
cantidad ovocitaria. A este hecho se le suman otros factores como el
aumento de otras patologias ginecoldgicas, siendo la presencia de
miomas una de las mas habituales, algo especialmente acusado en
mujeres de etnia afroamericana (Somigliana y cols., 2007; Klatsky y
cols., 2008).

Los fibromas uterinos, leiomiomas o miomas son tumores
benignos en las capas de musculo liso del utero, cuya transformacion es
extremadamente rara (Gupta y cols., 2008). La gran mayoria de los
miomas son asintomaticos y no requieren tratamiento. Cuando presentan

sintomas, el mas comun es la menorragia o hipermenorrea (Somigliana y



Higon

cols., 2007; Gupta y cols., 2008; Zorrilla y Yatsenko, 2013; Segars y
cols., 2014), la cual puede causar anemia (Gupta y cols., 2008). Con
menos frecuencia aparece un bulto o hinchazén en la zona pélvica,
generalmente por miomas grandes, y raramente se presenta un dolor
agudo por la degeneracion o la torsion de un mioma pedunculado
(Somigliana y cols., 2007). A menudo aparece una disconformidad o
dolor pélvico causado por presion y puede dar lugar a un aumento en la
frecuencia urinaria o disfuncion urinaria (Gupta y cols., 2008; Segars y
cols., 2014). La incidencia y la severidad de los sintomas varian con el
tamafo, el namero vy la localizacién del mioma (Gupta y cols., 2008).
Durante el embarazo, estas lesiones tumorales tienden a crecer en tamafio
(Zorrilla'y Yatsenko, 2013).

El diagnostico suele realizarse mediante el palpado de un
contorno uterino irregular en un examen pélvico (Somigliana y cols.,
2007) y se suele confirmar mediante ultrasonografia, ya que posee una
sensibilidad del 90-100% y una especificidad muy alta, del 87-98%
(Somigliana y cols., 2007; Practice Committee of American Society for
Reproductive Medicine in collaboration with Society of Reproductive
2008; Makker y Goel 2013). Los parametros sonograficos incluyen la
delgadez endometrial, el patron endometrial y el flujo sanguineo
endometrial y subendometrial (Makker y Goel 2013). Cuando no esta
clara la relacién entre el mioma y la cavidad uterina, se realiza un
sonohisterograma para distinguir entre lesiones submucosas e
intramurales. Para diferenciar los miomas de los adenomiomas también

se emplea la ultrasonografia, observando que los adenomiomas no
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presentan lesion marginal aunque si poseen lagunas histoldgicas
(Somigliana y cols., 2007). La técnica de laser Doppler intrauterina
durante la fase lutea temprana permite determinar el flujo sanguineo
microvascular del endometrio, sirviendo como un buen predictor de la
receptividad endometrial puesto que un buen aporte sanguineo es
importante para una implantacion exitosa (Makker y Goel 2013).

Los miomas se clasifican de acuerdo a su localizacidn anatomica,
pudiendo ser submucosos, intramurales o subserosos. Los miomas
submucosos son los que distorsionan la cavidad uterina y se pueden
subdividir en tres tipos: pedunculados o tipo O, sésiles con extension
intramural <50% o tipo I, y sésiles con extension intramural >50% o tipo
Il. Los miomas intramurales no alteran la cavidad uterina y tienen una
penetracion <50% en la fase serosa del Gtero. Por ultimo, los miomas
subserosos presentan una proyeccion >50% en la fase serosa. Sin
embargo, esta clasificacidn no tiene en cuenta el tamafio del tumor, hecho
gue seguramente tiene un gran impacto clinico puesto que la pared
normal del dtero es de 15-20 mm. De hecho, si un tumor no altera la
cavidad uterina pero tiene un tamafio mayor de 40 mm, ocupando toda la
pared del atero, se clasifica como subseroso, y dando por hecho que a
pesar de su tamarfio no tiene impacto en la fertilidad (Somigliana y cols.,
2007).

Aunque no se conoce bien la etiologia de los miomas, se han
identificado reordenamientos cromosdémicos somaticos o deleciones en
las regiones 12q y 7q en pacientes con miomas, con una prevalencia del
20% en el caso de deleciones en 7q (Zorrilla y Yatsenko, 2013). Se han
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implicado los genes CUX1, ZNHIT1 y CUL1 como claves en las
deleciones en 7q (Zorrilla y Yatsenko 2013). Ademas, se han identificado
mutaciones afectando a oncogenes, metabolismo y sefializacion de la
hormona foliculo estimulante (FSH), y cambios en los genes COL4AS5,
COL4A6, HMGA?2 y RAD51B. El 60% de las pacientes con estos
miomas presentan mutaciones en el gen MED12 (Zorrilla y Yatsenko
2013). ElI 20% de las alteraciones cromosomicas se deben a
translocaciones 12:14, donde se ha identificado el gen HMGAZ2, que
codifica una proteina de union a ADN de alta movilidad. Otras
mutaciones presentes en pacientes con estos miomas aparecen en los
genes SLK, que codifica una quinasa implicada en la diferenciacion
miogénica; en AKAP13, una proteina de unién a quinasa relacionada con
los filamentos del citoesqueleto (Ciavattini y cols., 2013); y fumarato
hidratasa (FH), la cual juega un papel en el desarrollo de miomatosis

hereditaria (Segars y cols., 2014).

Ademas de los factores genéticos y la edad, existen otros factores
de riesgo para los miomas entre los que se encuentran la obesidad,
deficiencia de vitamina D, estrés, infecciones en el tracto reproductor y
exposicion a  disruptores  endocrinos  (ftalatos, bisfenol A,
dietilestilbestrol) (Segars y cols., 2014).

1.1. Mecanismos fisiopatoldgicos de los miomas relacionados con

la fisiologia uterina

10
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Aunque no se conoce bien el modo por el cual se asocia la
presencia de miomas submucosos con infertilidad o subfertilidad, se han
propuesto varios mecanismos (Parker 2007). Se cree que los miomas
pueden interferir con la migracion del esperma y el transporte de dvulos
por el bloqueo mecénico de las zonas distales o proximales de los tubos
de Falopio (Pritts 2001; Oliveira y cols., 2004; Parker 2007; Somigliana
y cols., 2007; Khaund y Lumsden 2008; Practice Committee of American
Society for Reproductive Medicine in collaboration with Society of
Reproductive 2008). También pueden afectar al proceso de implantacién
embrionaria a través de la alteracion de la cavidad uterina causando
presion mecanica 0 generando contracciones uterinas anormales, Yy
causando desordenes vasculares en el endometrio, secrecion de
sustancias vasoactivas y, en general, una funcion endometrial alterada
(Pritts 2001; Oliveira y cols., 2004; Parker 2007; Somigliana y cols.,
2007; Khaund y Lumsden 2008; Practice Committee of American
Society for Reproductive Medicine in collaboration with Society of
Reproductive 2008). La expresion aberrante de factores de crecimiento
en el endometrio también podria jugar un papel patoldgico (Benecke y
cols., 2005; Brady y cols., 2013), como por ejemplo VEGF, EGF, HB-
EGF, PDGF, IGF, aFGF y bFGF (Ciavattini y cols., 2013). Ademas, la
presencia de un mioma submucoso puede crear una respuesta
inflamatoria local y generar un ambiente hostil en el endometrio que
impida el transporte del esperma y la implantacion del embrién
(Somigliana y cols., 2007; Khaund y Lumsden 2008; Ciavattini y cols.,

2013). La existencia de un flujo sanguineo inadecuado también explicaria

11
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una reduccién en la implantacion (Somigliana y cols., 2007; Khaund y
Lumsden 2008).

Mientras algunos investigadores han propuesto la alteracion de la
contractilidad uterina como el mecanismo por el cual los miomas
intramurales que alteran la cavidad uterina afectan a la fertilidad, otros
han sugerido que los miomas podrian inducir cambios inflamatorios y
vasculares en el endometrio dando como resultado un endometrio menos
receptivo (Brady y cols., 2013; Makker y Goel 2013).

La peristalsis uterina esta activa durante las fases periovulatoria,
desde el cérvix hasta el fundus uterino, y menstrual, en direccion opuesta;
pero raramente se observa este proceso durante la fase lutea (Yoshino y
cols.,, 2010). Esto apoya la idea de que la peristalsis uterina esta
relacionada con funciones uterinas como el transporte del esperma, la
implantacion embrionaria y la descarga del flujo menstrual (Yoshino y
cols., 2010; Makker y Goel 2013). El grupo de Yoshino (Yoshino y cols.,
2010) ha estudiado este fendmeno durante la ventana de implantacion en
mujeres con miomas intramurales. La mitad de las pacientes presentaban
una peristalsis anormal durante la fase lGatea media (ventana de
implantacion), separandolas en un grupo de baja frecuencia de peristalsis
y otro de alta frecuencia. En el grupo de alta frecuencia ninguna paciente
consiguié quedarse embarazada, mientras sélo un tercio del grupo de baja
frecuencia lo logré. Comparando ambos grupos se encontr6é que no habia
diferencia en el nimero de miomas, el didmetro medio ni en la incidencia
de una cavidad uterina deformada; por tanto, una peristalsis uterina

anormal en presencia de miomas intramurales podria ser una de las

12
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razones por las que se observa una reduccion en las tasas de embarazo de

estos pacientes (Yoshino y cols., 2010).

Varios estudios han demostrado también que la progesterona tiene
un papel importante en la patogénesis de los miomas ya que los niveles
de ARNm y proteina de los subtipos del receptor de progesterona, PR-A
y PR-B, se encuentran aumentados en miomas en comparacion con el
miometrio normal. De la misma forma, se ha visto un aumento en la
expresion de los receptores de estrogeno, ERa y ERp, en estos miomas
(Makker y Goel 2013). Tanto progesterona como estrogeno regulan la
expresion de factores de crecimiento, por lo que pueden ser responsables
del crecimiento del mioma (Ciavattini y cols., 2013; Segars y cols.,
2014).

La angiogénesis es un proceso clave en la implantacion
embrionaria, este proceso es débil durante la fase menstrual y aumenta
rapidamente durante la fase proliferativa temprana y empieza a descender
desde la mitad del ciclo menstrual. Una expresion anémala de factores
angiogénicos podria resultar en una implantacion defectuosa. Se ha visto
que la presencia de miomas aumenta la expresion de los factores
angiogenicos adenomedulina y factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) en el endometrio. Ademas, la expresion del receptor del factor
de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) esta alterada en la fase lutea
media en mujeres con miomas y sangrado uterino anormal (Makker y
Goel, 2013).

13
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La desorganizacion de la matriz extracelular es otra caracteristica
del crecimiento de los miomas, en la que metaloproteinasas (MMPS) y
subtipos de colageno como COL1AL, 4A2, 6Al, 6A2, 7TAl y 16Al, se
expresan mas en las células del mioma en comparacién con las células

del miometrio (Ciavattini y cols., 2013).

Otros factores como las especies reactivas de oxigeno (ROS)
pueden dirigir la activacion de quinasas de sefiales extracelulares como
ERK1/2 y aumentar la proliferacion de las células de los miomas; siendo
el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) capaces de estimular la formacion de ROS
a través de la activacion de receptores tirosina quinasa y la fosforilacion
de una subunidad de la enzima NADH oxidasa (Segars y cols., 2014). La
sefializacion de mTOR, que incluye receptores tirosina quinasas de EGF
y factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), y la sefializacion de
fosfatidilinositol-3-quinasa (P13K), se encuentra activada con una gran
frecuencia en los miomas humanos (Segars y cols., 2014).

1.2. Efectos de los miomas sobre el desarrollo del embarazo

Hay que tener en cuenta que existen problemas importantes en la
investigacion en este campo ya que tanto los miomas como la infertilidad
aumentan paulatinamente con la edad. Ademas, la funcion reproductiva
depende de un gran nimero de factores como ovulacion, funcion de

trompas de Falopio, fertilizacion y nidacion; haciendo que sea muy dificil
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controlar todas estas variables para estudiar el impacto de un Gnico factor
como es la presencia de miomas (Gupta y cols., 2008).

Varios estudios de cohortes basados en la influencia de los
miomas sobre el embarazo han permitido obtener un consenso en que los
miomas aumentan las tasas de aborto y provocan dolores pélvicos en la
mayoria de las mujeres con estas lesiones (Somigliana y cols., 2007; Guo
y Segars 2012). Otra complicacion muy comun, aunque no se sabe por
qué ocurre en algunas mujeres y no en otras, es la “degeneracion roja” en
la que se interrumpe el flujo sanguineo al mioma y acaba degenerando y
causando un dolor agudo durante el embarazo (Gupta y cols., 2008; Guo
y Segars 2012). Ademas, la presencia de miomas aumenta los indices de
varias complicaciones del embarazo durante el segundo y el tercer
trimestre, entre los que se encuentran: parto prematuro, rotura prematura
de membranas (PROM), restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR),
corioamnionitis, placenta previa, desprendimiento prematuro de la
placenta, malposicionamiento del feto, parto por cesarea, hemorragia
post-parto (causada por un descenso en la contractilidad uterina),
placenta retenida, malformaciones, muerte infantil o perinatal e infeccion
puerpérica (Somigliana y cols., 2007; Khaund y Lumsden, 2008; Guo y
Segars, 2012). El riesgo de desarrollar estas complicaciones durante el
embarazo aumenta si los miomas superan un tamafio de 3 cm (Guo y
Segars, 2012). Otros autores no han encontrado una asociacion entre la
presencia de miomas y un aumento en PROM, IUGR y placenta retenida
(Klatsky y cols., 2008). Ademés, los estudios a menudo presentan

variables confusas como distintos métodos de diagndstico, forma de
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evaluacion de la cavidad uterina, tamafio y numero distinto de miomas,
edad de las pacientes y tipo de tratamiento de fertilidad (Gupta y cols.,
2008). Tampoco se conoce el mecanismo por el cual los miomas
provocan estas complicaciones obstétricas, aunque parece ser que serian
causadas por obstruccion mecénica o por la modificacion de la

contractilidad uterina (Khaund y Lumsden, 2008).

Aunque los miomas grandes, los miomas de cualquier tamarfio que
comprimen la cavidad uterina y los miomas submucosos parecen afectar
el inicio del embarazo y su desarrollo, el impacto en la infertilidad de los
miomas intramurales 0 subserosos mas pequefios que no alteran la
cavidad endometrial es controversial (Oliveira y cols., 2004; Khaund y
Lumsden, 2008; Practice Committee of American Society for
Reproductive Medicine in collaboration with Society of Reproductive
2008). En cambio, los miomas subserosos no tienen o tienen muy poco

impacto en la fertilidad (Khaund y Lumsden, 2008; Brady y cols., 2013).

1.3. Implantacion embrionaria

La implantacion embrionaria es un paso critico en el proceso
reproductivo (Cakmak y Taylor, 2011; Makker y Goel, 2013), altamente
regulado y que requiere de un estrecho didlogo entre el embrién y el
endometrio, donde se produce una sincronizacion de la maduracion del
embrion hasta la fase de blastocisto con la diferenciacion del endometrio
para conseguir un estado receptivo del embrién (Wang y Dey, 2005;
Achache y Revel, 2006; Kennedy y cols., 2007; Achache y cols., 2010;
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Cakmak y Taylor, 2011; Altmée y cols., 2012; Ramirez, 2013). Se sabe
que la interaccion entre los factores embrionarios y maternos secretados
es crucial para las fases de aposicion, adhesion e invasion (Cavagna y
Mantese, 2003; Hoozemans y cols., 2004; Achache y Revel, 2006;
Cakmak y Taylor, 2011;).

Durante la fase de aposicién, que tiene lugar entre los dias 5y 6
postovulacion, el embridn se posiciona en el fundus uterino y el tercio
superior de la cara posterior uterina. Esto es importante porque va a
determinar la localizacion de la placenta (Simon y cols., 2009). La salida
del embrion de la zona pelldcida es un requisito necesario para la
implantacidn, la cual también puede darse in vitro o fuera del endometrio
con un retraso de un dia. Se desconoce como el blastocisto llega a su
lugar final de implantacion pero se cree que puede estar relacionado con
la presencia de receptores de quimoquinas en su superficie como el
CCR2 (receptor de MCP-1) o CCR5 (receptor de RANTES) y se sabe
que el endometrio secreta multitud de quimoquinas (Dominguez y cols.,
2005). Por tanto, se piensa que un determinado grupo de citoquinas y
quimoquinas guian al embrion hacia las células del epitelio endometrial
(EEC) y hormonas como progesterona y estradiol empiezan a preparar al
endometrio para la implantacion y promueven la expresion de MUC1 en
el endometrio; actuando como molécula anti-adhesiva para la union del

embrion (Hoozemans y cols., 2004; Ramirez, 2013).

En la siguiente fase, las moléculas de adhesion implicadas en la
adhesion célula-célula y en la adhesién célula-matriz extracelular son

cruciales para la union del blastocito al endometrio materno (Simén vy
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cols., 2009). El endometrio gracias a la exposicion en la superficie de las
células trofoblasticas de receptores de factor inhibidor de leucemia (LIF),
factor estimulador de colonias (CSF) y factor de crecimiento epidérmico
de unién a heparina (HB-EGF), L-selectina e integrinas y a la liberacion
de mensajeros quimicos como interleukina 1-f (IL-1B) permite la union y
la fijacion del embrion a la pared uterina (Hoozemans y cols., 2004;
Ramirez, 2013).

Por ultimo, en la fase de invasion, el blastocisto se adhiere a la
monocapa epitelial e induce una reaccion apoptdtica paracrina mediada
por el sistema Fas-Fas ligando que permite al blastocisto atravesar la
barrera epitelial (Simén y cols., 2009). Posteriormente, el embridn
atraviesa las EEC y se embebe en el estroma por la rotura de la matriz
extracelular a través de metaloproteasas y serina proteasas sintetizadas
por células sinciotrofoblasticas y citotrofoblastos diferenciadas a partir de

células trofoblasticas (Cavagna y Mantese, 2003; Ramirez, 2013).

La angiogénesis endometrial es fundamental para el desarrollo de
un endometrio receptivo que permita la implantacion, la decidualizacion
y la formacion de la placenta. EI VEGF y las PGs son los principales
factores angiogénicos implicados en este proceso y su expresion depende
de condiciones locales como hipoxia (Hoozemans y cols., 2004).
Ademés, durante la implantacion tiene lugar un aumento de la
permeabilidad vascular endometrial en el sitio donde se colocan los
blastocistos; donde las prostaglandinas, por sus propiedades vasoactivas,

tienen un papel importante (Wang y Dey, 2005).
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El embrion, debido a su naturaleza genética paterna y materna,
puede generar una respuesta inmunoldgica en la madre conocida como
“restriccion materna”; la cual puede ser causa de un fallo en la
implantacion o en la placentacion (Cavagna y Mantese, 2003;
Hoozemans y cols., 2004; Achache y Revel, 2006; Cakmak y Taylor,
2011). EIl estudio de la relacion entre el sistema inmune y el sistema
reproductor ha permitido demostrar la funcién de determinadas
citoquinas, factores de crecimiento y moléculas de adhesion en los
organos del tracto reproductor (Dominguez y cols., 2005). De hecho, el
proceso de implantacién embrionaria presenta muchas similitudes con el
proceso de migracion leucocitaria (figura 1), ya que el leucocito en su
migracion a través del endotelio presenta unas fases similares a las del
embrion cuando atraviesa el epitelio endometrial e incluso comparte la
funcionalidad de determinados grupos de moléculas como integrinas,
selectinas y tetraspaninas (Dominguez y cols., 2005; Simon y cols.,
2009). Ademas, es esencial una inmunomodulacion para que el embrion
se implante adecuadamente; donde la glicodelina A juega un papel
importante inhibiendo la actividad de las células NK (natural killer),
junto con otras moléculas inmunomoduladoras como la inhibina y el
factor de crecimiento transformante [ (TGF-B) secretados por el

endometrio e IL-1p liberada por el embrion (Hoozemans y cols., 2004).
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Figura 1. Similitudes de los procesos de migracion leucocitaria transendotelial e implantacion embrionaria
(Dominguez y cols., 2005).

1.4. Receptividad endometrial

Se define receptividad endometrial como el estado diferencial que
el endometrio alcanza para recibir al embrion en estado de blastocisto y
permitir su implantacion. ElI endometrio presenta profundos cambios
tanto a nivel morfoldgico, tisular y celular, como molecular que son
provocados por la accién de hormonas esteroideas, principalmente 17f3-
estradiol (E,) y progesterona (P) (Simén y cols., 2009). El endometrio
adquiere en esta etapa del ciclo menstrual una mayor actividad secretora,
aumenta la vascularizacion y presenta unas protusiones Ilamadas
pindpodos en la superficie luminal del epitelio (Cavagna y Mantese,

2003; Ramirez 2013). Ademas, expresa moléculas de aposicion y fijacion
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como integrinas, laminina, fibronectina, mucina 1 (MUC-1), inhibina,
LIF, CSF, prostaglandinas (PGs), factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), glicodelina, factor de crecimiento similar a insulina
(IGF) y HB-EGF (Hoozemans y cols., 2004). Este estado receptivo se
adquiere entre los dias 20 y 21 de un ciclo menstrual regular de 28 dias,
en el dia +7 después del pico de LH enddgena que desencadena la
ovulacion (LH+7). Este dia representa el centro de la ventana de
implantacion, que es como se conoce este periodo, llamado Window of
Implantation (WOI) en inglés (Wilcox y cols., 1999; Achache y Revel,
2006; Achache y cols., 2010; Bellver y cols., 2011; Ramirez, 2013;
Vilella y cols., 2013) (figura 2). De este modo, se denomina dia LH 0 al
dia que se produce el pico, y siguiendo con esta nomenclatura, el
endometrio pre-receptivo corresponderia al intervalo de LH+1 a LH+5
(dias 14 al 18 del ciclo menstrual); el endometrio receptivo,
correspondiente a la WOI, al intervalo de LH+6 a LH+8 (dias 19 al 21
del ciclo); y el endometrio post-receptivo al intervalo de LH+9 a LH+13
(dias 22 al 26 del ciclo) (Diaz-Gimeno, 2011).
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Figura 2. Ciclo menstrual y ovérico. En la parte superior de esta figura se pueden observar los cambios que
suceden en el ciclo ovarico en funcion de los niveles hormonales. En la parte intermedia se muestran los
niveles hormonales que acoplan el ciclo ovarico con el ciclo menstrual. En la zona inferior se indican los
cambios que acontecen en el endometrio en cuanto al grosor, desarrollo glandular y vascular. Se muestran las
fases del ciclo ovérico (folicular y lutea) y las del ciclo menstrual (proliferativa y secretora). Atendiendo a la
receptividad del endometrio, podemos distinguir en la fase secretora, un periodo pre-receptivo (PR), el
receptivo (R), y el postreceptivo (PS) que culmina con la menstruacion. En la parte de debajo del endometrio
se marcan los dias del ciclo, considerando dia 1 el dia de comienzo de la regla (Aghajanova y cols., 2008,
2008b; Simén y cols., 2009; Diaz-Gimeno, 2011)

En cuanto a la biologia de sistemas, el anélisis computacional de
la red de interacciones moleculares entre endometrio y embrion durante
la implantacion, usando los perfiles transcriptomicos de muestras de

endometrio y células embrionarias cultivadas in vitro, ha permitido
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confirmar la implicacion de muchos genes que ya se habian relacionado
con la receptividad endometrial como LIF, proteina de unién a
hialuronato 2 (HABP2), interleukina 15 (IL15), proteina endometrial
asociada a progestageno (PAEP) y fosfoproteina secretada 1 u
osteopontina (SPP1); asi como determinar posibles nuevas moléculas con
un papel en la interaccion embrion-endometrio como apolipoproteina D,
biglicano, endotelina 1 (EDNL1), fibulina 2 (FBLNZ2), factor de
crecimiento fibroblastico 7 (FGF7), gastrina, Kremen 1 (KREMEN1),
neuropilina 1 (NRP1), inhibidor de serina peptidasa, miembro 3, clado A
(SERPINA3) vy versicano (VCAN), entre otras. Ademas, se han
identificado varias redes geneticas que no se habian relacionado con la
receptividad endometrial como las vias de sefializacion de JAK-STAT,
cascadas de complemento y coagulacion, adhesién focal, uniones
adherentes y respuestas inflamatorias (Altmae y cols., 2012). Aunque no
se conoce exactamente todos los mecanismos moleculares que rigen este
estado, esta claro que la receptividad endometrial constituye el cuello de

botella del proceso reproductivo (Achache y Revel, 2006).

1.4.1. Evaluacion de la receptividad endometrial

Denominamos marcadores de receptividad endometrial a todos

aquellos parametros faciles de detectar que nos permiten caracterizar a un
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endometrio como receptivo (Achache y Revel, 2006). Los marcadores
pueden ser utilizados para datar el endometrio en fase receptiva y evaluar
el estatus de receptividad endometrial y conocer el impacto de los ciclos

estimulados sobre la fisiologia del endometrio.

1.4.1.1. Técnicas de imagen

La ecografia representa una herramienta sencilla y de empleo
rutinario en el estudio del endometrio, ya que permite evaluar su tamafio,
textura, volumen y vascularizacion. Todo ello puede aplicarse al estudio
del ciclo endometrial fisioldgico y estimulado asi como a la deteccion de
patologia organica, benigna o maligna (Simén y cols.,, 2009). La
ecografia en escala de grises 2D constituye en la actualidad la
herramienta de uso rutinario en el estudio del endometrio y nos
proporciona informacion sobre su tamafio y textura asi como de la
existencia de patologia endocavitaria. En el estudio del endometrio
podemos utilizar la funcién TUI (Tomographic ultrasound imaging), que
nos proporciona cortes milimétricos del Gtero a modo de tomografia axial
computerizada (TAC) o resonancia magnética nuclear (RMN), y que nos
permite el analisis pormenorizado del endometrio y su patologia (polipos,

carcinoma, etc.) (Simony cols., 2009).

Se han identificado mdltiples variables y se han intentado
correlacionar con la mayor o menos tasa de gestacion en técnicas de
reproduccion asistida (TRA). Estas variables se relacionan con el espesor

y patron ecografico del endometrio asi como con la perfusion
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endometrial estudiada a distintos niveles del &rbol vascular: arterias
uterinas, arcuatas, radicales y espirales, mapping endometrial y
subendometrial con Doppler color y power Doppler y, mas
recientemente, estudio de la vascularizacion endometrial en su conjunto

mediante ecografia tridimensional power Doppler (Simén y cols., 2009).

1.4.1.2. Métodos histologicos

Durante la fase lutea del ciclo natural pueden observarse cambios
morfol6gicos en el endometrio que, dia a dia, permiten su dataje,
mediante la observacion por microscopia Optica de cortes histoldgicos.
Actualmente la anatomia patoldgica rutinaria data el endometrio segin
los criterios de Noyes, que fueron obtenidos a partir de 8.000 biopsias de
endometrio de pacientes estériles (Noyes y cols., 1950, 1975). Estos
criterios consideran ocho caracteristicas histoldgicas basicas del
endometrio: grado de mitosis glandular, pseudoestratificacion de los
nacleos, vacuolas basales, secrecion, edema del estroma, reaccion
pseudodecidual, mitosis del estroma e infiltracion leucocitaria (figura 3)
(Noyes y cols., 1950, 1975).
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Figura 3. Criterios histoldgicos de Noyes. Se muestran las ocho caracteristicas histologicas consideradas por
Noyes para datar el endometrio (eje de ordenadas) y su variacion en el ciclo menstrual (eje de abcisas). Figura
adaptada de Noyes y cols., 1950, 1975.

Aunque el dataje histoldgico se ha usado durante décadas para las
evaluaciones de parejas infértiles, para confirmar la ovulacion y evaluar
la maduracion del endometrio; su eficacia durante la fase lUtea, en la
ventana de implantacion y su relacién con la infertilidad sigue generando

controversia (Coutifaris y cols., 2004; Murray y cols., 2004).

Se han intentado buscar otros marcadores morfologicos que
permitan determinar el estado receptivo, como los pindpodos, cuya
aparicién coincide con la apertura de la WOI (Nikas, 1999). Se trata de
protuberancias del epitelio endometrial, que parecen actuar en la
modulacion del ambiente uterino para hacer coalescer las paredes

endometriales (Bentin-Ley y cols., 1999) y a través de secreciones
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(Kabir-Salami y cols., 2005) . Sin embargo, s6lo se pueden observar
mediante SEM, convirtiéndolo en un marcador poco practico para su uso

rutinario (Bentin-Ley y cols., 1999).

1.4.1.3. Marcadores bioquimicos

No existe una unica molécula que sirva como marcador de la
receptividad endometrial, sino que se han estudiado distintos factores
(figura 4) que podrian ser Utiles para este propdsito como alternativa a los
criterios histoldgicos de Noyes (Noyes y cols., 1950). Entre estos
marcadores se encuentran integrinas (B3, a4 y al, fundamentalmente),
mucina 1 (MUC-1), calcitonina, factor inhibidor de leucemia (LIF),
ciclo-oxigenasa 2, homeobox A10 (HOXA10), HB-EGF (Heparan
binding EGF like growth factor), lactoferrina, IGFBP-1 (IGF like binding
protein 1), IL-6, IL-10, TNF-a (factor de necrosis tumoral o), glicodelina
y osteopontina (Simon y cols., 2009; Ben-Nagi y cols., 2010; Garrido-
Gomez y cols., 2013).

Los niveles de MUCL1 se incrementan con la presencia de
progesterona (P) durante la ventana de implantacion y, mediante
inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal se ha demostrado
que en los sitios de implantacion el embrion induce la rotura especifica
de la MUC1 en la zona del epitelio endometrial al que se va a adherir
(Simodn y cols., 2009). La osteopontina, el receptor de la integrina avf33,
ha sido detectada durante la fase receptiva en el epitelio glandular

endometrial y en secreciones uterinas. Ademas, se considera una

27



Higon

molécula consenso puesto que se ha encontrado aumentada durante la
fase receptiva en todos los trabajos que investigan la expresion génica del
endometrio humano (Carson y cols., 2002; Kao y cols., 2002; Borthwick
y cols., 2003; Riesewijk y cols., 2003).
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Figura 4. Marcadores bioquimicos de receptividad endometrial y la variacion de sus niveles durante el ciclo
menstrual (Adaptado de Giudice y Saleh, 1995). R indica el periodo de receptividad endometrial.

1.4.1.4. Marcadores moleculares

Los estudios de expresion génica son una alternativa para la
busqueda de huellas transcriptomicas que sirvan como marcadores
moleculares de receptividad endometrial (Ponnampalam y cols., 2004;
Talbi y cols., 2006; Horcajadas y cols., 2007) y permiten monitorizar de
forma cuantitativa la expresion génica en distintas condiciones (Schena y
cols., 1995). Ademas, los cambios histoldgicos, bioldgicos y fisioldgicos

significantes que ocurren durante las fases proliferativa, secretora y
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menstrual del ciclo son consecuencia de los cambios que ocurren a nivel

de transcripcion y/o expresion génica.

Se han llevado a cabo distintos estudios de expresion génica por
microarray en el endometrio humano en distintos puntos del ciclo
menstrual para tratar de identificar y/o diagnosticar el estado de
receptividad endometrial y la ventana de implantacion (Carson y cols.,
2002; Kao y cols., 2002; Borthwick y cols., 2003; Riesewijk y cols.,
2003; Mirkin y cols., 2005; Garrido-Gomez y cols., 2013). Aungue todos
estos estudios usaron la misma tecnologia, hay muchas diferencias en el
disefio y el analisis de datos como el dia que se toma la biopsia, las fases
de ciclo comparadas, el numero de biopsias, la uniéon o la no union del
ARN aislado y los métodos estadisticos empleados para considerar un
gen como sobre-expresado o reprimido. Esto se refleja en una gran falta
de consenso, puesto que solo un gen se ha considerado sobre-expresado
en los cinco estudios, osteopontina (Horcajadas y cols., 2007; Garrido-
Gobmez y cols., 2013). A pesar de lo cual se propuso, en 2007 un set de
25 genes (tabla 2) que presentan una expresion alterada en el endometrio
durante la ventana de implantacion en condiciones normales, en
comparacion con la hiperestimulacion ovarica y condiciones refractorias
por la introduccion de un dispositivo intra-uterino (Horcajadas y cols.,
2007).
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Nombre de los genes (en inglés).

Glutathione peroxidase 3

Placental protein 14

FXYD domain containing ion transport regulator 2
Dipeptidylpeptidase 4

Leukaemia inhibitory factor

Insulin-like growth factor-binding protein 3

Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha
Hyaluronan-binding protein 2

Endothelin receptor type B

Leiomodin 1

Calponin 1, basic, smooth muscle

Clusterin

Transgelin

Cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 9
Inositol-1-monophosphatase 2

Calpain 6

Tissue factor pathway inhibitor 2

Mitogen-activated protein kinase kinase 6

Catenin, alpha

Sorbitol dehydrogenase

Major histocompatibility complex, class Il, DO beta
Branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide
Aldehyde dehydrogenase 3 family, member B2
NDRG family member 2

Folate receptor 1

Tabla 2. Lista de genes marcadores de receptividad endometrial. Adaptado de Horcajadas y cols., 2007.

En la actualidad hay disponibles varios tests moleculares para el
dataje endometrial basados en el andlisis de una molécula o un grupo de
ellas, como es el caso del E-tegrity Test que utiliza anticuerpos frente a la
integrina B3 (Lessey y cols., 1995) o el EFT Quick Guide que evalua la
expresion de ciclinas a lo largo del ciclo menstrual (Kliman y cols.,
2006). En los dltimos 3 afios se ha desarrollado, ademas, un microarray
méas complejo para el estudio de la receptividad endometrial (ERA, de
sus siglas en inglés: Endometrial Receptivity Array) basado en la firma
transcriptomica en la fase de receptividad endometrial humana, asociado

a un predictor computacional que puede identificar la ventana de
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implantacion de cada paciente sin tener en cuenta su histologia
endometrial (Diaz-Gimeno y cols., 2011; Diaz-Gimeno y cols., 2013;

Garrido-Gomez y cols., 2013; Ruiz-Alonso y cols., 2013).

1.5. Miomas y reproduccion

El uso de las técnicas de reproduccion asistida, en particular de
fecundacion in vitro (FIV), permite obtener una informacion méas precisa
sobre el impacto de los miomas en la implantacion embrionaria que los
estudios de cohortes o los casos de estudio (Somigliana y cols., 2007); ya
que estas técnicas excluyen otras variables como anatomia pélvica
anormal, enfermedad en los tubos de Falopio y alteraciones en la funcion
espermatica (Khaund y Lumsden, 2008). Sin embargo no se han obtenido
resultados consistentes, puesto que los disefios de los estudios son a
menudo diferentes, variando los criterios de inclusién y exclusion, las
caracteristicas de los miomas (tamafio, nimero o localizacién), las
herramientas de diagndstico y los controles empleados (Somigliana y
cols., 2007; Brady y cols., 2013).

Se ha demostrado en varias revisiones sistematicas que los
miomas submucosos tienen un impacto negativo sobre las tasas de
embarazo y de implantacion (Pritts 2001; Somigliana y cols., 2007), y
que los miomas subserosos no parecen alterar el embarazo (Somigliana y
cols., 2007; Pritts y cols., 2009). Sin embargo, el efecto de los miomas
intramurales sigue siendo controvertido (Brady y cols., 2013). Algunos

autores han encontrado una reduccién de la implantacion y los embarazos
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en curso en presencia de miomas intramurales pequefios (<5cm) (Hart y
cols., 2001; Benecke y cols., 2005; Khalaf y cols., 2006; Guven y cols.,
2013); pero otros han fallado en encontrar dicha relaciéon (Ng y Ho,
2002), sobre todo si los miomas no comprometen la cavidad uterina
(Oliveira y cols., 2004; Klatsky y cols., 2007; Klatsky y cols., 2008;
Bozdag y cols., 2009).

También se ha intentado estudiar el impacto de los miomas en la
reproduccion mediante el anlisis de distintos marcadores bioquimicos
(Ben-Nagi y cols., 2010) y moleculares (Rackow y Taylor, 2006, 2010;
Sinclair y cols., 2011) relacionados con la implantacion y la receptividad
endometrial. Aunque se han determinado alteraciones de ciertos
marcadores como glicodelina, IL-10, TNF-a, HOXA10, HOXA1l y
BTEB1 en mujeres con miomas submucosos e intramurales; en pocos
casos alcanzan significancia estadistica, sobre todo si los miomas

intramurales no alteran la cavidad uterina (Rackow y Taylor, 2010).

En cuanto al andlisis de expresion génica, se han realizado una
gran cantidad de trabajos para estudiar la expresion en condiciones
patolégicas como el cancer endometrial y obtener méas informacion sobre
las rutas implicadas (Mutter y cols., 2001; Moreno-Bueno Yy cols., 2003;
Risinger y cols., 2003; Cao y cols., 2004; Ferguson y cols., 2004, 2005;
Saidi y cols., 2004). Ademas, diferentes estudios han examinado la
expresion génica diferencial entre miomas y miometrio normal usando
microarrays (Tsibris y cols., 2002; Ahn y cols., 2003; Catherino y cols.,
2003; Chegini y cols., 2003; Skubitz y Skubitz, 2003; Wang y cols.,
2003; Weston y cols., 2003; Catherino y cols., 2004; Hoffman y cols.,
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2004; Quade y cols., 2004; Arslan y cols., 2005; Horcajadas y cols.,
2008).

Aunque existe una gran variabilidad entre el nmero de genes que
se encuentran sobre-expresados o reprimidos en los miomas en
comparacion con el miometrio normal, se han conseguido elucidar
ciertos mecanismos moleculares que podrian ser importantes en la
patologia estos tumores benignos (Arslan y cols., 2005). Asi, se
encontraron alteraciones en la expresion de genes relacionados con la
sintesis de retinoides (ADH1, ALDH1, RODH), genes que codifican
proteinas de union a IGF (IGBP6, IGBP10), genes implicados en la
diferenciacion celular (CD24, CD24ST), factores de transcripcion
(ATF3, FATA2, JUN, FOS), factores implicados en el metabolismo
lipidico (APM2, ABCA, APOD), proteinas de integridad celular
(KRT19, ABLIM, EFEMP1, FY, EMP1), metabolismo de &cidos
nucleicos (GBP2, RNASE4), proteinas del sistema del complemento
(CFH, C7) y genes relacionados con la ECM (DPT, TGF-3, SMAD-3,
SMAD-4 y MMPs) (Arslan y cols., 2005).

Estudios posteriores ayudaran a mejorar el conocimiento sobre los
procesos moleculares que gobiernan el inicio y la progresion de los
miomas; con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias para su

tratamiento y/o su prevencion (Arslan y cols., 2005).
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OBJETIVOS
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OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar el impacto de la presencia de miomas intramurales que no
afectan a la cavidad uterina, en la receptividad endometrial y en la
implantacion embrionaria, tomando como modelo los resultados de

embarazo en un programa de donacion de ovocitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudio prospectivo para el estudio de la gendmica funcional o
transcriptdmica de tejido endometrial durante la ventana de

implantacion en mujeres con miomas intramurales.
2. Estudio retrospectivo de los resultados clinicos de mujeres con

miomas intramurales que han recibido embriones dentro del

programa de donacién de ovocitos.
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3. MATERIALES Y
METODOS
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3.1. Estudio prospectivo: analisis histologicos y moleculares

3.1.1. Diseiio del estudio y recogida de biopsias endometriales

Este estudio fue llevado a cabo de acuerdo a las directrices de la
declaracion de Helsinki y ha sido aprobado por el Comité de Etica e
Investigacion Clinica de la institucion donde se obtuvieron las biopsias
endometriales (Hospital Universitario Dr. Peset, Valencia, Espafa) y del
lugar donde se procesaron (Fundacion 1VI, Valencia, Espafia). Se obtuvo
el consentimiento escrito informado de todos los pacientes. Se recogieron
un total de 22 muestras endometriales usando un catéter Pipelle
(Genetics, Namont-Achel, Belgium) en mujeres con miomas intramurales
simples que no alteran la cavidad endometrial y se dividieron en grupos
segun tamafios: grupo A: menos de 5 cm (2,9+1,1 cm, rango 1,8-4,5 cm,
n=7); y grupo B: miomas de 5 cm o mas, (6,7+1,2 cm, rango 5,5-8,0 cm,
n=8). El grupo C, control, se compuso de mujeres sanas y fértiles con
ciclos normales (n=7). Todas las biopsias endometriales se realizaron 7
dias después del pico de LH enddgena (LH+7), en el centro temporal de

la ventana de implantacion.

El diagndstico del mioma, la localizacion, y el tamafio fue llevado
a cabo por ultrasonografia transvaginal, resonancia magnética e
histeroscopia 0 histerosonografia. Se excluyeron otras patologias

ginecoldgicas, especialmente la presencia de adenomiosis y/o
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endometriomas. Para detectar la ovulacion, las pacientes fueron
sometidas a ultrasonografias transvaginales sistematicas, empezando en
la fase folicular temprana del ciclo. Una vez que se detect6 un foliculo de
17-18 mm, se analizé LH en la orina usando un kit comercial disponible
para determinar el pico de dicha hormona (Felcontrol; Laboratorios
Effik, Madrid, Espafa).

Una vez extraida la biopsia endometrial y después de lavar con
PBS1X, alrededor del 80% de la misma fue almacenada a -80°C para el
analisis de expresion génica (figura 5). Una pequefia parte de la muestra
se fijo con formaldehido al 4% (p/v) y se incluy6 en parafina para los
estudios histoldgicos. El dataje endometrial se realiz6 usando el criterio
de Noyes (Noyes y cols., 1950). Fue llevada a cabo por dos patologos
independientes de forma ciega sin conocimiento del dia de la toma del

tejido ni del historial clinico de las pacientes.
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. §0% -850 °C e

Figura 5. Esquema representativo del procedimiento llevado a cabo sobre las muestras endometriales
recogidas para el estudio prospectivo.

3.2. Estudio del perfil de expresion génica: transcriptomica
3.2.1 Purificacion de ARN total

El ARN total se extrajo de las biopsias endometriales usando el
reactivo Trizol (Life Technologies, Paisley, UK) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Fue tratado con RQ1 ADNasa | (Promega,
Southampton, UK) durante 30 min a 37°C y después re-extraido con
Trizol. La calidad del ARN se evalu6 cargando 300 ng de ARN total en
un Labchip de ARN y se analiz6 en un bioanalizador A2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). Solo se incluyeron para el anélisis en

microarray las muestras con un nimero de calidad e integridad del ARN
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muy bueno (RNA Integrity Number (RIN)>7,5 en el bioanalizador de
Agilent). En total, se analizaron 19 muestras por duplicado: seis del

grupo A, seis del grupo B y siete del grupo C.
3.2.2 Marcaje, hibridacion y lectura del microarray

La generacién de las dianas de ADNc marcadas y la hibridacion
del chip se llevd a cabo siguiendo el metodo recomendado por el
fabricante. La sefial de fluorescencia en los microarrays se adquirio
usando un escaner de microarray Genepix 4100 (Axon Instrument, Foster
City, CA). Las imagenes escaneadas se procesaron usando el software

GenePix Pro 3.0 (Axon Instruments).

Los datos generados por el analisis CodeLink Operating Software
(Northbrook, IL) de las imagenes escaneadas del microarray fueron
importados en la version 4.0 del Set de Analisis de Patrones de Expresion
Génica (GEPAS, Valencia, Espafia) para su analisis. Los archivos que
contenian los niveles de intensidad de las sondas fueron procesados
usando el algoritmo robusto de analisis de microarrays para el ajuste de
la sefial de fondo, la normalizacion y la transformacion log2 de los
valores perfectamente emparejados. La intensidad de los puntos de todos
los microarrays estaba entre los valores estandar para los bioarrays
Codelink de todo el genoma. La extraccion de datos fue realizada de 0 a
65.535 unidades arbitrarias.

3.3. Analisis de datos

3.3.1. Analisis bioinformético
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El analisis de microarray se llevo a cabo usando la version 3.1 de
GEPAS (http://www.gepas.org) (Vaquerizas y cols., 2005). La anotacion
funcional de los resultados de los analisis se hizo usando el sitio

Babelomics (http://www.babelomics.org).
3.3.2. Preprocesado

Los datos que se extrajeron del proceso de normalizacion del
microarray se preprocesaron antes de llevar a cabo el analisis del
microarray. Multiples sondas que mapean el mismo gen fueron

mezcladas usando la media como resumen de los valores de hibridacion.
3.3.3. Agrupamiento de muestras

Se usd el método SOTA para agrupar perfiles de expresion
diferentes. SOTA se incluye dentro de GEPAS (Vaquerizas y cols.,
2005). Para la visualizacion y la evaluacion de la calidad de los clusters o
grupos, usamos CATT, un moddulo de GEPAS. EIl enriquecimiento
funcional de los grupos se estudié con la herramienta FatiGO+ (Al-
Shahrour y cols., 2004; Al-Shahrour y cols., 2007).

3.3.4. Expresion génica diferencial

Se aplicé un test-T para encontrar diferencias en la expresion
principal en los tres grupos de microarrays (clases). Se analizaron los
patrones de expresion genica de las muestras en cada grupo, obteniendo
un p-valor para cada gen en el experimento. También aplicamos un test-T

a los grupos. Los p-valores se corrigieron usando el indice de falsos
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positivos (Benjamini y Hochberg, 1995) para considerar los efectos de

multiples tests.
3.3.5. Analisis funcional

Para detectar activaciones o desactivaciones en funciones
bioldgicas o vias de sefializacion, empleamos FatiScan (Al-Shahrour y
cols., 2007b), una variante del algoritmo de enriquecimiento de set de
genes que detecta de manera significativa la regulacion positiva o
negativa de bloques de genes relacionados funcionalmente en listas de
genes ordenados por expresion diferencial. FatiScan es una parte del sitio
Babelomics. FatiScan puede buscar blogues de genes que estan
relacionados funcionalmente por diferentes criterios como términos de
ontologia génica, vias Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, y

otros.

3.3.6. Validacion de microarray: PCR cuantitativa

Para verificar los resultados obtenidos del microarray, se llevo a
cabo una PCR a tiempo real para seis genes seleccionados: dos regulados
positivamente, inhibidor 2 de la via del factor de tejido (TFPI2) y el
miembro 4 de la familia transmembrana 4 L seis (TM4SF4); y cuatro
regulados negativamente, glutation peroxidasa 3 (plasma) (GPx3),
claudina 10 (CLDN10), regulador 2 del transporte de iones que contiene
el dominio FXYD (FDXY2), y fosfoproteina secretada 1 (osteopontina,
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sialoproteina dsea |, activacion temprana de linfocitos T 1) (SPP1). El
andlisis estadistico de los datos de PCR se realiz6 usando el algoritmo del
software de expresion relativa, el cual usa una redistribucion por parejas

y un test aleatorizado para determinar la significancia.

3.4. Estudio retrospectivo: impacto de miomas en las tasas de
implantacion y de embarazo

3.4.1. Disefio del estudio y recogida de datos

Se disefio un estudio retrospectivo hibrido entre un caso control y
un estudio de cohortes en pacientes que realizaron una donacion de
ovocitos en IVI-Valencia desde abril de 1994 hasta agosto de 2007.
Buscando en nuestra base de datos de 12.108 ciclos de donacion de
ovocitos. Se identificaron 807 primeros ciclos de donacidn de ovocitos en
pacientes con miomas documentados ultrasonograficamente que no
afectaban la cavidad endometrial, como se verificO por histeroscopia o
histerosonografia. Los pacientes sospechosos, o diagnosticados, de
adenomiosis concomitante y/o endometriosis por ultrasonidos, resonancia
magnética y/o cirugia fueron excluidos, asi como las parejas con
oligozoospermia severa (<5 millones/mL de espermatozoides en el
eyaculado). Se dividieron en cuatro grupos, dependiendo del tamafrio y el
namero de miomas. El grupo A se formd con mujeres que presentaban
miomas de menos de 5 cm de diametro. Este grupo se dividio
posteriormente en tres subgrupos de acuerdo al nimero de miomas:

grupo Al [un unico mioma] (similar al grupo A en estudios histoldgicos
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y moleculares); grupo A2 [dos miomas] y grupo A3 [tres 0 mas miomas].
El grupo B eran pacientes de donacion de 6vulos en las que habia un
mioma de 5 cm o mas sin afectacion de la cavidad endometrial, en la
recolocacion del embridn (similar al grupo B en estudios histologicos y

moleculares).

Se establecieron dos grupos control. ElI grupo C1 se hizo con
casos en los que se realiz6 una miomectomia antes de la FIV. La mayoria
de los casos eran pacientes con uno o dos miomas de tamafio medio
extraidos por laparoscopia, pero sin mioma presente en FIV. Antes de
entrar al programa de donacion de ovocitos, una histeroscopia confirmé
una cavidad endometrial normal. EIl grupo C2 comprende pacientes que
han donado ovocitos en las mismas fechas que los incluidos en el grupo
C1. Se tuvo cuidado de incluir mujeres en ambos grupos C en las que se
diagnosticaron miomas, adenomiosis y/o endometriosis, y factores
masculinos severos. Por tanto, el grupo C2 era similar al grupo C en los
estudios histolégicos y moleculares.

Las variables analizadas y comparadas entre los grupos
incluyeron edad, afios de infertilidad, indicacion para la donacion de
ovocitos, nimero de ovocitos recibidos, tasas de fertilizacion, calidad de
los embriones recolocados y tasas de implantacion y de embarazo. De
manera similar, se incluyeron también en los andlisis los periodos de

gestacion y su desarrollo durante 26 semanas.

3.5. Andlisis estadistico de datos clinicos
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Se hizo un célculo de la potencia de contraste con la hipotesis
inicial de que la presencia de miomas podia reducir las tasas de gestacion
un 20%. Teniendo en mente que los indices de embarazo son de
alrededor del 50% en nuestro programa FIV (riesgo=50%) y que el efecto
de los miomas puede ser sobre el 20% (diferencia de riesgo=20%), el
tamano estimado de muestreo con riesgo-B del 20% (potencia=80%) Yy
riesgo-a del 5%, deberia haber mas de 93 pacientes por grupo. Se realizd
un ANOVA por comparacion entre los seis grupos establecidos, a pesar
de que la mayoria de las variables no siguieron una distribucion normal.
Sin embargo, ninguna de ellas presentd una asimetria importante y
seguian el teorema central del limite. Se usaron tests %, seguidos de
correccion de Bonferroni (multiplicando el P-valor por el nimero de
comparaciones realizadas) para comparar los indices de embarazo y de
aborto entre los grupos.

También realizamos un analisis de regresion logistica en el que se
cuantifico el efecto del tamafio de los miomas en las tasas de embarazo y
de aborto. Se calculd la significancia del modelo por el test Omnibus
(raz6n de probabilidad) y la incertidumbre explicada por el modelo se
evalué por Negelkerke R?. La razén de momios o de oportunidades (OR)
del efecto de un cm mé&s en el tamafio de mioma en el resultado del
embarazo se expresa junto con intervalos de confianza (Cls) del 95%, R?
y significancia. Se asumié una significancia de p<0,05. El andlisis
estadistico se realiz6 usando el Paquete Estadistico para las Ciencias
Sociales 14 (SPSS Inc., Chicago, IL).
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4. RESULTADOS
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4.1. Estudios histolégicos y moleculares.

Para el estudio prospectivo, se recogieron un total de 22 muestras
endometriales con un catéter Pipelle de mujeres con miomas intramurales
simples que no alteran la cavidad endometrial de diferentes tamafios:
menos de 5 cm (grupo A, n=7) y miomas de 5 cm o mas (grupo B, n=8).
Mujeres sanas y fértiles con ciclos normales (n=7) sirvieron como grupo
control (grupo C). Las muestras fueron lavadas con PBS 1X. El 80% de
cada biopsia se congel6 a -80°C para los posteriores estudios moleculares
y el 20% de la biopsia se fijo en formaldehido al 4% y se embebi6 en

parafina para realizar el dataje histoldgico.

4.1.1. Dataje histologico endometrial

Los datos correspondientes a las biopsias de las pacientes con y
sin miomas se presentan en la tabla 3, donde se indica el tamafio del
mioma, el grupo al que pertenecen (miomas<5cm, miomas>5cm y
control) y el dataje histoldgico de dos patdlogos independientes. Este

ultimo se representa también en la figura 6.
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MIO Ful FUR FOLICULO LI LIT | NTHISTORLA ]:]t(':'Pl:[‘\ l‘:[‘(l’::i\] GRUPO | Patol. 1 Iatol. 2
1 S2R8-30( 7005 181005 22010005 | 291005 612528 2010004 33mm 5 OF 16-17
2 20813 LIRS R EVE) 42-4hmm 5 LH+2 16-17
3 G830 251004 41004 R BRI T R RS G1ARTO le 1L o4 45mm 5 LH+2 16-17
4 628301 271104 1271004 IS 1004 | 2271004 613222 221004 Bimm 5 L2 1819
5 S30-33( 1311104 1771004 [ 2271104 | 291004 617124 291004 S8num 5 L2 18-19
L& 728 2311104 41204 TIZ04 [ 14012104 618512 141204 I 8mm 5 (818 1819
7 3498406 140505 55mm 5 19-20 18-19
b 426-30 | 61005 17/ 1005 I8 Lh0S | 25 10105 25396260 25105 Control L& 16-17 18-19
o 320-30 21005 16 1005 PR 10R0S | 26710005 (32499 2610005 3hmm 5 (818 1819
10 52830 51005 181005 | 20010/05 | 271005 152912 2710005 Control s 26-27 18-19
11 42830 | 291005 1 1nos I3 1105 | 2001105 Ju2649 201105 Control L& 23-24 25-26
12 430 | 310106 120206 379013 190206 1 8mm 5 LI=9-10 ) 23-24
16 254603 160206 | ControlLH+7 C 19-20 15-16
13 5.28 270106 120206 639035 1902 06 Imm 5 LH-10-11 24-25
14 Control & 21-22 19-20
15 628 G406 G040 548506 130406 Blhmm 5 21-22 20-21
17 110506 643193 180506 Blmm 5 15-16 16-17
1% 300506 G44842 | 2000606 Timm 5 20-21 15-16
19 200706 31706 2806 BO8 06 3 5 14-16 19-20
20 3730 TR GA6TH0 31806 G5 O 5 20-21 20-21

Tabla 3. Datos de las biopsias endometriales con y sin miomas. Se indica, en su caso, el nimero de periodos y
la regularidad de la fecha (FM) y la fecha de la dltima regla (FUR), el nimero de foliculos, el pico de
hormona luteinizante (LH), el dia LH+7 y de realizacién de la biopsia. Se muestra también el nimero de
historia clinica, el tamafio del mioma, el grupo al que pertenece y el dataje de dos patélogos independientes.

El dataje del endometrio a dia LH+7 en el grupo B mostr6 un

retraso significativo (p<0,05) (d 18,1+1,9, mediaxSD), comparado con el

grupo C (d 19,9£2,2, mediaxSD). Sin embargo, los miomas del grupo A

no muestran diferencias significativas con el control en el dataje
histolégico (d 19,4+3,1, mediaxSD).
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A MIOMAS <5 cm (Grupo A)

MIO2 MIO3 MIO6 MIOY9 MIO 12 MIO 13 MIO 19

Pacientes

B MIOMAS >5cm (Grupo B)

B Patdlogo 1
HPatélogo2

MIO1 MIO4 MIO5 MIO7 MIO15 MIO17 MIO18 MIO20

Pacientes

Figura 6. Dataje histolégico de las biopsias de pacientes con miomas <5 cm (A) y pacientes con miomas >5

cm (B) realizado por dos pat6logos independientes.
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4.2. Estudios moleculares

En total, el analisis comparativo de los perfiles de expresion
génica se realizé en 19 muestras por duplicado: siete en el grupo C, seis
en el grupo B vy seis en el grupo A. Todos los experimentos realizados
mostraron buenos niveles de marcado e hibridacion en los biochips de

Agilent.

4.3. Validacion por PCR a tiempo real de los datos del

microarray

Antes de entrar en profundidad en los andlisis de datos del
microarray, se eligieron seis genes de entre los diferencialmente
expresados para su validacion por Q-PCR. La figura 7 muestra el cambio
de expresion (fold change) obtenido para cuatro genes reprimidos (GPx3,
CLDN10, FDXY2 y SPP1). No hubo diferencias estadisticas entre los
datos de Q-PCR y de microarray. También se observd un fold change
similar para los dos genes sobre-expresados en los grupos A y B, TFPI2
y TMA4SF4 (figura 8). Por lo tanto, todos los resultados obtenidos por
PCR a tiempo real de los genes seleccionados con una expresion genica
alterada en el endometrio de mujeres con miomas demostraron una
regulacion acorde a los resultados obtenidos por medio de los

microarrays de expresion génica.
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Genes reprimidos

10
9
8
7 = B/C PCR
o g u B/C Array
H 4 mA/C PCR
3 uA/C Array
2
1
0

GPx3 CLDN10(v2) FDXY2 SPP1

Figura 7. Expresion de genes seleccionados reprimidos en el endometrio de mujeres con miomas pequefios y
grandes en relacién con mujeres sanas sin desdrdenes uterinos usando RT-PCR: GPx3 (plasma), CLDN10,
FDXY2, y SPP1. B/C, Grupo B dividido entre Grupo C; A/C, Grupo A dividido entre Grupo C. Los valores
expresados indican Fold Change (FC) en valores negativos.

Genes sobre-expresados
10
8
= B/C PCR
Q 6 m B/C Array
4 - = AIC PCR
2 uA/C Array
0 |
TFPI2 TMF4S4

Figura 8. Expresion de genes seleccionados sobre-expresados en el endometrio de mujeres con miomas
pequefios y grandes en relacion con mujeres sanas sin desérdenes uterinos usando RT-PCR: TFPI2 y
TMFA4S4. BIC, Grupo B dividido entre Grupo C; A/C, Grupo A dividido entre Grupo C. Los valores
expresados indican Fold Change (FC) en valores positivos.
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4.4. Analisis de los grupos de muestras

Se uso6 el método SOTA para el analisis por agrupacion jerarquica
no supervisado de las 19 biopsias de endometrio. Este analisis reveld que
las muestras de endometrio de los sujetos con miomas intramurales,
independientemente de sus tamafos, o las muestras de los controles se
agrupaban sin importar su origen (figura 9). No se encontraron
diferencias en los perfiles de expresion génica global entre los

especimenes.

—" o P7
{ - C8
o C7

Figura 9. Arbol jerarquico de las biopsias endometriales realizado mediante SOTA. C = biopsia control; S =
biopsia post-miomectomia; M = biopsia mioma >5 c¢cm; P = biopsia mioma <5 cm.

4.5. Expresion génica diferencial

La expresion génica diferencial de las muestras en cada grupo se
obtuvo con el p-valor para cada gen en el experimento y con el cambio
de intensidad de fluorescencia. Se encontré una correlacion fuerte

(positiva y negativa) entre el perfil de expresién génica endometrial de
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algunos genes y el tamafio del mioma. Veintiséis genes mostraron una
correlacion positiva mayor de 70, y 43 presentaron una correlacion
negativa por debajo de -0,70. Mas de 100 genes mostraron una
correlacion positiva y negativa débil (0,30 a 0,70 y de -0,70 a -0,30,
respectivamente). La figura 10 muestra la intensidad de la expresion
génica (de color azul a rojo), los valores de correlacion y los codigos de
los 100 genes maés correlacionados (positiva y negativamente). EI nimero
de acceso genes mas correlacionados positivamente (>0,70) vy

negativamente (<-0,70) se presentan en la fig. 10.

57



Higon

|

)
st
2hgsd

i
igi‘!

¥

Hin

g“:
it

E‘g

ey

i

|

EE

i

it
o

B

b
-
e
=
i
o
ax
=
>
L
i
e
=
Y
i
-
-
£
@
e
b
£
k-
-
Ll
s
-
@
@
An
-
-
@
@
i
-
k-
'
-
b
o
=
Y
@

I

*!!i

e

‘g

&
i
¥

i
g

55054

-
]

L

SRLBLEERAALEAAAERLL
§

Y
L
]
5
g

th

(AR RN A
H
—
.

TR

5
B

4
-
3

I
g

i

qid
£

=
-
—
-0
=0
i
—
—
=
i
-
-
-r
-
-
-
]
-
-
-
-

Figura 10. Los 100 genes con la correlacién mas positiva y mas negativa con el tamafio del mioma. La
correlacion se indica a la izquierda del gréfico. El codigo genético se indica en el lado derecho. Los colores
rojos indican mayor expresion y los azules menor expresion variando segin la intensidad del color.
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4.6. Ontologia génica

Se analizaron las activaciones o desactivaciones en funciones
bioldgicas o vias de sefializacion empleando el FatiScan de los genes con
una correlacién positiva 0 negativa con el tamafio del mioma mejor de
0,50 o menor de -0,50, respectivamente. Entre los genes que se
correlacionan positivamente con el tamafio del mioma intramural,
encontramos que los siguientes procesos bioldgicos estaban sobre-
representados a nivel 4 de ontologia génica: regulacion del tamafio de
vasos sanguineos, ciclo celular mitotico, respuesta a dafio en el ADN,
ensamblaje de complejos macromoleculares, biogénesis y organizacion
de organulos, biosintesis de acidos nucleicos y procesos metabdlicos de
biopolimeros. De manera similar, aquellos que estaban infra-
representados eran procesos bioldgicos como desarrollo de sistemas,
sefializacion célula-célula, respuesta inmune y respuesta a dafios. Entre
los genes negativamente correlacionados, los principales procesos sobre-
representados eran la transduccion de sefiales y la percepcion sensorial.

Todos estos terminos bioldgicos se resumen en la fig. 11.

En las figuras 12, 13 y 14 se muestran los procesos bioldgicos
sobre-representados e infra-representados a nivel 5 de ontologia génica
en las comparativas miomas>5cm (grupo B) vs control (grupo C),
miomas<5cm (grupo A) vs control (grupo C) y miomas>5cm (grupo B)

vs miomas<5cm (grupo A), respectivamente.
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Figura 11. Anélisis de ontologia génica (procesos biol4gicos, nivel 4) de los genes con una correlacion positiva mejor de 0,50 o una correlacién negativa menor de -

0,50.
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Figura 12. Anélisis de ontologia génica (procesos bioldgicos, nivel 5) de los genes con expresion alterada en los miomas>5cm (grupo B) en comparacion con los

controles (grupo C).
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Figura 13. Anélisis de ontologia génica (procesos bioldgicos, nivel 5) de los genes con expresion alterada en los miomas<5cm (grupo A) en comparacion con los
controles (grupo C).
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Figura 14. Andlisis de ontologia génica (procesos biolégicos, nivel 5) de los genes con expresion alterada en los miomas>5cm (grupo B) en comparacion con los
miomas<5cm (grupo A).
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4.7. Marcadores de receptividad endometrial

Los 25 genes que previamente fueron publicados como relevantes
para la ventana de implantacion (Horcajadas y cols., 2007) fueron
cuidadosamente analizados de forma separada. Solo tres, GPx3 (-9,0 de
fold change), placental protein 14 (también llamada glicodelina) (fold
change de -12,0) y el miembro B2 de la familia 3 de aldehido
dehidrogenasa (fold change de -3,0), presentaban una alteracion
significativa en su expresion en el grupo B (tabla 4) y uno de ellos
(GPx3, fold change de -4,1) en el grupo A (datos no mostrados). Los
genes EDNRB y NDRG2 presentaron una expresion génica alterada (fold

change de -2,11 y -2,68, respectivamente), sin significancia estadistica.

64



Impacto de los miomas intramurales en la receptividad endometrial

Nombre del gen (en inglés) Grupo B
Glutathione peroxidase 3 -9,00
Placental protein 14 -12,05
FXYD domain containing ion transport regulator 2 -1,15
Dipeptidylpeptidase 4 -1,54
Leukaemia inhibitory factor -1,24
Insulin-like growth factor-binding protein 3 -1,14
Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha -1,54
Hyaluronan-binding protein 2 -1,11
Endothelin receptor type B -2,11
Leiomodin 1 -1,16
Calponin 1, basic, smooth muscle -1,20
Clusterin -1,01
Transgelin -1,68
Cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 9 -1,14
Inositol-1-monophosphatase 2 -1,59
Calpain 6 -1,85
Tissue factor pathway inhibitor 2 -1,47
Mitogen-activated protein kinase kinase 6 -1,01
Catenin, alpha -1,05
Sorbitol dehydrogenase -1,14
Major histocompatibility complex, class Il, DO beta -1,15
Branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta -1,03
polypeptide

Aldehyde dehydrogenase 3 family, member B2 -3,05
NDRG family member 2 -2,68
Folate receptor 1 -1,07

Tabla 4. Perfil de expresion génica de los 25 genes relevantes para la receptividad endometrial en el grupo B
(Horcajadas y cols., 2007). Se indica el nombre del gen y su tasa de cambio (FC, fold change). Los genes con

una regulacién mayor de 3 veces en miomas grandes se indican en negrita.

4.8. Estudio clinico retrospectivo

Se analizaron todos los datos epidemioldgicos referentes a los
diferentes grupos en estudio (tabla 5). No hubo diferencias entre los

grupos en la edad, los afios de infertilidad, el indice de masa corporal o la
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indicacion para la donacion de ovocitos. El resultado general del primer
ciclo de donacién de ovocitos analizado en los pacientes del estudio se
presenta en la tabla 6. Los datos no mostraron diferencias significativas
entre los grupos de estudio y los controles para la tasa de embarazo
(p=0,735), tasa de implantacion (p=0,371), gestaciones mudltiples
(p=0,658), tasa de aborto (p=0,752) 'y los embarazos
desarrollados/embarazos a término (p=0,769). Ademas, el analisis de
regresion logistica revelé que ni el tamafio del mioma més grande ni el
namero de miomas tenia una influencia significativa en los cambios de
gestacion [odds ratio (OR)=1,083 (95% CI1=0,938-1,250) y OR=0,951
(95% CI=0,775-1,157), respectivamente] o en el aborto [OR=0,979
(95% CI=0,856-1,120) y OR=1,065 (95% CI=0,885-1,281),

respectivamente].
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Grupo A? Grupo B® Grupo C° P valor

Al A2 A3 B C1 C2

Ciclos 532 128 125 22 93 135
Tamafio del mioma® 1,8+0,9 1,9+0,9 1,9+0,9 5,7+0,9
Edad® 41,8+4,7 41,9+3,1 46,6+4,0 43,1+3,6 42,2442  41,5%4,3 0,193
Afios de infertilidad® 4,8+3,8 5,945,0 5,6+4,3 5,1+4,3 5,09+4,8 5,2+4,8 0,131
indice de masa corporal® 24,2440 22,3+5,1 21,8+2,7 26,1+4,8 24,2+37 23,2120 0,097
Signos para la donacién ovocitaria 0,358

Edad avanzada 319 83 45 15 61 71

Baja respuesta 71 13 21 3 7 21

Menopausia 25 6 5 2 7 10

Insuficiencia ovarica 27 6 7 0 2 11

Fallo ovérico oculto 27 5 6 0 13 2

Aborto espontaneo repetido 10 5 2 0 0 2

Fallo en la implantacién 26 5 5 0 0 10

Baja calidad del ovocito 14 3 3 0 0 5

Genética 13 2 1 2 3 3

Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes e indicadores de la donacidn de ovocitos.

& Mioma menor de 5 cm (AL, un Gnico mioma; A2, dos miomas; A3, tres 0 mas miomas). ® Mioma de 5 cm o mas. ¢ Controles (C1, miomectomia
previa,; C2, sin historial fibrético). ¢ Promedio del didmetro principal de cada mioma en centimetros. ° Media+DS.
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Grupo A Grupo B Grupo C P

Al A2 A3 B C1 C2 valor
Ovocitos donados® 11,543,6 9,116,6 12,2+4,0 10,94+2,3 11,9431 12,3£3,4 0,129
Tasa de fertilizacion® 64,2+32,8 60,5+36,2 65,1+32,1 65,1+32,1 57,7+35,5 60,8+33,9 0,306
Blastomeros dia 3 6,5%+1,6 6,5%+1,3 6,7£1,5 6,7+1,5 6,8+1,1 6,6+1,2 0,551
Tasa fragmentacién embriogénica 9,1+6,6 10,1+6,1 9,045,3 9,045,3 9,2+4,5 10,9+6,2 0,217
Embriones reemplazados® 2,1+0,7 2,1+0,6 2,1+0,6 2,1+0,6 2,1+0,6 2,0+0,8 0,217
Implantacién (95% CI) 38,2% 33,3% 32,4% 29,3% 31,9% 30,4% 0,371

(31,4-44,9) (24,8-66,4) (29,2-35,8) (23,1-35,5) (24,2-39,8) (24,0-36,9)

Embriorreduccion espontanea 13,7% 15,2% 10,6% 35,7% 19,6% 15,0% 0,109
Embarazo clinico 52,6% 55,1% 54,3% 50,0% 54,1% 59,1% 0,735
Gemelos 21,4% 17,7% 13,1% 18,2% 12,3% 16,8% 0,658
Aborto espontaneo 14% 18,4% 15,5% 13,8% 13,3% 15,4% 0,752
En curso/Fin de embarazos® 36,9% 34,1% 39,0% 36,4% 39,2% 42,6% 0,769

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes y resultados clinicos.

@ Media + DS. ? Por encima de 26 semanas.
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Impacto de los miomas intramurales en la receptividad endometrial

Los fibromas uterinos son tumores benignos en las capas de
musculo liso del Utero y generalmente asintomaticos y cuya incidencia y
severidad varian con el tamafio, el nimero y la localizacién del mioma
(Gupta y cols., 2008). EI hecho de encontrar miomas frecuentemente en
mujeres en edad reproductiva ha derivado en una serie de estudios para
intentar aclarar su efecto en reproduccion, siendo el resultado
controvertido en estudios de FIV comparando pacientes con y sin
miomas (Hart y cols., 2001; Ng y Ho, 2002; Oliveira y cols., 2004;
Khalaf y cols., 2006; Klatsky y cols., 2007; Parker, 2007). Pocos estudios
han intentado analizar cémo pueden afectar los miomas intramurales que
no penetran en la cavidad endometrial a la funcion del endometrio vy,
como, en consecuencia, pudieran perjudicar la implantacion embrionaria
(Oliveira y cols., 2004; Klatsky y cols., 2007; Klatsky y cols., 2008;
Bozdag y cols., 2009). Hasta el presente estudio, no ha habido una
definicion de trabajo completa del endometrio receptivo en mujeres con
miomas. En este estudio se han usado técnicas transcriptdmicas o de
genomica funcional para el analisis del endometrio durante la ventana de
la implantacion con el objetivo de buscar diferencias en la expresion
génica entre mujeres con y sin miomas, siendo este el método mas eficaz
y objetivo para describir la receptividad endometrial usada actualmente

(Diaz-Gimeno y cols., 2011).

Haciendo uso de una base de datos sustancial de mas de 12.000
ciclos en nuestro programa de donacién ovocitaria (Remohi y cols.,
1995; Soares y cols., 2005; Budak y cols., 2007), también hemos podido

analizar los datos clinicos referidos a la implantacion y el embarazo, para
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apoyar los datos proporcionados por los estudios funcionales y asi
correlacionar datos clinicos y moleculares en relaciéon con la funcion
reproductiva endometrial. Para ello, los criterios de inclusion en el
estudio clinico han sido muy selectivos, y hemos analizado ciclos de
donacion ovocitaria y excluido otras patologias concomitantes que

podian afectar potencialmente a nuestra meta por diferentes motivos.

El primer andlisis que se llevo a cabo fue el dataje histolégico,
una herramienta clasica para la evaluacion endometrial, realizado
biopsias endometriales obtenidas de mujeres con y sin miomas
intramurales. El analisis histoldgico reveld que la presencia de grandes
miomas intramurales induce un retraso en el desarrollo del endometrio
durante la ventana de implantacion a nivel histoldgico, algo que no
ocurre con los miomas pequefios. La relevancia de estos resultados es
probablemente insignificante ya que segun la descripcion inicial de
Noyes y cols. (Noyes y cols., 1950) se requiere un retraso de mas de 2
dias en la maduracion del endometrio para considerarlo un endometrio
fuera de fase. Ademas, este retraso también ha sido demostrado en ciclos
de FIV con estimulacion ovarica controlada sin que este retraso suponga
descensos significativos en implantacion embrionaria, mas aun cuando
los embriones transferidos llegan a la cavidad endometrial 24-48 h antes
que en la concepcion normal (Garcia y cols., 1984). Cuando el retraso
excede de 3 dias, se observa una implantacion perjudicial (Kolibianakis y

cols., 2002), aunque en presencia de miomas esto no ha sido demostrado.

Ademas, el dataje endometrial y los examenes histologicos tienen

variaciones interobservadas, intraobservadas e interciclicas inherentes,
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las cuales podrian explicar su falta de utilidad ( Coutifaris y cols., 2004;
Murray y cols., 2004). Ademas, otros estudios han mostrado
implantaciones exitosas durante ciclos en los que el endometrio habia
exhibido retraso en la maduracion medido por criterios histolégicos
(Scott y cols., 1988). Este fue uno de los puntos de partida para la
aplicacion de los estudios de genémica funcional que permiten obtener
datos objetivos sobre los procesos bioldgicos globales que tienen lugar en
un organo, tejido, o grupo de células, ya demostrado en el endometrio
(Diaz-Gimeno y cols., 2011).

El efecto de miomas en el endometrio usando marcadores
moleculares de receptividad endometrial, como homeo box A (HOXA)-
10, HOXA 11, factor inhibidor de leucemia (LIF), y proteina 1 de unién
al elemento basico de transcripcion (BTEB1), habia demostrado que la
expresion de ARNm de HOXA10 y HOXA11 disminuye en Gteros con
miomas submucosos. Sin embargo, no se habian observado diferencias
con los controles cuando se estudiaron los miomas intramurales (Rackow
y Taylor, 2006). Pero, hasta nuestro estudio, no se habia publicado
ningun analisis sobre la expresion de todo el genoma en el endometrio
centrado en la presencia de miomas y durante la ventana de implantacion.
Otras estrategias moleculares estaban centradas en los efectos de miomas
en el Gtero estan vinculadas con el entendimiento de su patogenesis o con
el efecto de diferentes tratamientos. En este contexto, se habian descrito
alteraciones en genes que regulan la sintesis de retinoides y el
metabolismo de IGF en tejido de miomas (Arslan y cols., 2005). De

manera similar, se habian publicado también la expresion de leptina y
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receptor de leptina en meiometrio y miomas uterinos de mujeres tratadas

con anélogos de GnRH (Markowska y cols., 2006).

En el presente estudio, demostramos que el perfil de expresién
génica del endometrio durante la ventana de implantacion (LH+7) en las
muestras obtenidas de mujeres con miomas intramurales pequefios
difieren de los obtenidos de mujeres sanas en ese mismo momento del
ciclo menstrual. Ademas, el agrupamiento jerarquico de las muestras no
reflej6 ninguna diferencia demostrando que los perfiles de expresion
génica global de las muestras son muy similares sin diferencia estadistica
entre ellos. Sin embargo, se encontrd que la expresion de 69 genes se
correlacionaba fuertemente con el tamafio del mioma. De ellos, 26 genes
lo hicieron de forma positiva, mientras 43 lo hicieron de forma negativa.
Més de 100 genes se correlacionaron también con un nivel de correlacién
debil. Esto refleja claramente que algunos genes estan afectados por la
presencia de miomas intramurales endometriales de alguna manera,
aungue los procesos bioldgicos relacionados con la expresion de estos
genes no afectan a los procesos de receptividad endometrial o

implantacion embrionaria.

Entre los genes que estaban sobre-regulados con el tamafio del
mioma intramural, encontramos una regulacion sobre-representada del
tamafo de los vasos sanguineos, una caracteristica que se correlaciona
bien con la angiogenesis implicada en el aporte vascular del mioma y en
su crecimiento (Walocha y cols., 2003). De forma similar, la respuesta
inmune y la respuesta a dafio estaban infra-representadas cuando hay un

mioma presente. Interesantemente, se ha demostrado que un desajuste de
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la maduracion y una diferenciacion de linfocitos en mujeres con miomas
grandes dio lugar a un descenso en la respuesta inmune local
directamente conectado con el crecimiento del mioma (Malyshkina y
cols., 2002). Otros procesos biologicos sobre-representados e infra-
representados en los genes correlacionados regulados positiva y
negativamente en este estudio parecen no estar relacionados con la

funcién endometrial a nivel reproductivo.

Dada la definicion incompleta actual de un endometrio receptivo
(Carson y cols., 2002; Kao y cols., 2002; Borthwick y cols., 2003;
Riesewijk y cols., 2003; Mirkin y cols., 2005), nuestro laboratorio
elabord en 2007 una lista de 25 genes candidatos clave y relevantes para
la receptividad endometrial después de comparar el perfil de expresion
génica del ciclo natural, el ciclo con estimulacion ovérica controlada, y el
endometrio con un dispositivo intrauterino (Horcajadas y cols., 2007).
Encontramos que solo tres genes de esta lista estaban infra-regulados en
el endometrio con miomas grandes [GPx3, placental protein 14 (también
Ilamada glicodelina), y miembro B2 de la familia 3 de aldehido
deshidrogenasas] y s6lo un gen en presencia de miomas pequefios
(GPx3). Estos genes también estaban reprimidos durante la implantacién
en otras condiciones no dptimas como la estimulacion ovérica controlada
con antagonistas de GnRH (Horcajadas y cols., 2005) y en presencia de
un dispositivo intrauterino (Horcajadas y cols., 2006). En el caso de
GPx3, su expresion permanecié alterada después de un afio de la retirada
del dispositivo intrauterino cuando las tasas de implantacion eran

normales mostrando que esta molécula no es vital para la implantacion
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(Horcajadas y cols., 2006). Los otros 22 genes de la lista mostraban
valores de expresion génica normal en presencia de miomas, sugiriendo
que la receptividad endometrial, como un proceso bioldgico, no parece

estar afectada.

La otra parte de este estudio estaba basada en los datos clinicos
obtenidos en el Instituto Valenciano de Infertilidad de Valencia. Dado el
retraso en la maternidad el nimero de mujeres infértiles con miomas ha
aumentado, ya que estos tumores benignos son mas frecuentes con edad
avanzada (Somigliana y cols., 2007). El estudio clinico confirmé estas
observaciones. Fue cuidadosamente disefiado para analizar el impacto de
miomas intramurales que no afectan la cavidad endometrial en la
implantacion de manera tan precisa como fuera posible, probando que
una implantacion con éxito es el mejor test no cuestionado de una buena
funcién endometrial. Por tanto, se selecciond el modelo de donacion de
ovocitos porque la preparacion endometrial con esteroides exdgenos
permite estudiar una poblacion mas homogénea en la que se descartd la
influencia potencial de la estimulacion ovérica controlada en la funcién
endometrial observada en otros estudios (Horcajadas y cols., 2005;
Simon y cols., 2005). También se excluyeron los casos con adenomiosis
documentada o sospechada y pacientes con endometriosis concomitante.
Sabemos que la endometriosis no afecta el resultado en la donacién de
ovocitos (Diaz y cols., 2000), pero esta asociada con adenomiosis mas
frecuentemente de lo esperado (Kunz y cols., 2005). Ademas, la calidad
del embrion fue otro pardmetro cuidadosamente puntuado. Por esta

razon, se excluyeron los casos con infertilidad masculina severa.
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Como resultado, presentamos aqui las mayores series de casos
retrospectivos con miomas intramurales que se han publicado en un
unico centro. Ademas, fuimos capaces de dividir los miomas por tamafio
y numero para buscar efectos especificos en la implantacion. Los datos
mostraron similitudes entre los diferentes grupos comparados en
diferentes datos epidemioldgicos analizados en la tabla 5. El analisis no
revel6 ningun efecto de la presencia de miomas, independientemente del
tamafo o del ndmero, en la implantacion exitosa, como se verifico por
las tasas de embarazos en proceso/terminados. Unas conclusiones
similares se alcanzaron por Klatsky y cols. (Klatsky y cols., 2007),
quienes desarrollaron un analisis retrospectivo de ciclos de donacion de
primeras receptoras de 6vulos. El presente estudio tiene la originalidad de
ser el primero en el que se us6 un modelo de donacién de ovocitos,
permitiendo descartar un efecto de la estimulacion ovarica en la
receptividad endometrial asi como un efecto nocivo de la edad en la
calidad ovocitaria. Sin embargo, el tamafio y el nimero de miomas vy el

efecto de la miomectomia no se habian analizado con detalle.

Sunkara y cols. (Sunkara y cols., 2010) llevaron a cabo una
revision sistematica y varios meta-analisis sobre el efecto de los miomas
intramurales que no alteran la cavidad uterina en 6.097 ciclos de FIV
entre los cuales usaron los datos publicados en nuestro articulo
(Horcajadas y cols., 2008). Encontraron que la presencia de este tipo de
miomas reduce la tasa de nacimientos vivos un 21% y la tasa de
embarazo clinico un 15% en comparacion con la ausencia de miomas. El

meta-analisis de los estudios con mujeres de edad media inferior a 37
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afios mostrd un efecto adverso de los miomas intramurales que no alteran
la cavidad uterina en el desarrollo del embarazo. El meta-anélisis de los
estudios en los que las mujeres se someten a su primer ciclo de FIV
también mostrdé un impacto negativo; asi como el meta-analisis de los
estudios prospectivos, con una reduccién significativa del 40% en las
tasas de nacimientos vivos (Sunkara y cols., 2010). Sin embargo, las
tasas de implantacion se reducen un 13% vy sin significancia estadistica
en este tipo de miomas (Sunkara y cols., 2010). Estos resultados eran
contradictorios con los resultados del presente trabajo por lo que
decidimos ahondar en los datos de los mismos en busca de una
explicacion plausible. Encontramos, que en este meta-analisis no se
separaron los datos de los estudios en los que se llevd a cabo una
donacion de ovocitos del resto de trabajos. Cuando realizamos dicha
separacion con los cuatro estudios con donacion de ovocitos (Dietterich y
cols., 2000; Wang y Check 2004; Klatsky y cols., 2007; Horcajadas y
cols., 2008) encontramos que las tasas de nacidos vivos en mujeres en el
programa de ovodonacion bajaba del 43,8% al 37,1% en mujeres sin y
con miomas y de 54,7% a 51,9% en embarazo clinico, variaciones sin
significancia estadistica, con p-valores de 0,068 para nacidos vivos y de
0,322 para embarazo clinico (tabla 7). En esta separacion de datos, los
resultados de FIV fueron ain més claros que los publicados por Sunkara
y cols., con una bajada de 35,6% a 29,3% (p-valor 0,0026) en nacido
vivo y de 35,9% a 31,3% en embarazos clinicos (p-valor=0,0026) (tabla
7).
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NACIDOS VIVOS

Tratamiento Grupo Nacido/transfer Porcentaje p-valor (IC)
OVODONACION Miomas 321/865 37,1% 0,068
No miomas 96/219 43,8% (0,76: 0,56-1,02)
FIv Miomas 195/666 29,3% 0,0026
No miomas 761/2.137 35,6% (0,75: 0,62-0,90)
EMBARAZOS CLINICOS
Tratamiento Grupo Embarazo/transfer Porcentaje p-valor (IC)
OVODONACION Miomas 485/934 51,9% 0,322
No miomas 270/494 54,7% (0,95: 0,86-1,05)
FIV Miomas 321/1.024 31,3% 0,009
No miomas 1.130/3.145 35,9% (087:0,79-0,97)

Tabla 7. Analisis de datos del meta-analisis de Sunkara en 2010 teniendo en cuenta las publicaciones en los
que se obtuvieron los datos clinicos en programas de donacién de ovocitos. Dietterich y cols., 2000; Wang y
Check, 2004; Klatsky y cols., 2007; Horcajadas y cols., 2008. FIV: Fecundacién in vitro; IC: Intervalo de
confianza.

Estos datos confirman que si bien existe una disminucion en los
resultados clinicos en las mujeres con miomas, esa variacion no es
significativa. De esta manera, el trabajo publicado en nuestro laboratorio
llega a las mismas conclusiones que los otros trabajos a pesar de ser el

gue mas peso en nimero de pacientes presenta:

- “Small fibroids not distorting the uterine cavity do not seem
to negatively affect conception outcome even in older women™
(Dietterich y cols., 2000).
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- “There was no difference in pregnancy rates in those with or
without fibroids™ (Wang y Check, 2004).

- “Clinical pregnancy rate and implantation rate are not

affected by the presence on non-cavity-distorting

leiomyomata” (Klatsky y cols., 2007).

Las diferencias entre ciclos de ovodonacion y ciclos FIV
normales se pueden achacar al efecto de las hormonas utilizadas para la
estimulacion ovérica. Se sabe desde hace muchos afios que estas
hormonas tienen un efecto deletéreo en el endometrio (revisado en
Martinez-Conejero y cols., 2007) y pudiera ser que el efecto de dichas
hormonas sea aln mas perjudicial en mujeres que presentan este tipo de
desdrdenes ginecoldgicos, bien por las diferencias que pudieran existir en
la vascularizacion del endometrio o en los cambios moleculares que los

propios miomas inducen.

Finalmente estos resultados clinicos también se correlacionan con
los resultados moleculares del estudio prospectivo, a pesar de haberse
realizado estos Gltimos en ciclos naturales mientras que para el programa
de donacion de ovocitos se requiere la administracion exogena de
esteroides. Por tanto, es posible que esta medicacion pudiera cambiar el
patron histolégico y el perfil de expresion génica, y corregir un defecto

de implantacion que estaria presente en ciclos naturales con miomas.
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1. Los miomas intramurales que no alteran la cavidad uterina
modifican el perfil de expresion génica del endometrio durante la

ventana de implantacion.

2. La alteracion del perfil de expresion génica del endometrio
durante la ventana de implantacion no es significativa a nivel de

receptividad endometrial.

3. La presencia de miomas intramurales que no alteran la cavidad
uterina no afecta negativamente las tasas de implantacion, de
embarazo ni de nifio en casa en programa de donacion de

ovocitos.
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