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1. INTRODUCCION

1.1 Embarazo de curso normal

El embarazo de curso normal es un proceso estrictamente regulado cuyo éxito es esencial
para la reproduccion y la supervivencia de las especies. En este proceso intervienen multitud de
sistemas de control enormemente sofisticados, que engloban multiples vias de sefializacidn, en
las cuales intervienen diversos tejidos, entre ellos el tejido embrionario y la placenta. Si alguno
de estos mecanismos no se desarrolla adecuadamente pueden aparecer diferentes patologias de

la gestacion, entre las cuales se encuentra el embarazo ectépico.

Por ello, es necesario un adecuado desarrollo y regulacion de todos los procesos desde
etapas muy tempranas de la gestacion, como el transporte del ovocito, la fecundacion, la

segmentacion embrionaria, que detallaremos a continuacion.

1.1.1 Transporte del ovocito, fecundacion y segmentacion

Tras la ovulacién, el ovocito es dirigido hacia la trompa, gracias a los movimientos de
las fimbrias y de los cilios de las células epiteliales tubaricas, todo ello condicionado en gran
parte por el ambiente endocrino que tiene lugar durante el proceso periovulatorio (Sadler 2004,
Ezzati et al 2014).

El espermatozoide alcanza la trompa de Falopio, y tras su unién con el évulo, multitud
de mecanismos moleculares se ponen en marcha, generando un cambio en el ovocito para que se
oriente a la segmentacion, mediante la cual el zigoto sufre una serie de divisiones, dando lugar a
diferentes etapas del desarrollo embrionario como la mérula y el blastocisto (figura 1). La
morula estd compuesta por 16 células; las células con situacion central constituirdn la masa
celular interna (tejidos embrionarios); las células de alrededor constituiran la masa celular
externa (trofoblasto, y por tanto futura placenta). Las células trofoblasticas mantienen zonas de
unioén entre si; se ha observado, aunque no estéa clara su relacion, la presencia de cadherina E en
las células que se diferencian a trofoblasto, pudiendo ser consecuencia (0 presencia necesaria)

de la diferenciacién a trofoblasto.



El zigoto llega a la cavidad uterina aproximadamente al tercer dia, contribuyendo a ello
sustancias como la progesterona y la relajacion de estructuras como los ostia tubaricos (Sadler
2004, Carlson 2014).
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Figura 1. Desarrollo del zigoto desde la fecundacién mediante segmentacion (tomado de Carlson 2014)

1.1.2 Implantacion embrionaria

La morula comienza a introducirse en la cavidad uterina; en su interior se forma una
cavidad, el blastocele. La masa celular interna entonces pasa a denominarse embrioblasto,
situdndose en un polo, y la masa celular externa, trofoblasto. Hacia el quinto dia desaparece la
zona peldcida, y gracias a determinadas moléculas secretadas por las células trofoblasticas, el
blastocisto interacciona con el endometrio; se inicia asi el proceso de implantacion entre los
orificios glandulares de las paredes del cuerpo uterino, hacia el octavo dia de desarrollo (Larsen
2003) (figura 2).
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Figura 2. El blastocisto comienza a penetrar en el endometrio hacia el sexto dia de desarrollo

embrionario (tomado de Carlson 2014)

En esa invasion endometrial intervienen multitud de procesos y mediadores moleculares
expresados por los diferentes tejidos en desarrollo, como integrinas (expresadas por el
trofoblasto), laminina, fibronectina y otras que favorecen procesos como la adhesiéon y la

migracion celular, entre otros.

Por otro lado, todos estos mecanismos moleculares forman parte de redes de
sefializacion para la regulacion de la diferenciacion de las células trofoblasticas, por lo que la
implantacion es necesariamente el resultado de una adecuada regulacion de multiples cascadas
de sefializacién y la apropiada interaccion y coordinacion por parte de ambos, endometrio y
tejido trofoblastico, siendo necesario un ambiente hormonal adecuado y rico en nutrientes para
su éxito. Ademas, es posible que la invasion se produzca por la zona proxima a la zona
embrionaria, por lo cual podrian existir funciones distintas dentro de las mismas células
trofoblésticas.

En lo que al utero se refiere, el momento del ciclo ideal para la implantacion es la fase

secretora. En ella, se produce una gran congestion del tejido, observandose distintas capas, una

4



capa superficial, una capa esponjosa y una capa basal, cargado de sustancias como glucégeno y

lipidos.

Finalmente, el embrion se introduce en el estroma endometrial, cerrdndose el punto de

entrada mediante el epitelio endometrial y fibrina.

Determinadas alteraciones en todo este complejo mecanismo de la implantacion podrian
originar diversas patologias de la gestacion, como el mismo embarazo ectopico, (en el que
podria existir una implantacion demasiado precoz), suponiendo también multitud de problemas

en campos como el de la reproduccion asistida y el fallo de implantacion (Moore 2008).

1.1.3 Invasiéon embrionaria

Una vez el blastocisto esta incluido en el estroma endometrial, el trofoblasto se ha
diferenciado en dos capas: el citotrofoblasto (células mononucleadas) y el sincitiotrofoblasto
(células multinucleadas). El sincitiotrofoblasto serd el responsable de la produccion de la
hormona coriogonadotropina humana (hCG), asi como de la transformacion del cuerpo luteo en

el cuerpo lateo del embarazo.

El embrioblasto también se diferencia en dos capas: la capa epiblastica y la capa

hipoblastica o endodermo primitivo.

El sincitiotrofoblasto sufre un gran desarrollo durante esta etapa; conforme avanza
penetra en el estroma erosionando vasos sanguineos y destruyendo glandulas endometriales,

apareciendo vacuolas que confluyen para formar las lagunas vasculares (figura 3).
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Figura 3. Representacion del sincitiotrofoblasto con maltiples lagunas vasculares (tomado de
Sadler 2004)

Hacia el dia 13, el trofoblasto presenta estructuras vellosas. El citotrofoblasto se divide
y se introduce en el sincitiotrofoblasto, formandose pilares de células rodeados de

sincitiotrofoblasto: son las vellosidades primarias (Sadler 2004, Arteaga 2014).

1.1.4 Disco germinativo trilaminar. Gastrula

Durante la tercera semana de gestacion tiene lugar la formacion de la gastrula,
compuesta por tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo. El proceso se inicia
hacia el dia 15 del desarrollo embrionario con la aparicion de la linea primitiva en la superficie
epiblastica (figura 4). Cada una de las hojas embrionarias daré lugar a los diferentes tejidos del
embrién (Lopez Sanchez et al 2013).
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Figura 4. Disco germinativo. Movimiento e invaginacion de células epiblasticas a través de

nédulo y linea primitivos (tomado de Arteaga 2014)

Una vez mas, multitud de mecanismos moleculares se han visto implicados en el
trascurso adecuado de la gastrulacién. Un ejemplo son las moléculas de adhesion celular (las
llamadas CAM), entre las cuales se encuentra la cadherina E, siendo su regulacion muy
importante durante el proceso de migracion celular y formacion de mesodermo organizado,

perdiéndose o recuperandose su expresion con la transformacion celular (Carlson 2014).

1.1.5 Desarrollo del trofoblasto. Corion y decidua

En la tercera semana de gestacion el trofoblasto consta de vellosidades primarias,
constituidas por citotrofoblasto cubierto por sincitiotrofoblasto. Posteriormente, las células
mesodérmicas penetran en estas vellosidades, dando lugar a las vellosidades secundarias. Al
final de la tercera semana de desarrollo las células mesodérmicas de la parte central de la
vellosidad secundaria comienzan a diferenciarse en células sanguineas y vasos, formando el
sistema capilar vellositario, dando lugar a la vellosidad terciaria y definitiva. Estos capilares
contactan con los capilares del mesodermo de la ldmina coridnica y el pediculo de fijacion,
quedando asi en contacto placenta y embrién. Las células del citotrofoblasto de las vellosidades

se introducen progresivamente en el sincitio adyacente, formando la envoltura citotrofoblastica



externa.

Hacia la octava semana del desarrollo, el trofoblasto estd compuesto por abundantes
vellosidades secundarias y terciarias ancladas a la lamina coridnica y periféricamente a la
decidua materna mediante la envoltura citotrofobléstica externa. En el centro de las vellosidades
se desarrollard un arbol capilar que contactara con los capilares del pediculo de fijacion y de la

lamina coridnica, originando el sistema vascular extraembrionario.

Posteriormente las vellosidades de anclaje se prolongan dirigiéndose hacia los espacios
intervellosos, desapareciendo, hacia la semana 16 de gestacion, las células de citotrofoblasto.

Conforme la gestacién progresa, las vellosidades de la zona embrionaria crecen, dando
lugar al corion frondoso, mientras que las vellosidades del polo no embrionario se atrofian,
dando lugar al corion leve. Ademas, la capa endometrial que cubre el corion frondoso sera la
denominada decidua basal, mientras que la decidua que cubre el corion leve es la decidua
capsular. El corion leve, con el desarrollo, contacta con la pared uterina (la decidua parietal),
fusionandose de esta forma ambas capas. Por tanto, seré el corion frondoso junto con la decidua

basal los elementos que daran lugar a la futura placenta (Arteaga 2014) (figura 5).
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1.1.6 Placenta. Estructuray funciones

Hacia el final de la tercera semana de gestacion ya se han establecido las disposiciones
oportunas para los intercambios necesarios materno-filiales. En la octava semana las
vellosidades coridnicas cubren la totalidad del saco coridnico. Al inicio del cuarto mes de
gestacion la placenta consta de una parte fetal (corion frondoso) y una parte materna (decidua
basal), rodeados respectivamente por la lamina coridnica y la lamina decidual. Existe una zona
de unidn en la cual se mezclan células deciduales y trofoblasticas, y espacios entre sus ldminas,

los espacios intervellosos.

Hacia el quinto mes de gestacion la decidua forma tabiques que se proyectan hacia la
placa coriénica y que dividen la placenta en cotiledones, compuesto cada uno de ellos por dos o
mas troncos vellosos, con multitud de ramas cada uno, manteniéndose siempre una separacion
entre sangre materna y tejido fetal a la vez que existe contacto entre espacios de los diferentes
cotiledones placentarios. Los cotiledones son irrigados por las arterias espirales, que penetran en
los espacios intervellosos. La denominada barrera placentaria estard formada, por tanto, por
endotelio fetal, tejido conectivo vellositario, citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto. Esta
membrana se adelgaza notablemente con el fin de aumentar el intercambio, existiendo una

amplia superficie de contacto e intercambio.

Entre las diferentes funciones placentarias encontramos la produccién de hormonas
(progesterona, estriol, hCG, lactégeno placentario), intercambio de nutrientes, electrolitos y
gases, transmisién de sustancias como anticuerpos de origen materno, proteccion, excrecion de

sustancias tdxicas para el embrion, metabolismo, etc (Arteaga 2014).

Especial interés despierta la funcion endocrina de la placenta, ya que el
sincitiotrofoblasto sintetiza hormonas proteicas y esteroideas; algunas de estas sustancias, como
la hCG, son detectadas para el diagndstico de gestacion, aumentando su concentracién al
maximo en sangre y orina hacia la octava semana de gestacion para disminuir posteriormente.
Entre las hormonas esteroideas estan la progesterona y los estrégenos. La deteccion de algunas
de estas sustancias, puede suponer, no solo el diagnéstico de gestacion, sino de algunas posibles

complicaciones (Reis et al 2002).

Hacia el término, la placenta consta de unos 20 cotiledones, cubiertos por decidua basal.
La superficie fetal estd cubierta totalmente por la lamina coridnica. Los vasos coriénicos
convergen hacia el cordén umbilical y el corion esté cubierto por el amnios. Conforme avanza la

gestacion se produce un aumento de tejido fibroso en el centro de las vellosidades, se obliteran
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pequefios capilares, se deposita fibrinoide en las vellosidades y las membranas basales de los

capilares fetales aumentan su grosor (Sadler 2004) (figura 6).
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Figura 6. Estructura placentaria. Cotiledones separados por tabiques placentarios (tomado de Carlson
2014)

Un aspecto también interesante es el que considera la placenta como una estructura
invasora de estirpe pseudotumoral. Se trata de una estructura con potencial invasor equiparable
al de las células cancerosas, y son necesarios determinados mecanismos que limiten ese
potencial invasor y adherencia. Determinadas sustancias, como factores de transcripcion, se han
visto implicadas en este proceso. Es el caso del factor de crecimiento TGF-3, producido en gran
parte por la decidua, que proporciona un gran control de la proliferacion e invasion de
determinado tipo de células trofoblasticas, habiéndose observado una resistencia en los casos de
coriocarcinoma a las sefiales inhibitorias de este factor de crecimiento, en el cual las células
penetran la decidua basal, los vasos sanguineos y linfaticos, privando al Gtero de esta proteccion

frente a la invasion (Moore 2008).
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1.2 Embarazo ectdpico

1.2.1 Definicion

Un embarazo ectopico es aquel que tiene lugar con la implantacion del blastocisto fuera
de la cavidad endometrial, siendo el lugar de implantacion, hasta en el 95,5% de los casos, la
trompa de Falopio, principalmente en la porcion ampular (73,3%), siendo istmo (12,5%),
fimbria (11,6%) y cornual (2,6%) localizaciones menos frecuentes (Barnhart et al 2009, Bouyer
et al 2002). El 3,2% de los casos tiene lugar en el ovario, y el 1,3% sucede en otras
localizaciones abdominales (Varma et al 2009). EI embarazo ectopico es una causa importante

de morbimortalidad materna de etiologia no del todo conocida.

1.2.2 Epidemiologia e importancia del tema

Su incidencia es del 1-2% de todos los embarazos reportados (Farquar et al 2005),
siendo la principal causa de muerte materna en las primeras etapas de la gestacion (4-10% de
muertes relacionadas con el embarazo) (Horne et al 2010), a pesar de la mejora progresiva en
los métodos de diagndstico. Ademas, es causa de un gran espectro de complicaciones, como es
el dolor pélvico, la necesidad de transfusion sanguinea, complicaciones derivadas del
tratamiento, problemas de fertilidad y psicolégicos (Horne et al 2010). Su incidencia esta en
aumento en los Gltimos afios, relacionado con el incremento de sus principales factores de riesgo
(CDC 1995, Fylstra et al 1998), si bien su mortalidad ha disminuido en los ultimos afios
(Creanga et al 2011). En los paises en vias de desarrollo, se ha descrito una incidencia todavia
mas alta, produciéndose, en 1 de cada 10 mujeres con diagndstico de embarazo ectépico, la
muerte (Leke et al 2004). Es una de las urgencias quirdrgicas mas frecuentes del primer

trimestre, y sus signos y sintomas son muy escasos Y poco caracteristicos.

1.2.3 Otros conceptos
Embarazo heterotépico

El embarazo heterotopico es aquél en el cual existe una combinacion de embarazo
intrauterino junto con una gestacion ectépica en cualquier otra localizacién. Su incidencia esta
en aumento, posiblemente debido al aumento de empleo de las técnicas de reproduccion

asistida.
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Embarazo de localizacidén desconocida (pregnancy of unknown location)

El embarazo de localizacion desconocida (PUL) es la ausencia de localizacion
deembarazo (intra o extrauterino) mediante ecografia, siendo los niveles de BhCG inferiores a
1000-1500 UI/L. Existen trabajos que indican que un 55% de los embarazos de localizacion
desconocida se resolveria espontaneamente; un 34% seria finalmente un embarazo viable,
mientras que un 11% de los mismos se diagnosticaria finalmente como embarazo ectopico
(Condous et al 2004).

Embarazo en cicatriz de cesarea anterior

Se trata del 6% de los embarazos ectdpicos que suceden en pacientes con cesarea
anterior, posiblemente debido a una migracion del embridn a través de un defecto de la cicatriz.
No parece estar relacionado el aumento de riesgo de gestacion ectopica en cicatriz con el
numero de cesareas anteriores que presente la paciente (Rotas et al 2006, Ash et al 2007).

1.2.4 Mecanismos implicados

La etiologia del embarazo ectdpico no esta clara. En los humanos, el transporte de los
gametos masculinos y femeninos, la fecundacion, el desarrollo embrionario inicial y el
transporte embrionario al Utero tiene lugar en las trompas de Falopio (Jansen et al 1984). Tras la
fecundacion, tal y como se ha mencionado, es necesario un transporte apropiado del embrién
hacia la cavidad uterina (Barnhart et al 2009), aunque algunos autores defenderian la hip6tesis
de la combinacién de la retencion del embridn dentro de la trompa de Falopio debido a una
alteracion en el transporte embrionario a través de ella, junto con alteraciones en el medio
ambiente de las trompas permitiendo una implantacién excesivamente temprana (Shaw et al
2010).

Implantacién y placentacion se producen de manera apropiada a consecuencia de una
relacion estrechamente regulada entre tejidos fetales y maternos, cuyo proceso es regulado por
gran multitud de moléculas y receptores (Guzeloglu-Kayisli et al 2007). Durante la
implantacion del blastocisto se generan dos tipos celulares, el trofoblasto velloso y el
extravelloso. La placentacion fisioldgica se caracteriza por la invasion de las arterias espirales
uterinas por parte del trofoblasto extravelloso. La fisiologia de la gestacion depende de los

cambios estructurales y funcionales adecuados del trofoblasto velloso y extravelloso (Lunghi et
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al 2007); la invasion andmala del trofoblasto conducird a un amplio espectro de complicaciones,
entre las que se encuentran las gestaciones ectopicas, la dificultad de desarrollar una gestacion a
término y alteraciones en la fertilidad y el éxito reproductivo en futuros embarazos (Norwitz et
al 2001, Straszewski-Chavez et al 2005).

La correcta placentacion es, pues, consecuencia del adecuado desarrollo de dos
componentes fundamentales: la decidua (parte materna) y el corion (parte fetal). La placenta
comienza a desarrollarse con la generacion del trofoblasto a partir del trofoectodermo
blastocitario. Este trofoblasto posteriormente se diferencia en dos componentes: el
sincitiotrofoblasto y el citotrofoblasto (Straszewski-Chavez et al 2005). Alteraciones en este
proceso pueden ser origen de cambios en determinados marcadores tisulares (y posiblemente
circulantes en la madre), relacionados con el adecuado desarrollo trofoblastico (Reis et al 2002,
Straszewski-Chavez et al 2005). La deteccién de dichas alteraciones posee potencialmente un
valor diagnostico (y al ser detectado en etapas precoces, pronostico), en diversas patologias de

la gestacion.

Algunos mecanismos implicados en el transporte del embrion hacia la cavidad uterina
también han sido estudiados. Se ha observado un epitelio tubarico con menor densidad de cilios
en pacientes con embarazo ectdpico comparado con pacientes con embarazos intrauterinos
(Vasquez et al 1983), sugiriendo un transporte enlentecido en las pacientes con embarazo
ectdpico.

Por otro lado, en el embarazo ectdpico tubarico se ha apreciado un aumento de los
niveles de 6xido nitrico sintetasa inducible, pudiendo contribuir a un aumento de 6xido nitrico
que podria resultar en la alteracién de la contractilidad y el batido ciliar de las trompas de
Falopio, pudiendo contribuir al transporte mas lento de los embriones hacia la cavidad uterina
(Shaw et al 2010).

Las células intersticiales de Cajal, demostradas en la trompa de Falopio por Popescu et
al en 2005, podrian jugar también un papel importante en la etiologia del embarazo ectopico. La
respuesta inflamatoria debido a infeccion por clamidia alteraria la regulacion de la 6xido nitrico
sintetasa inducible, causando una interrupcion en la actividad de las células intersticiales de
Cajal, con una interrupcion de la contractilidad de la muscular y con una reduccion de la

velocidad de transporte del embridn a través del oviducto.
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1.2.5 Factores de riesgo para el embarazo ectopico

Mas de la mitad de los embarazos ectopicos diagnosticados no estan asociados con
ningun factor de riesgo conocido (Dart et al 2002, Varma et al 2009). Aun asi, los factores de
riesgo mas frecuentemente relacionados con dicha patologia, por favorecer un transporte

enlentecido y/o una implantacion temprana, son los siguientes:
Edad mayor de 35 afos

La edad avanzada estaria relacionada con una mayor probabilidad de exposicion a los
diferentes factores de riesgo descritos en la literatura (mayor ndmero de infecciones por
clamidia y gonococo y tabagquismo), con la presencia de alteraciones en la trompa de Falopio
(peor funcionamiento de cilios y enlentecimiento del transporte del zigoto) y aumento de
anomalias cromosdmicas en el tejido trofoblastico (Storeide et al 1997, Sivalingam et al 2011),

aunque esto Gltimo estad muy debatido.
Historia de embarazo ectdpico previo

Algunos autores afirman que pacientes con historia previa de embarazo ectdpico
tendrian 12,5 veces mas riesgo de presentar otra gestacion ectdpica respecto a aquéllas pacientes
que nunca han sufrido esta condicién, y 76,6 veces mas riesgo de sufrir un tercer embarazo
ectdpico en caso de pacientes con historia de dos embarazos ectdpicos anteriores. Existe un
riesgo de recurrencia del 5-20% en caso de embarazo ectopico anterior y del 32% si existen mas
embarazos ectdpicos anteriores, siendo algo menor este riesgo en caso de que haya existido una

gestacion intrauterina (Sivalingam et al 2011).
Historia de aborto espontaneo o voluntario previo

En el caso de abortos espontaneos, las opiniones son muy controvertidas, habiendo
estudios a favor y estudios en contra respecto al aumento del riesgo de embarazo ect6pico en
pacientes con historia de aborto espontaneo, pudiendo jugar un papel clave en la relacién de
ambas patologias la presencia de infeccion, factores inmunolégicos alterados y/o alteraciones
hormonales (Moini et al 2014). En lo que a interrupciones voluntarias de la gestacion se refiere,
determinados estudios afirman que existe un aumento del riesgo de casi 2 veces de sufrir
embarazo ectopico en aquéllas pacientes que presenten historia de dos o mas interrupciones

voluntarias del embarazo (Barnhart et al 2006).
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Historia de cirugia pélvica o abdominal

Existe disparidad de opiniones al respecto, existiendo trabajos que afirman desde la no
asociacion de la cirugia abdominopélvica con el embarazo ectopico hasta odds ratios (OR) de
2,45 a 5 (Moini et al 2014). Antecedentes quirurgicos que pudieran provocar adherencias y
distorsion de la anatomia, como por ejemplo quistectomias ovaricas, cesarea, cirugia vesical y
apendicectomia (Sivalingam et al 2011) podrian aumentar el riesgo de padecer embarazo

ectdpico.

Dario tubular

La historia previa de dafio tubular, por cualquier circunstancia, incluida la cirugia
tubérica (incluyendo también la esterilizacién) debido a la distorsién anatomica y funcional
(ciliar) que puede tener lugar en el oviducto podrian aumentar el riesgo de embarazo ectopico.
Algunos autores afirman que el antecedente de una cirugia tubérica previa aumentaria el riesgo
de embarazo ectopico en 4,7 veces. (Ankum et al 1996), si bien podria existir un factor de
confusion, pudiendo ser el origen del aumento del riesgo la propia cirugia, o la patologia que la

condiciond.

Oclusién tubarica

La presencia de una trompa ocluida con la trompa contralateral permeable podria
predisponer a embarazo ectdpico, dado que los espermatozoides viajarian a través del abdomen,
fecundando un ovocito proveniente del ovario cuya trompa esta ocluida. Existen trabajos que
hablarian de un aumento del riesgo de hasta 11 veces mayor en pacientes con una trompa

ocluida, siendo esta asociacion menor en el caso de ambas trompas ocluidas (Moini et al 2014).
Salpingitis cronica
Este factor estd presente hasta en el 90% de las gestaciones ectOpicas, debido a la

alteracion histolégica de la trompa y posiblemente a la alteracién en el transporte del embrién

hacia la cavidad endometrial (Kutluay et al 1994).
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Salpingitis istmica nodosa

La salpingitis istmica nodosa estad presente hasta en el 10% de las pacientes con
embarazo ectdpico, y sobretodo esta relacionada con los casos de gestacion ectopica recurrente.
Se trata de una condicién en la que se produciria un engrosamiento nodular no inflamatorio de
la pared de la trompa de Falopio en la que el epitelio tubérico se introduciria en el miosalpinx,
con una hipertrofia de las capas circundantes, produciéndose un diverticulo. Su origen es
todavia desconocido pero se ha postulado que podria ser debido a un proceso de caracteristicas
similares a la adenomiosis, de tal manera que se produciria una alteracion anatémica de la pared

tubérica que predispondria a la implantacion anémala del embrion (Kurtoglu et al 2015).

Exposicion intraltero a dietilestilbestrol

El dietilestilbestrol es una forma sintética de estrogenos. Se pautaba a mujeres
embarazadas para prevenir abortos espontaneos, partos prematuros y otras complicaciones
relacionadas con la gestacion (Professional and Public Relations Committee of the DESAD,
1976). Su uso disminuy6 cuando determinados estudios demostraron que no era un farmaco
adecuado para estos problemas. La exposicién intraltero a esta sustancia supone un incremento
de 9 veces el riesgo de sufrir un embarazo ectépico, debido a la alteracion anatémica y/o

funcional de la trompa de Falopio (Goldberg et al 1999).

Enfermedad inflamatoria pélvica

La infeccion pélvica puede provocar una alteracion funcional (a nivel celular y
molecular), asi como obstruccién tubarica, hidrosalpinx y adherencias pélvicas. Algunos autores
afirman que la infeccién pélvica recurrente podria aumentar entre 2,1 y 4,5 veces el riesgo de
embarazo ectdpico (Hillis et al 1997). Se ha observado que ese aumento del riesgo esta todavia
mas relacionado en los casos en los que el germen implicado es la Chlamydia Trachomatis
(Bjartling et al 2007). Este patdgeno es responsable de situaciones como endocervicitis,
endometritis y salpingitis, de las que se derivan secuelas potencialmente graves como
infertilidad, embarazo ectdpico, dolor pélvico y enfermedades inflamatorias pélvicas recurrentes
(Mania-Pramanik et al 2012).

Edad de inicio de las relaciones sexuales temprana

Una edad de inicio de las relaciones sexuales temprana supone un aumento del riesgo de

sufrir un embarazo ectopico, entre otras cosas, por el aumento en la posibilidad de haber tenido
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maultiples parejas sexuales (Pisarska et al 1999) y con ello un aumento de la probabilidad de

sufrir o haber sufrido una infeccion del tracto genital.

Dispositivos intrauterinos (DIU)

Aunque, por tratarse de un método anticonceptivo, el riesgo de presentar gestacion (asi
como gestacion ectopica) es menor en mujeres con DIU que en mujeres que no emplean método
anticonceptivo, en caso de gestar, las mujeres con DIU presentan mayor riesgo que se trate de
una gestacion ectépica (Furlong et al 2002). Otros métodos anticonceptivos, como es la
anticoncepcidn de emergencia con progestagenos, también ha sido relacionada con el embarazo

ectdpico (Sivalingam et al 2011).

Factores hormonales

Determinadas hormonas, como los estrogenos y la progesterona, estan implicadas en los
procesos de crecimiento, diferenciacion y funciones de las trompas de Falopio, por lo que una
alteracion en sus concentraciones podria suponer un aumento del riesgo de implantacion
anormal, cosa que concuerda con el hecho que determinadas situaciones de cambio hormonal,
como la induccién de la ovulacion, estén relacionadas con un incremento del riesgo de gestacion

ectdpica (Lavy et al 1987).

Ahora bien, no esta claro de qué forma las alteraciones hormonales afectarian a la
funcion ciliar y muscular de la trompa de Falopio, pues los datos que tenemos son
contradictorios; por un lado, algunos autores refieren que un aumento en la concentracion de
estrogenos, y un descenso en las concentraciones de gestagenos, produciria una disminucion en
la actividad de la capa muscular de la trompa de Falopio (Pauerstein et al 1975), mientras que
otros autores refieren que la ciliogénesis y la buena funcion ciliar seria estrégeno-dependiente,
por lo que el efecto antagdnico de los estrégenos, como el que llevan a cabo los gestagenos,

causaria una alteracion de la funcion ciliar y la ciliogénesis (Jansen et al 1984).

Algunos autores han postulado que concentraciones altas de progestagenos podrian
aumentar el riesgo de gestacion ectdpica, debido a una disfuncién de los cilios de la trompa de
Falopio (Paltieli et al 2000), por lo que situaciones de exposicion a gestdgenos, como por
ejemplo aquellas usuarias de anticonceptivos con s6lo gestagenos o el fallo de anticoncepcion
del DIU liberador de levonorgestrel podrian tener un aumento en el riesgo de padecer un

embarazo ectopico.
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Tabaquismo

Algunos autores afirman que hasta un tercio de los casos de embarazo ectdpico estan
asociados al tabaquismo (Sivalingam et al 2011). Estad ampliamente demostrado por diversos
trabajos que el tabaquismo en periodo periconcepcional incrementa el riesgo de embarazo
ectdpico, siendo, ademas, dosis dependiente (OR 3,9 con mas de 20 cigarrillos al dia (Shaw et
al 2010)), debido a mecanismos no del todo conocidos; la alteracion de la inmunidad, de la
motilidad ciliar y/o uterina, la ovulacién retrasada o alteraciones en la expresion génica de la
trompa de Falopio podrian ser los responsables de dicho aumento del riesgo (Sivalingam et al
2011, Horne et al 2014).

Técnicas de reproduccién asistida

La fecundacién in vitro ha sido relacionada con un aumento de riesgo de sufrir
embarazo ectdpico (Nazari et al 1993, Strandell et al 1999), con un riesgo de gestacion ectépica
del 2-5%, siendo mayor en presencia de patologia tubarica (Sivalingam et al 2011). La
hiperestimulacion ovarica, segun algunos autores, podria también jugar un papel fundamental en
las pacientes sometidas a técnicas de reproduccion asistida, debido al ambiente producido por el

alto nivel estrogénico (Moini et al 2014).

Historia de infertilidad

El aumento de riesgo de embarazo ectédpico de las pacientes con historia de infertilidad
podria estar relacionado con patologia tubarica subyacente en estas pacientes, incluyéndose
entre ellas la endometriosis (enfermedad la cual esta documentado estar relacionada con la
infertilidad per se asi como con la distorsion anatomica tubarica); se ha observado este
incremento del riesgo en pacientes con infertilidad incluso en ausencia de patologia tubarica
demostrable (Sivalingam et al 2011). También se ha relacionado con los tratamientos empleados
en pacientes con infertilidad, ya que los cambios hormonales que se producirian en las trompas
podrian conllevar un aumento de riesgo para embarazo ectdpico, segin algunos autores, hasta
dos veces mayor en pacientes que usaron clomifeno (McBain et al 1980, Gemzell et al 1982,
Cohen et al 1986).

1.2.6 Manifestaciones clinicas del embarazo ectopico

En cuanto a las manifestaciones clinicas del embarazo ectdpico, son escasas y poco
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caracteristicas, y en ocasiones se solapan con otras patologias de la gestacion mas frecuentes,
como es el caso de los abortos. Habitualmente la clinica suele iniciarse entre las 6 y 8 semanas
de amenorrea, aunque dependiendo de la localizacion de la gestacion ectdpica, este dato puede

variar.

La triada clinica clésica de la gestacion ectopica es el dolor abdominal asociado a
sangrado vaginal en paciente con amenorrea (Ankum et al 1996), siendo el dolor abdominal la
forma de presentacion mas frecuente, ya que esté presente en el 99% de los casos, seguido de la
amenorrea (74% de los casos) y el sangrado vaginal (56% de los casos) (Alsuleiman et al 1982).
Algunos autores, ademas, describen algunos signos y sintomas que indicarian mayor riesgo de
rotura de la gestacion, como son: historia de dafio tubarico y/o infertilidad, phCG mayor de
10000 UI/L, no utilizacion de anticonceptivos a lo largo de la vida e induccién de la ovulacion;

segun estos autores, el riesgo de rotura en estas pacientes seria del 18% (Weckstein et al 1985).

1.2.7 Diagnostico clasico
Métodos convencionales: exploracién fisica, ecografia transvaginal y phCG

En el momento actual el diagnéstico de embarazo ectdpico se basa en la historia clinica,
la clinica y la exploracion fisica, junto con determinaciones hormonales seriadas (BhCG) y la
ecografia transvaginal (Gonzélez Manzanilla et al 2005, Bajo Arenas et al 2007, Menon et al
2007, Ovejero et al 2011) (figura 7). La sensibilidad del uso de ambas pruebas combinadas para

el diagnostico de embarazo ectdpico es del 96%; la especificidad es del 97%, y el valor

predictivo positivo es del 95% (Bajo Arenas et al 2007).
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Figura 7. Imagen ecografica de gestacion ectopica izquierda en paciente con amenorrea de 6+4

semanas
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Problemas asociados: Cuando la gestacion no es visible con ecografia, siendo
imposible distinguir mediante imagen un embarazo intrauterino evolutivo de curso normal de un
aborto o un embarazo ectdpico, se plantea un desafio clinico de gran importancia, pues hasta la
fecha no existe validada ninguna otra prueba diagndstica no invasiva definitiva aparte de la
determinacion de BhCG vy la ecografia. La determinacion de la BhCG tiene utilidad limitada; no
es diagnobstica por si misma y necesita siempre de la ecografia para ayudar al diagnéstico. La
tasa minima esperada de aumento en sus niveles en 48 horas en un embarazo normal varia entre
el 35% vy el 66% (Cartwright et al 2009). Ademas, se produce un solapamiento considerable de
los valores entre embarazos normales y anormales, necesitando determinaciones seriadas y
unos valores analiticos relativamente elevados para poder realizar un diagndstico, por lo que
dichos valores de sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo se obtendrian a costa de
un diagnostico tardio, con las consecuencias de posible ruptura, hemorragia y muerte gque esto
conllevaria. Por otro lado, la ecografia transvaginal no es concluyente en mas del 18% de las
pacientes, y menos del 50% de los embarazos ectdpicos serian diagnosticados mediante una
evaluacion inicial (Horne et al 2008). Algunos autores afirman que hasta el 16,8% de los
embarazos ectdpicos y el 7,7% de los embarazos intrauterinos estarian mal clasificados
utilizando Unicamente niveles seriados de BhCG (Morse et al 2012). Estas pacientes, tal y como
hemos mencionado, requieren con frecuencia multiples visitas clinicas (3 visitas de media) antes
de poder dar un diagndstico definitivo (Dart et al 2002), llegandose incluso a que el 67% de los
embarazos ectdpicos sean dados de alta sin un adecuado seguimiento. En ocasiones, en ausencia
de hallazgos quirdrgicos, histopatoldgicos o ecograficos definitivos, puede ser imposible

diferenciar entre un embarazo ectdpico y una gestacion intrauterina temprana de mal pronostico.

1.2.8 Otros métodos diagnosticos
Biopsia endometrial

En determinados casos, como es la gestacion de localizacién desconocida, se podria
realizar una biopsia endometrial para determinar la presencia o no de vellosidades coriales. Su
ausencia junto con BhCG estable seria sugestiva de gestacion ectpica. De la misma manera,
con la practica de un legrado podria ser de utilidad para el diagnostico de embarazo intrauterino

versus gestacion ectopica (Sivalingam et al 2011).

Problemas asociados: La biopsia endometrial y el legrado son técnicas invasivas, con

complicaciones considerables (endometritis, perforacion uterina y sangrado) que presentarian el
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riesgo de interrumpir un embarazo intrauterino en curso en etapas iniciales, por lo que no es

posible generalizar su empleo para el diagnostico de embarazo ectdpico.

Progesterona

En el intento de conseguir un diagnostico certero y precoz de embarazo ectdpico, se han
estudiado otros marcadores, como la progesterona, las activinas, la proteina A plasmatica
asociada al embarazo, el lactégeno placentario humano, marcadores de trofoblasto anémalo, de
funcionamiento del cuerpo lGteo, marcadores endometriales (glicodelina, activina B), de
implantacion andémala, de dafio celular y muscular de la trompa de Falopio (por ejemplo,
mucina 1) (Savaris et al 2008, Al-Azemi et al 2009), marcadores inflamatorios, etc. Es mas,
dadas las posibles consecuencias de un falso positivo o0 negativo, se ha intentado conseguir la
mayor especificidad y sensibilidad posibles, realizindose combinaciones de varios marcadores,
con el fin de maximizar la sensibilidad y especificidad de los distintos biomarcadores
propuestos.

La progesterona es producida durante las primeras semanas del embarazo por el cuerpo
luteo y a partir de la 82 semana de gestacion por la placenta, tratindose de una hormona de vital
importancia para el desarrollo de una gestacién normal (Arck et al 2007).

Problemas asociados: Las concentraciones séricas de progesterona estan disminuidas
en embarazos ectdpicos y abortos. Ahora bien, algunos estudios determinan que el valor
predictivo de una concentracion de progesterona sérica es bajo para identificar gestaciones no
viables (Mol et al 1998, Seeber et al 2006). Las cifras séricas de progesterona asociadas a
embarazos intrauterinos normales, anormales iniciales y a gestaciones ectdpicas varian
notablemente y presentan solapamiento. Parece que cifras mayores de 20 ng/ml podrian indicar
un embarazo intrauterino normal, mientras que cifras inferiores a 5 ng/ml casi siempre
indicarian una gestacion no viable. Ahora bien, el 50% de los embarazos ectopicos, el 20% de
los abortos espontaneos y alrededor del 70% de los embarazos intrauterinos viables se asocian a
cifras séricas de progesterona entre 5y 20 ng/ml (Condous et al 2004). Por otra parte, algunos
autores afirman que hasta un 2,6% de pacientes con embarazo ectépico podrian presentar una
progesterona sérica mayor de 20 ng/ml, no suponiendo este valor alto de progesterona, una
herramienta de descarte definitiva de embarazo ectépico (Mol et al 1998). La sensibilidad y
especificidad de la progesterona para identificar un embarazo ectépico es de 88% y 40%,
respectivamente: parece sensible y especifica para identificar el embarazo anormal, pero sélo
moderadamente especifica para la identificacion de un embarazo ectépico. Por este motivo,

como también ocurre con la determinacion de la BhCG sérica, las pacientes requieren con
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frecuencia multiples visitas clinicas antes de un diagndstico definitivo (Dart et al 2002).

1.2.9 Ultimas investigaciones. Estado actual del tema

En un intento de mejora en precision y rapidez en el diagnéstico de la gestacion
ectdpica, diversas moléculas han sido estudiadas, y aunque todavia algunas de ellas estan en
fase de experimentacién o siendo sometidas a estudios de coste-beneficio (y por tanto no son
utilizadas actualmente en la préctica clinica diaria), podria resultar de gran interés conocer y
entender el posible papel de estas moléculas en la etiopatogenia de la gestacion ectopica,
pudiendo también tener gran interés como herramienta diagndstica entre gestacion intrauterina
evolutiva o no y la gestacion de localizacion ectopica.

Asi, se ha observado un funcionamiento anémalo del cuerpo lGteo en pacientes con
embarazo ectdpico, teniendo lugar una produccion alterada de progesterona, relaxina, estradiol,
e inhibina A (Rausch et al 2012); por otro lado, marcadores como progesterona, PAPP-A,
lactégeno placentario humano y glicodelina (Daponte et al 2005) asi como algunos marcadores
relacionados con la destruccién tubular (por ejemplo, miosina y mioglobina) no han demostrado
ser de utilidad para el diagndstico y prondstico del embarazo ectdpico (Birkhahn et al 2001). La
creatinkinasa se ha observado elevada en pacientes con rotura tubarica; ahora bien, se trata de
un marcador inespecifico y tardio que tampoco ha demostrado ser de utilidad (Rausch et al
2012). La interleukina 8, el factor de necrosis tumoral alfa, la interleukina 6 o el Cal25 no han
mostrado tampoco utilidad por tratarse de marcadores de inflamacién e irritacion peritoneal
inespecificos (Rausch et al 2012).

En la Tabla 1 se resumen las principales moléculas que se han estudiado de manera mas

robusta hasta la fecha como posibles candidatas a biomarcadores de gestacién ectopica.
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Molécula

Funcion

Niveles en EE

Limitaciones

Referencia

Factor de crecimiento (familia TGF-B)

Poca especificidad

Florio et al 2007

Activina A Desarrollo embrionario inicial: Disminuidos Poca utilidad en gestacién de Kirk et al 2009
organogénesis, apoptosis, remodelacién... localizacién desconocida Refaat et al 2014
Factor de crecimiento
Neoangiogénesis Aumentados Niveles de discriminacién confusos Rausch et a/ 2012
endotelial
Poca especificidad Laigaard et al 2006
ADAM-12 Desintegrina. Metaloproteasa Disminuidos Alterado también en gestaciones Rausch et a/ 2012
evolutivas como trisomia 21 Terring et al 2010
Plaisier et al 2007
Factor angiogénico y receptor VEGF Test combinado: necesidad de dos
Ratio PIGF/sFit-1 Disminuidas Plaisier et al 2009
Vascularizacion del lugar de implantacion marcadores
Daponte et al 2011
Producto del trofoblasto
Ratio hCGRP/i:hCG en Lee et al 2005
) Aumenta sintesis de progesterona Disminuidas Baja especificidad y baja sensibilidad
orina

Mantenimiento del cuerpo amarillo

Teixeira et al 2014

Tabla 1. Principales moléculas estudiadas como posibles herramientas diagndsticas en el embarazo ectopico y sus funciones, niveles detectados en el embarazo

ectopico y limitaciones en su empleo como herramienta diagndstica

23




1.2.10 Evolucion y manejo del embarazo ectopico

El embarazo ectdpico puede resolverse espontdneamente, pero puede también crecer y
provocar la rotura de la trompa, ya que ésta no estd preparada para la implantacion y
crecimiento del embrion, con la consiguiente morbimortalidad que conlleva, no existiendo
marcadores clinicos, ecograficos o0 moleculares que nos puedan ayudar a prever la posible rotura

de dicho embarazo ectopico.

En lo que al manejo se refiere, puede ser quirirgico, médico o bien expectante
(Sivalingam et al 2011), dependiendo de algunos criterios, y debiendo individualizar siempre
los casos. Ya sea expectante, quirrgico o médico, es importante que el tratamiento sea
instaurado precozmente con el fin de reducir la morbimortalidad materna. El retraso en el
diagnostico de embarazo ectopico elimina la posibilidad de un manejo conservador, dada la
posibilidad de ruptura y riesgo materno, por lo que resultaria de gran importancia conocer y
entender mejor qué mecanismos moleculares pueden estar implicados en esta patologia y si
dichos mecanismos alterados podrian ofrecer biomarcadores que nos ayudasen a un diagnostico

precoz.

Manejo quirargico

En cuanto al manejo quirargico, la laparoscopia es el método de eleccion en el caso de
pacientes hemodindmicamente estables, siendo de eleccion la salpingectomia a la
salpingostomia (Sivalingam et al 2011), si bien existen trabajos que afirman no existir un
aumento del riesgo de embarazo ectdpico posterior tras salpingostomia, pero si parece existir un
aumento del riesgo de sangrado postquirdrgico y reintervenciones y tratamiento médico por

persistencia de trofoblasto (Nama et al 2009).

Manejo médico

En lo que al tratamiento médico se refiere, éste seria Util en casos de gestacion ectopica
que cumplan determinados criterios, como gestacion no rota, pacientes hemodinamicamente
estables y en ausencia de sintomatologia, con poco liquido libre en la ecografia transvaginal,
BhCG menor de 3000 IU/I, tamafio de la gestacion menor de 4 centimetros, y ausencia de
frecuencia cardiaca fetal (Sivalingam et al 2011). El f&rmaco de eleccion para el tratamiento
médico del embarazo ectopico es el metotrexato intramuscular. Es un antagonista del acido

félico, deteniendo la mitosis en las células citotrofoblasticas del embarazo. Ahora bien, se trata
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de una medicacion con efectos secundarios que aunque infrecuentes son importantes, tales como
hepatotoxicidad, alopecia o toxicidad de médula 6sea. Dichas pacientes precisaran por tanto un
seguimiento exhaustivo para asegurar la resolucién completa del embarazo ectdpico asi como el
no desarrollo de las complicaciones asociadas (Lipscomb et al 1998, Lipscomb et al 1999,
Sowter et al 2001, Barnhart et al 2003). Ademas, el metotrexato, segin algunos autores, solo
presentaria una tasa de éxito del 88% en dosis simples Unicamente para los embarazos ectopicos
estables (Horne et al 2008).

Por otro lado, la conducta expectante es una estrategia conservadora en la que se evalla
si la gestacion se resuelve espontdneamente sin intervencion. Se debe tratar, obviamente, de una
gestacion ectopica con pocos factores de riesgo y buen prondstico, si bien se trata de una
conducta con gran riesgo de rotura y muerte materna, requiriendo ademas gran nimero de

visitas clinicas y determinaciones analiticas seriadas (Condous et al 2006).

Si se pudiera realizar en una Unica visita el diagnostico certero y precoz de embarazo
ectdpico, seria posible dirigir los recursos y esfuerzos a aquellas mujeres con alto riesgo de
embarazo ectdpico sin comprometer la seguridad de las mismas (Condous et al 2005), evitando
visitas y tratamientos innecesarios, al mismo tiempo que evitariamos situaciones de riesgo. A
menos que el embarazo ectdpico sea visible mediante ecografia, su diagndstico precoz puede ser
un reto; este reto puede ser mayor a la hora de diferenciar si se trata de un embarazo intrauterino
viable, un aborto o un ectopico, sobre todo si pretendemos realizar este diagnostico con una
Unica visita. Es por ello que comprender adecuadamente qué mecanismos estan implicados en el
origen y desarrollo de la gestacion ectépica podria facilitar la busqueda de un marcador de
embarazo ectdpico precoz y certero, no solo Gtil como herramienta diagnéstica y prondstica,
sino también terapéutica, pudiendo permitirnos actuar a nivel molecular en este proceso

desregulado.

1.3 MicroRNAs

1.3.1 Definicion

Los microRNAs son pequefios fragmentos de RNA (de 18 a 25 nucledtidos) cuya
funcion no es codificar proteinas, sino la regulacion postranscripcional de multitud de genes
diana (Petraglia et al 1997), que se encuentran por todo el genoma. También tienen funcién

controlando la expresion de dicho genoma, en la transcripcion y traduccion de RNAs
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codificantes de proteinas (Zhang et al 2007). Aunque algunos microRNAs se expresan de

manera ubicua en los mamiferos, otros tienen un patrén de expresion muy especifica.

1.3.2 Mecanismo de accién y funciones

El principal mecanismo de regulacién por microRNAs esta mediado por su capacidad
de unién (por homologia parcial) a secuencias complementarias de distintos RNAs diana,
provocando silenciamiento génico a nivel postranscripcional, pudiendo suprimir la traduccion o
degradando la molécula de RNA mensajero. Se ha descrito también que la accion de los
microRNAs pueda asociarse al aumento de la expresion de genes diana, indicando que los
mecanismos por los cuales actdan los microRNAs son todavia mas complicados de lo que se
habia pensado (Luo et al 2009). Ademaés, la mayoria microRNAs no son complementarios a un
mRNA especifico, regulando de esta forma simultineamente mas de un gen; por otro lado,
diferentes microRNAs pueden ejercer regulacion sobre la misma diana, ejerciendo incluso
funciones bioldgicas similares, amplificando de esta manera sus acciones (Bueno et al 2008,
Morales Prieto et al 2011). Los diferentes patrones de expresion de los microRNAs estan
asociados con determinados fenotipos expresados por las distintas células, tejidos, 6rganos, etc
(Luo et al 2009).

Los microRNAs son transcritos a partir de DNA, dando una molécula llamada pri-
microRNAs, que es procesada por el complejo nuclear enzimatico Drosha para formar
moléculas de pre-microRNAs, que son transportadas al citoplasma a través del complejo
Exportin-5. Una vez en el citoplasma, las moléculas pre-microRNAs son escindidas por Dicer,
una enzima de la superfamilia RNasa Ill, para formar cadenas simples de microRNAs maduros
(ver figura 9). Por altimo, los microRNAs maduros se asocian con el complejo RISC,
reprimiendo la traduccion de proteinas (Cheng et al 2005, Bueno et al 2008, Qavi et al 2010).
Los microRNAs se unen a las regiones 3'UTR del mRNA, vy, bloguean, tal y como ya hemos
mencionado, la traduccién o provocan la degradacion del mensaje a través de RISC (Haider et
al 2014).

1.3.3 MicroRNAs como biomarcadores de patologia

Diversos estudios de expresion y funcionales han documentado la implicacion de
multitud de microRNAs en la regulacion de procesos biolégicos que incluyen mecanismos tanto

fisiol6gicos como patoldgicos: proliferacion y metabolismo celular, apoptosis, hematopoyesis,
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transformacion tumoral... pero el anlisis de la implicacién de estas moléculas en procesos como

la gestacion es sélo incipiente (Zhang et al 2007).

Un aspecto importante es que los microRNAs, ademas de encontrarse a nivel
citoplasmico y nuclear, se encuentran en otros compartimentos celulares y no celulares, como
las mitocondrias, el suero sanguineo, microvesiculas y exosomas (Haider et al 2014); en este
sentido, los microRNASs se liberan extracelularmente a la circulacion a través de exosomas, por
lo que seria posible detectar sus niveles de expresion en el torrente sanguineo (Luo et al 2009).
Los exosomas son originados a partir de vesiculas intraluminales presentes en multiples
organos, secretadas por las células hematopoyéticas, siendo, los RNA secretados a través de

exosomas, transferibles a otras células (Van Niel et al 2006).

Asi, diversos autores han visto la relacion y la utilidad diagnéstica entre microRNAs y
patologias como la enfermedad coronaria, neuroblastoma, diabetes mellitus, cancer de mama, y

cancer colorrectal (Zhou et al 2015, Clancy et al 2015).

En lo que a embarazo se refiere, dado que algunos microRNAs cambiarian sus patrones
de expresion entre gestantes y no gestantes, y entre gestaciones normales y patolégicas, y dado
que son enormemente estables y que es posible detectarlos mediante técnicas convencionales en
tejido y en el torrente materno (como stem-loop RT-PCR vy arrays), estas moléculas nos harian
comprender multitud de mecanismos implicados en diversas patologias de la gestacion, asi

como ofrecernos potenciales biomarcadores de patologia y quiza dianas terapéuticas.

1.3.4 MicroRNAs y placenta

Estudios preliminares de perfiles de expresion de microRNAs en diversos tejidos
humanos por microarrays han identificado conjuntos de microRNAs selectivamente expresados
en tejido placentario; entre otros, microRNAs como miR-23, miR-136, miR-141, miR-224,
miR-512, miR-515, miR-516, miRNA-517, miR-518, miR-519, miR-520, miR-524, miR-525 y
miR-526, estando implicado en la mayoria de estos microRNAs el cromosoma 19, donde
C19MC representa el mayor cluster de microRNA (Barad et al 2004, Liang et al 2007, Morales-
Prieto et al 2011).

Asi, se ha observado también que el nivel de C19MC en células trofoblasticas aumenta
significativamente entre el primer y el tercer trimestre; los niveles C14MC disminuyen en el

mismo periodo de tiempo (Morales-Prieto et al 2011), mientras que los niveles de miR-378a-5p
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se han encontrado mayores en primer y segundo trimestre que en tercer trimestre (Luo et al
2012). Por tanto, algunos autores afirman que algunos microRNAs placentarios podrian tener
utilidad en la estimacion de las condiciones de la placenta, estando probablemente relacionados
con la diferenciacion de la misma y el mantenimiento de la gestacion (Miura et al 2010).

1.3.5 MicroRNAs e implantacion

Otros autores han demostrado el papel de los microRNAs en la implantacion y su
potencial papel diagndstico en el deterioro de la receptividad endometrial, el desarrollo anormal
del embrién, el fracaso de la implantacion en reproduccidn asistida asi como en la gestacién de

localizacion desconocida (Galliano et al 2014).

Asi, aunque se han conseguido multitud de avances, el conocimiento que tenemos
acerca de los posibles mecanismos implicados en la implantacion, tanto en condiciones
normales como en el fracaso de la misma o la implantacién anémala, es todavia muy limitado.
Es por ello que entender cudl es la implicacion de los microRNAs en la regulacién de la
expresion génica en el sistema reproductor nos ayudaria a comprender dénde esta el problema
en determinadas situaciones clinicas y a aplicar el manejo mas apropiado en cada una de ellas,
para conseguir una relacion perfecta entre un embrién biol6gicamente viable y un endometrio

receptivo, para el éxito de la reproduccion.

De esta manera, segun Galliano et al 2014, los microRNAs tendrian un papel
fundamental y estarian implicados en procesos como embriones no viables, fallo de
implantacion, embarazo ect6pico y gestacion de localizacién desconocida, y lo que todavia seria
mas interesante, podrian utilizarse como biomarcadores no invasivos de determinadas

patologias o indicadores prondsticos.

Un ejemplo de esto es lo que han demostrado Rosenbluth et al en su estudio publicado
en 2013, en el que comparan la expresion de microRNAs en embriones euploides asi como
aneuploides, observandose que algunos microRNAs como el miR-27b, miR-141, miR-345 y
miR-339-3p presentan perfiles de expresion distintos segun se trate de embriones
cromosdmicamente normales o aneuploides, pudiendo emplearse este hallazgo como
herramienta en lo que a prondstico embrionario en fases tempranas de la gestacion se refiere, o
para el diagndstico previo a la transferencia embrionaria, transfiriendo Gnicamente aquellos

embriones euploides.
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Por otro lado, alteraciones en la invasion trofoblastica durante el proceso de
implantacion son posibles razones por las que puede producirse un fracaso en reproduccion
asistida (Galliano et al 2014).

La figura 8 muestra los posibles mecanismos de estricta regulacién por los que los
microRNASs potencialmente estarian implicados en el proceso de implantacién, actuando tanto a

nivel embrionario como a nivel endometrial.
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Figura 8. Mecanismos de regulacién de los microRNAs en el proceso de implantacion. Los microRNAs
estan implicados tanto a nivel endometrial como a nivel embrionario. Determinados microRNAs
sintetizados por el endometrio y/o el embridn regulan vias de sefializacion implicadas en la implantacién
embrionaria. Determinadas situaciones clinicas patolégicas, como el sindrome de ovario poliquistico, o
el fallo de implantacion, presentarian patrones de expresién de microRNAs anémalos (tomado de

Galliano y colaboradores 2014)

Segln Sha et al en 2011, determinar la expresion génica de determinados microRNAS

podria ayudar a determinar el grado de maduracién endometrial durante los ciclos de
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estimulacion ovérica. Por otro lado, se ha demostrado que durante la implantacion el embrién
interacciona y regula el endometrio, interviniendo en la expresion y secrecion de moléculas
como integrinas, interleukina 1, quimiocinas IL-8 (Simon et al 1997, De los Santos et al 1996),
al mismo tiempo que el endometrio secreta algunos fluidos que nutren al embridn,
constituyéndose de esta manera un microambiente para un adecuado diélogo entre endometrio y
embrion durante el proceso de implantacion. En este sentido, algunos autores (Vilella et al
2015) defienden que existe un patron de expresion de microRNAs endometriales diferencial
durante la ventana de implantacion (periodo de mayor receptividad del endometrio al
blastocisto), y que determinados microRNAs, como por ejemplo el Hsa-miR-30d, secretado por
el endometrio materno y transportado mediante exosomas, podria actuar sobre el embrion
previamente a la implantacion y modificar su transcriptoma aumentando la expresion de

determinados genes implicados en la adhesion embrionaria al endometrio.

1.3.6 Dicer y complejo RISC

Dicer es una RNAasa tipo Il cuyo gen se encuentra en el brazo largo del cromosoma 14
en la regién 32.13, que regula la expresién de determinados genes y esta implicada en la sintesis
y regulacion de microRNAs. Contiene una ATPasa/RNA helicasa, un dominio PAZ (Piwi,
Argonaute y Zwille), dos dominios RNAasa Il cataliticos, un dominio de funcién desconocida
(DUF283) y C-terminal dsRBD. Esta RNA helicasa actla escindiendo en el citoplasma las
cadenas de RNA precursores en fragmentos mas cortos de RNA, los microRNAs. La mutacion
de Dicerl puede dar lugar a multitud de procesos patoldgicos, entre los cuales se ha relacionado
el carcinoma de tiroides (Rutter et al 2016), tumores de células de Sertoli y Leidig (Wang et al
2015), rabdiomiosarcoma embrionario de cérvix, nefroma quistico, blastoma pleuropulmonar...
(Faure et al 2015, Connerty et al 2015).

Una vez procesados por Dicer, los microRNAs maduros se asocian con el complejo
RISC, reprimiendo la traduccién de proteinas (Cheng et al 2005, Bueno et al 2008, Qavi et al
2010). Los microRNAs se unen a las regiones 3'UTR del mRNA, y, bloquean la traduccion o
provocan la degradacion del mensaje a través de RISC (Haider et al 2014) (figura 9).
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Figura 9. Los microRNAs maduros son producidos por procesamiento a partir de precursores (pri-
miRNAs), que son transformados por accidn del complejo nuclear Drosha en pre-miRNA (170 nt), que
tras su exportacion al citoplasma son a su vez convertidos en microRNAs maduros por accion secuencial

del complejo enzimatico Dicer y miRISC (tomado de Swaminathan y colaboradores 2013)
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2. HIPOTESIS

La placentacion es un proceso fundamental en el éxito de la reproduccion, sometido a
una estrecha regulacion donde el trofoblasto juega una funcidn clave. Este proceso se realiza
adecuadamente gracias a la relacion estrictamente regulada entre los tejidos materno-fetales,
donde intervienen multitud de moléculas y receptores; por tanto es necesario un correcto
desarrollo de dicho proceso para asegurar una gestacién a término saludable, y la invasion
anomala del trofoblasto conducird a un gran abanico de complicaciones, entre ellas el embarazo

ectopico.

El proceso de placentacién esta alterado en las gestaciones ectdpicas, produciéndose la
implantacion fuera de la cavidad endometrial. Las alteraciones en este proceso pueden ser
origen o debidas a la aparicion de diferentes marcadores tisulares con distintos patrones de
expresion en las gestaciones ectdpicas, a diferencia de las gestaciones evolutivas, que podrian
modificar las vias fundamentales que intervienen en la regulacion del proceso y la correcta
placentacién e implantacién. Por otro lado, los microRNAs son moléculas con gran capacidad
reguladora de multiples dianas y multitud de procesos bioldgicos; ademas, algunos estudios
preliminares de perfiles de expresion de microRNAs en tejido humano mediante microarrays

identifican microRNAs selectivamente expresados en tejido placentario.

Nuestra hipdtesis por tanto plantearia que, dado que existen distintos mecanismos que
jugarian un papel en el proceso de regulacion de la placentacion de los embarazos ectdpicos
respecto de gestaciones normales evolutivas, existiria un patron de expresion de microRNAs
diferencial entre ambas gestaciones, con lo que el analisis de tal perfil de expresion en ambos
tipos de embarazo en las mismas etapas de la gestacion podria proporcionarnos nuevos
conocimientos y ayudarnos a conocer los mecanismos implicados en la fisiopatologia de la

gestacion ectopica en el ser humano.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

Identificar el perfil global de expresion de microRNAs en tejido embrionario
trofoblastico procedente de gestaciones ectdpicas tubaricas y de gestaciones
evolutivas sanas con interrupcion voluntaria del embarazo en el primer trimestre de
la gestacion.

Validacién de dichos perfiles de expresion diferenciales mediante PCR en tiempo

real.

3.2 Objetivos especificos

Investigar las posibles dianas de los microRNAs identificados en la fisiologia de la
gestacion.

Definir algunos mecanismos moleculares y vias de sefializacién mediados por
microRNAs que podrian ser distintas en embarazos ectopicos comparado con
gestaciones intrauterinas normales y estar implicados en su etiopatogenia.

Estudio in vitro de la transfeccion de los microRNAs identificados en lineas
celulares trofoblasticas y su posible alteracion en la expresién génica de los

potenciales genes diana.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Aprobacion ética

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico Institucional del Hospital Universitario La
Fe, Valencia, Espafa (2012/0340). El tejido embrionario (fundamentalmente trofoblasto) fue
recogido tras obtener el consentimiento informado por escrito de cada paciente para este
estudio, bajo los principios de la Declaracion de Helsinki para la investigacion médica en seres

humanos.

4.2 Diseiio del estudio

Veintitrés pacientes con embarazo ectépico (EE) y veintinueve pacientes del grupo control
(IVEs) fueron reclutadas para el estudio. El disefio del estudio incluy6 una primera serie de ocho
pacientes con EE tubarico y ocho pacientes con interrupcion voluntaria del embarazo para la
busqueda de microRNAs candidatos en el estudio de microarrays. Para validar los microRNAs
expresados significativamente encontrados mediante microarray se utiliz6 PCR en tiempo real
tanto en las muestras usadas para el microarray como en una segunda serie de muestras de
quince pacientes con EE y veintiin pacientes con IVE. Las caracteristicas de las pacientes
incluidas en ambas series se describen en las Tablas 2 y 3 respectivamente.

n=23 n=29

Embarazo ectopico ‘ ‘ Control (IVEs) ‘

I microarray I

PCR en tiempo real

validacién interna por ‘
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EE 30,7+1,7 7+1 3,3£0,9 0,5 4 (50%) 1,7 3(37,5%) 1(12,5%) 0 0
IVE 26+3,1 7+6 2,1+0,2 0,5 3(37,5%) 0 1(12,5%) 0 1(12,5%) 2 (25%)
Valor de p ns 0,03 ns - - - - - - -

Tabla 2. Caracteristicas de las pacientes de las muestras estudiadas para los arrays. Los datos se muestran como la media + el error estandar de la media, 0

como ndmero y su porcentaje; ns: no significativo. Semanas de amenorrea (en semanas + dias), gravidez, el nimero de partos, historia previa de abortos

espontaneos o IVEs y el nimero de abortos fue evaluado mediante el test U de Mann-Whitney, mientras que la historia previa de embarazo ectdpico, la

historia previa de cirugia abdominal o pélvica, la infertilidad y la utilizacion de DIU o anticonceptivos fue evaluado mediante el test exacto de Fisher
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EE 30,8+1,5 6+6 2,1+0,3 0,3 7 (43,7%) 0,8 1(6,2%) 4 (25%) 3 (18%) 0
IVE 24,6 £1,8 7+4 2,1+0,3 0,4 5(23,8%) 0,2 1 (4%) 4 (19%) 0 15 (75%)
Valor de p 0,002 ns ns - - - - - - -

Tabla 3. Caracteristicas de las pacientes de las muestras estudiadas con PCR en tiempo real. Los datos se muestran como la media + el error estandar de la

media, 0 como nUmero y su porcentaje; ns: no significativo. Las semanas de amenorrea (en semanas + dias), gravidez, el nimero de partos, historia previa de

abortos espontaneos o IVEs y el nimero de abortos fue evaluado mediante el test U de Mann-Whitney, mientras que la historia previa de embarazo ectopico,

la historia previa de cirugia abdominal o pélvica, la infertilidad y la utilizacion de DIU o anticonceptivos fue evaluado mediante el test exacto de Fisher

39




4.3 Muestras

Las muestras de las pacientes incluidas en este estudio fueron tomadas tras la firma del
consentimiento informado. En todos los casos la gestacién fue datada correctamente de acuerdo
a la fecha de la ultima menstruacion (semanas de amenorrea). El diagnéstico de EE se baso en la
historia clinica y la exploracion fisica, ecografia transvaginal y la determinacion de los niveles
de BhCG seriada, confirmandose el diagndstico mediante laparoscopia, procedimiento en el cual
se extrajo el tejido. Las pacientes diagnosticadas de EE no recibieron tratamiento con
metotrexato previamente a la laparoscopia, por no cumplir criterios o por deseo de la paciente

de tratamiento quirdrgico.

La laparoscopia se realizé de la siguiente manera: los EE seleccionados para este estudio
fueron gestaciones tubéricas sin signos de rotura, ubicadas en el istmo o la ampolla proximal de
la trompa de Falopio. La porcion de la trompa que contenia el EE se pinz6 a ambos lados del
mismo (aproximadamente a 1 centimetro de distancia de la gestacion), aplicandose entonces
coagulacidn bipolar y corte con tijera de la zona coagulada. EI mesosalpinx adyacente también
se coagulé y cortd de igual forma. Posteriormente, se realiz6 una incisién longitudinal
antimesentérica en la superficie de la trompa y se aplico una presién digital suave para extraer
el tejido correspondiente a la gestacién. Se separ6 cuidadosamente el tejido embrionario de los
posibles codgulos de sangre o tejido tubarico en el quiréfano bajo un estereomicroscopio y se
colocaron inmediatamente en el reactivo TRIzol®. Una vez hecho esto, las muestras fueron
congeladas y almacenadas a -80 ° C hasta su procesamiento y determinacion. En todos los casos
se envié un fragmento de la muestra al Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital
Universitario La Fe, que proporciono la confirmacion histolégica de EE y la ausencia de tejido
tubérico en los fragmentos de los cuales obtuvimos las muestras almacenadas. De la misma
manera, en el caso de los IVESs se obtuvo la muestra tras dilatacion cervical y evacuacion fetal o
mediante legrado por aspiracion para obtener el tejido embrionario. Se separd la muestra en el
quiréfano de los posibles codgulos o tejido endometrial y se colocaron inmediatamente en el

reactivo TRIzol®, para ser congeladas y almacenadas a -80° hasta ser cuantificadas.

4.4 Extraccion del RNA

Todas las muestras de tejido se procesaron para la completa extraccion de RNA usando el
reactivo TRIzol® siguiendo el protocolo del fabricante (Invitrogen, CA). Este reactivo, que
precisa estar almacenado entre 2°C y 25°C para su correcta conservacion, esta disefiado para
aislar con gran calidad RNA y DNA de tejidos de procedencia humana, animal, vegetal,

bacterias o levaduras, en un tiempo estimado de una hora. Se trata de una solucion monofasica
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de fenol, isotiocianato de guanidina, y otros elementos que facilitan el aislamiento de diversos
RNAs de tamafios moleculares distintos. EI mecanismo por el que el TRIzol® mantiene la
integridad del RNA es debido a la inhibicion con gran eficacia de la RNAasa, al mismo tiempo
que destruye otros componentes celulares de la muestra durante la reaccion. Ademas, el reactivo
permite el procesamiento simultaneo de una gran cantidad de muestras (Chomczynski 1987), y
es capaz de realizar la precipitacion secuencial de RNA, DNA 'y proteinas a partir de una misma
muestra de tejido (Chomczynski 1993).

Una vez recogidas las muestras y homogeneizadas con TRIzol®, precisan ser procesadas

inmediatamente o congeladas a -80°C hasta ser procesadas y cuantificadas.

En el momento de la extraccion, se afiade cloroformo, separdndose una capa superior
transparente que corresponde a la fraccion que contiene el RNA, una interfase, y una capa
inferior de coloracion rojiza, que es la que contiene las proteinas y el DNA. EI RNA precipita en
la capa acuosa con isopropanol. Se incuba y centrifuga a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C.

Finalmente, el precipitado se lava para eliminar las impurezas.

La cantidad (ng/ml) y la pureza (260/280 y 260/230 ratio) de los RNAs obtenidos se midio
utilizando un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo-Scientific) y la presencia, la
proporcién, y la calidad de los microRNAs se evaluaron con pequefios RNA LabChips y
Bioanalyzer (Agilent), siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.5 Microarrays, analisis de componentes principales y
clustering

Para comparar los perfiles de microRNAs en tejido embrionario entre muestras IVE y EE,
se emplearon microarrays 8x15K v3.0 (Agilent Technologies Inc., DE, EE.UU.) que evaltan la
expresion de 866 microRNAs humanos (Ver datos GEO para obtener una lista completa de estos
microRNAs, disponible en (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE44731)).
El RNA total de cada muestra se amplifico, se identifico y se hibridd de acuerdo con las
instrucciones del fabricante Agilent (Altmae et al 2013). El protocolo Agilent genera
microRNAs fluorescentes de una cantidad de 100 ng de RNA total. Este método implica la
uniéon de moléculas de cianina 3-PCP en los extremos 3' de las moléculas de RNA, con una
gran eficiencia (superior al 90%). En primer lugar se lleva a cabo una reaccion de
defosforilacion, con los 100 ng de RNA total, afiadiendo fosfatasa alcalina intestinal bovina, e
incubando a 37°C durante 30 minutos en agua. A continuacion, al RNA defosforilado se afiade

sulfoxido de dimetilo al 100% a 100°C para desnaturalizar el RNA. Se afiaden posteriormente

41



ligasas de RNA de fago T4 y Cy3-PCP, incubando el preparado durante 2 horas a 16°C, y
centrifugadndolo en vacio durante 2-3 horas a 45°C. Después, las muestras se resuspenden en
agua, se afiade un agente de bloqueo y un tampdn de hibridacién, y se incuban durante 5
minutos a 100°C previamente a ser transferidas a hielo durante 5 minutos. Entonces las
muestras se cargan en el microarray y se incuban durante 20 horas a 55°C. Por ultimo, los
microarrays se lavaron y fueron escaneados utilizando el escaner GenePix Pro y se analizaron
los datos obtenidos para cada sonda. Posteriormente, los valores de intensidad fueron cuartil y
logaritmicamente normalizados utilizando el software R y Bioconductor 'limma’ y 'tkrplot’. El
analisis de componentes principales (PCA) fue utilizado para representar la variacion entre
muestras en 3D, lo que redujo todos los valores de los microRNAs expresados diferencialmente

a tres componentes principales (PC1, PC2y PC3).

El PCA es un método no supervisado utilizado para determinar la estructura interna de un
conjunto de datos sin ninguna informacion previa sobre el mismo, permitiendo la deteccion de
tendencias en los datos a partir de puntos que se agrupan representando perfiles multivariantes
similares, mientras que los puntos distantes representan diferentes descriptores (Dominguez et
al 2015).

Los valores medios de cada sonda se fusionaron y los datos se reducen a una representacion
PCA utilizando un script de R y el paquete ‘prcomp' (Medina et al 2010). Para el analisis
estadistico se emple6 Software MeV (Chu et al 2008). Los datos de los microarrays estan
disponibles para el acceso publico en la base de datos GEO con el nimero de acceso

GSE44731.

4.6 Validacion PCR en tiempo real

Los resultados de los microarrays fueron validados por PCR en tiempo real utilizando el kit
miScript de transcripcién inversa y kits comerciales miScript SYBR Green PCR (Qiagen,
Valencia, CA, EE.UU.) de acuerdo con los protocolos del fabricante. Los ensayos de primers
especificos para hsa-miR-196b, hsa-miR-223, hsa-mir-30a y hsa-mir-451 fueron adquiridos de
Qiagen y se realiz cuantificacion PCR en tiempo real en el instrumento LightCycler 480
(Roche) (tabla 4). Para normalizar los valores de expresion, un RNA nuclear con expresion
constitutiva, SNORD96A, se utilizé como control housekeeping (Manfe et al 2013). Los niveles
de expresion fueron cuantitativamente analizados utilizando el método 2AACt y se normalizaron

a controles IVE.
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MicroRNA Primer empleado para amplificar
hsa-miR-196b 5'UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGGG
hsa-miR-223 5'UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
hsa-miR-30a 5'UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
hsa-miR-451 5'AAACCGUUACCAUUACUGAGUU

Tabla 4. Primers empleados para amplificar microRNAs en PCR en tiempo real (miscript,
QIAGEN)

4.7 Andlisis bioinformatico de los genes diana y
determinacion de funciones regulados por los
microRNAs seleccionados

Se realiz6 un andlisis informatico para identificar genes y vias de sefializacién que podrian
ser moduladas por la expresion alterada de los microRNAs que identificamos. Para el analisis in
silico utilizamos tres programas de software distintos: la herramienta basada en la web 'DIANA-
miRPATH' junto con microRNA.org (Betel et al 2010, Vlachos et al 2012) para predecir las vias
de sefializacion reguladas por los genes diana; y el software "IPA" (Ingenuity Systems) para
identificar las funciones y/o enfermedades biolégicas que eran mas relevantes para los datos. La
expresion génica de varios genes diana (ITGA2, GALNT7, GALNT13, GALNTL1, y COL1A2)

se midié mediante RT-PCR para comparar su expresion con su desregulacion prevista.

4.8 Transfeccion de microRNAs en la linea celular JEG3

La linea de cultivo celular trofoblastica JEG3 se cultivd al 50% de confluencia y
posteriormente las células fueron transfectadas transitoriamente con 50 nM de miR-196b y miR-
223 mimicos o secuencia sin sentido (scramble) utilizando HiPerfect siguiendo las instrucciones
del fabricante (Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.); tras 24, 48 y 72 horas se extrajo el RNA de las
células. Para asegurarnos de que la fraccion de microRNA se recuperaba se realizo la extraccion

del RNA usando el kit de miRNeasy (Qiagen). EI RNA extraido se cuantifico mediante un
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espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Inc., MA, EE.UU.) y la calidad de las
muestras de RNA se evalué mediante Bioanalyzer Nano LabChip 2100 (Agilent Technologies,
Inc., DE, EE.UU.). La expresion génica de los genes diana previstos se realiz6 mediante PCR en

tiempo real como se explica a continuacion. Los experimentos se repitieron tres veces.

4.9 Validacion de la eficacia de transfeccion mediante PCR
cuantitativa

Para evaluar la eficacia de transfeccion, los niveles de miR-196b y miR-223 en JEG3 (en
comparacion con el housekeeping RNAU6-2) se midieron mediante PCR cuantitativa con el kit
de transcripcion reversa miScript, miScript SYBR Green PCR y miScript primers segun las
recomendaciones del fabricante (Qiagen). En ambos casos los microRNAs trasfectados se
incrementaron entre 1.000 y 10.000 veces en comparacion con los controles. Ademas,
aproximadamente el 95% de las células transfectadas con la secuencia sin sentido (scramble)
presento fluorescencia de GFP, lo que significa que el porcentaje de transfeccion fue cercano al
100%.

4.10 Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico de los microarrays se utilizd el software MeV. Las muestras se
agrupan en jerarquias o clusteres utilizando el test de correlacién de Pearson, sometiéndose
posteriormente a un analisis de componentes principales (PCA). Después, se asigndé una
variable grupo a cada muestra y se utiliz6 un analisis de significacion de microarrays (SAM)
para estimar los cambios en el nivel de expresion de los microRNAs entre las diferentes
muestras. Se utilizé una correccion de tasa de falso descubrimiento (False Discovery Rate/FDR)
de menos de 5%. Para el analisis estadistico de qPCR los niveles de expresion de las muestras
fueron sometidas al test de Mann-Whitney utilizando el software SPSS v17.0. Para las

predicciones proceso bioldgico se utilizé el test exacto de Fisher para calcular el valor de p.
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5. RESULTADOS

5.1 Comparacion mediante microarrays de microRNA
entre tejido de EE y controles IVE

Se compararon un total de ochocientos sesenta y seis microRNAs en tejido embrionario
de primer trimestre de ocho pacientes con EE y en tejido embrionario derivado de ocho
pacientes controles que optaron por IVE, utilizando microarrays de microRNA. Las dieciséis
muestras utilizadas en este estudio de microarrays pasaron un amplio control de calidad para
RNA y microRNA (ver materiales y métodos). Entre los ochocientos sesenta y seis microRNAs
seleccionados en nuestro microarray, la expresion de siete de ellos fue significativamente
diferente entre tejido embrionario derivado de EE y el tejido embrionario derivado de IVE tras
aplicar el analisis estadistico SAM con una correccion FDR (False Discovery Rate) de menos
del 5% (Figura 10A). Hubo cuatro microRNAs (hsa-miR-196b, hsa-miR-30a, hsa-miR-873 hsa-
miR-337-3p) cuya expresion se encontré disminuida en EE frente a los tejidos derivados de
gestaciones normales, y tres microRNAs (hsa-miR-1288, hsa-miR-451 y hsa-miR-223) cuya
expresion se encontré aumentada en el tejido derivado de EE en comparacién con los controles
IVE (Figura 10A). EI microRNA cuya expresién se encontré mas disminuida fue hsa-miR-196b,
con una diferencia de 5,94 veces menor en comparacion con el tejido derivado de IVEs; el
microRNA con méas aumento en su expresion fue hsa-miR-223, con una diferencia de 9,56

veces mayor en tejido derivado de EE en comparacidn con el tejido derivado de controles IVE.

Para confirmar que los resultados obtenidos a partir del microarray podria separar
muestras derivadas de EE y derivadas de IVE, primero aplicamos un analisis de componentes
principales (PCA) no supervisado, incluyendo todos los microRNAs medidos en el experimento
de microarray (Figura 10C), donde no se apreciaba una clara separacién entre las muestras de
EE e IVE. Posteriormente, se aplico un analisis de PCA supervisado con los siete microRNAs
expresados diferencialmente, mostrando una clara diferencia entre los dos tipos de muestras
analizadas, lo que indicaria que el tejido embrionario de EE se puede separar mediante un perfil
de expresion de estos siete microRNAs de un embarazo en curso normal (Figura 10D).
Ademas, ambos tipos de tejido embrionario se agruparon en dos poblaciones separadas (Figura
10B) de acuerdo con la expresion de estos siete microRNAs cuando realizamos un anélisis de

cluster.
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PC 2. 22% explained variance

PCA normalized data

Q EPE
s VTOP &
VTOP 1 VTOP 3
VTOFE" 2
Fa
VTOP 4
= VTOP 7
EP1
EP 3
EP7
A EPS
VTOP &
VTOP 5
T T T T
-50 o 50 100
PC 1. 47% explained variance
PCA normalized data
WTOR 7 EPS
VTOR B EP B
VTOP 2
VTOR 3 EP 4
VTOP S EP 7
EF &
EP2
EF 3
EF1
VTOP 4
VTOP &
VTOPR 1
] T L] T
-2 0 2 4

PC 1. 659% explained variance

48



Figura 10. Lista de los microRNAs expresados diferencialmente en el tejido embrionario. Anélisis de
componentes principales (PCA) y de agrupamiento o cluster.

(A) microRNAs alterados de manera significativa en el tejido embrionario derivado de EE en
comparacion con IVE, utilizando analisis de microarrays. Los valores negativos representan regulacién a
la baja y los valores positivos representan regulacion positiva.

(B) La agrupacién y mapeo se realizé utilizando el software MeV agrupando las muestras en jerarquias
utilizando la correlacion de Pearson. Todas las muestras se clasificaron también en dos poblaciones
diferentes (EE=EP-ectopic pregnancy en inglés; IVE=VTOP-Voluntary termination of pregancy en
inglés) de acuerdo con la expresion de estos siete microRNAs. Los niveles de expresion de estos
microRNAs fueron estandarizados y se representan como un HEAT MAP que muestra la variacion que va
desde una expresidn elevada (rojo) a una expresion baja (verde) en cada una de las muestras analizadas.
(C-D) Analisis de PCA (que determina las variables clave dentro del conjunto de datos que explican las
diferencias entre las muestras) para todas las muestras de tejido incluidas en el estudio de microarrays,
basado en los perfiles de expresion de todos (no supervisado) (C) y de los siete microRNAs expresados
diferencialmente (supervisado) (D). Las muestras derivadas de EE se distinguen claramente de muestras
IVE en una posicion separada en el analisis PCA, y por otra parte, las muestras de EE y las muestras IVE
se agrupa entre si claramente cuando se analizan Unicamente los siete microRNAs diferencialmente

expresados (D)

5.2 Validacion de los microRNAs en tejido embrionario
mediante PCR en tiempo real

En primer lugar se realiz6 la validacion de los microRNAs encontrados en el analisis de
microarrays mediante PCR en tiempo real para hsa-miR-196 y hsa-miR-223 en las mismas
dieciséis muestras utilizadas para los experimentos de microarrays (Figura 11). Posteriormente
se validaron los cuatro microRNAs que tenian una diferencia de mas de dos veces en la
expresion en el andlisis de microarrays mediante la realizacion de PCR en tiempo real en una
cohorte méas amplia de muestras. Se utilizaron veintiin muestras de tejido embrionario IVE y
quince EE que no habian sido utilizadas para el estudio de microarray para los estudios de esta
segunda validacion. Se confirm6 un aumento significativo de la expresion de hsa-miR-451
(Figura 12A) (p <0,001) y hsa-miR-223 (Figura 12B) (p <0,05) en las muestras de EE en
comparacion con las muestras control IVE, con un aumento todavia mayor que en nuestro
estudio de microarrays. Se aprecié una disminucién en la regulacion estadisticamente
significativa (p <0,05) para hsa-miR-196b en muestras derivadas de EE en comparacién con
controles de este conjunto de muestras (Figura 12D). Sin embargo, hsa-miR-30a no mostrd
ningun cambio en la expresion cuando se compararon muestras derivadas de EE y muestras IVE
(Figura 12C).
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Figura 11.Validacion mediante PCR en tiempo real en EE (EP) e IVEs (VTOP). Las mismas ocho

muestras procedentes de IVES y ocho muestras procedentes de tejido embrionario de EE que fueron

utilizadas en los experimentos de microarrays fueron empleadas para validacion mediante PCR en tiempo

real. Se observé una disminucion muy significativa (p <0,001) en las muestras procedentes de EE en

comparacion con las muestras procedentes de I\VVEs en la expresion de hsa-miR-196b (A), mientras que la

expresién de hsa-miR-223 (B) mostrd un aumento significativo (p <0.05) en las muestras procedentes de

EE en comparacion con muestras procedentes de IVEs. Los datos se presentan como niveles relativos de
expresiéon de los microRNAs. * Valor de p <0,05; ** Valor de p <0,01; *** Valor de p <0,001. Los

diagramas de cajas representan el primer cuartil, la mediana y el tercer cuartil; las barras de error

muestran niveles maximos y minimos relativos de expresion
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Figura 12. Segunda validacién de los microRNAs en EE e IVE mediante PCR en tiempo real.

Muestras procedentes de veintiun IVE y quince EE distintas de las empleadas en los estudios de
microarray fueron utilizadas para este estudio de validacién. Se observa un aumento muy significativo (p
<0,001) en las muestras de tejido procedente de EE en comparacién con muestras embrionarias
procedentes de IVE para la expresion de hsa-miR-451 (A) y hsa-miR-223 (B), mientras que hsa-miR-
196b (D) mostr6 una disminucién significativa (p <0,05) en las muestras procedentes de EE en
comparacion con los controles IVE. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
expresién de hsa-miR-30a (C). Todos los datos se presentan como niveles relativos de expresion de
microRNAs. *valor p <0,05; ** valor p <0,01; *** valor p <0,001. Los diagramas de caja representan el
primer cuartil, la mediana y el tercer cuartil; las barras de error muestran niveles maximos y minimos

relativos de expresion

5.3 Estudios bioinformaticos de dianas de los microRNAs y
vias de sefnalizacion

Como primera aproximacion al estudio funcional del perfil diferencial de los
microRNAs identificados en EE e IVE, se realizé un analisis computacional para identificar los
genes diana y vias de sefalizacion que podrian ser modulados por los tres microRNAs

expresados diferencialmente que se encontraron: miR-196b, miR-223 y miR-451. Para el
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andlisis in silico, hemos utilizado el software DIANA-mMIRPATH para analizar qué genes diana
y vias de sefializacion podian ser alterados por los microRNAs expresados diferencialmente en
los EE. Se encontraron diversas vias y genes potencialmente afectados por los microRNAs,
sugiriendo que el perfil de expresion alterado de microRNAs en EE puede afectar la biosintesis
de mucinas, el metabolismo de las purinas, la interaccion del receptor de matriz extracelular

(ECM, y vias de sefializacion como MAPK y ErbB, entre otros (Tabla 5, figuras 13 y 14).
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ErbB

ABL1

RPS6KB1

Biosintesis de 3.95E-09 GALNT7, GALNTLS6,
mucina O-glicano GALNT1 GALNT13
Metabolismo de 1.20E-03 POLR3D PGM1, NT5E, AK3L1, PDE4A PDE10A, PDESA, NT5C2 ADCY3, PDE1A
purinas NP, NT5C3 ADK
Interaccion del 3.83E-02 COL3A1, COL1A2, ITGA2,ITGA4 ITGA4 ITGAV
receptor ECM LAMA4
NRAS, MAP4K3, STK4, MAP4KS3, ACO';IZ':S;Z 1 Eig;g (I?:CSI\PI;L;
Via de sefializacion | 3.83E-02 | MAP3K1, RASGRP1, | PPP3CA, JUN | RPS6KA2, RRAS2, Y EVI1 ATF2 / !
MAPK MAPKS8 NTRK1, RPS6KA3 RPSBKAS, RPSGKAS, AKTS,
I'ELKl ! TGFBR2 MAP3K2, FGF7,
GRB2
Via de sefializacion | 1.20E-03 NRAS, MAPKS, JUN SHC4, ELK1 KRAS, ERBB4, PAK7 EREG AKT3, GRB2

Tabla 5. Vias y genes potencialmente afectados por nuestros microRNAs diferencialmente expresados. El perfil de expresion alterado de microRNAs en EE puede afectar a la

biosintesis de mucina, el metabolismo de las purinas, la interaccion del receptor ECM y vias de sefializacion como MAPK y ErbB, entre otros.
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Figura 14. Vias de sefializacion de la biosintesis de mucina tipo O-glicano. En esta figura se
muestran como ejemplo los genes afectados por los microRNAs (en amarillo) de la via de

seflalizacion de la sintesis de mucinas.
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5.4 Analisis de la expresion de los genes diana por PCR a
tiempo Real

Como ya hemos comentado, las vias de sefializacion afectadas mas significativas fueron
la biosintesis de mucina tipo O glicano y las vias de interaccion ECM-receptor (Tabla 5). Se
encontraron tres genes diferentes que fueron alterados en la via de mucina: GALNT7 y
GALNT13 (reprimidos por 196b), y GALNTL1 (reprimido por 223; Figura 15A). Otros dos
genes, la integrina A2 (ITGA2) y la cadena alfa-2 (I) del colageno (COL1AZ2), también fueron
blanco de estos dos microRNAs. Para comprobar la capacidad de estos microRNAs para inhibir
la expresion de estos genes diana predichos, se realizd PCR en tiempo real en todos estos genes
diana en nuestras muestras. La regulacion significativa fue confirmada para GALNT13 y
ITGA2 cuando comparamos muestras EE con los controles (Figura 15B). Sin embargo, no
hemos podido encontrar diferencias significativas en la expresion de GALNT7, GALNT1 o
COL1A2, aungue en los tres casos se aprecia una tendencia coincidente con la inhibicion
predicha (figura 15B).
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Figura 15. Genes predichos y validacion génica. (A) Vias de sefalizacion KEGG maés significativas para los microRNAs miR-196b, 223 y 451 junto con los
genes diana para cada microRNA y sus mirV score. (B) Se realizé PCR en tiempo real en tejidos embrionarios de EE e IVESs para cada uno de los genes diana
previstos: GALNT7, GALNT13, GALNTL, ITGA2 y COL1A2. Se observo un aumento significativo en la expresion de GALNT13 e ITGA2 en las muestras
procedentes de EE en comparacion con las muestras procedentes de IVEs. (C) hsa-miR-196b es codificado en un intrén del gen HOXAGO e inhibe la expresion

del mismo.
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5.5 Transfeccion in vitro de miR-196b y miR-223 en la
linea celular trofoblastica JEG3

Para probar funcionalmente que estos microRNAs podrian tener un efecto directo en la
supresion de genes diana realizamos la transfeccion de la linea celular trofoblastica JEG3 con
microRNAs mimicos para miR-196b y miR-223 y medimos la expresion génica de los genes
diana previstos (GALNT7, GALNT13 y ITGA2 para miR-196b; GALNT1, COL1A2 y MUC-1
para miR-223).

Primeramente comprobamos que la transfeccion de los mimicos producia un aumento
de los niveles de estos microRNAs en la linea celular JEG3 (Figura 16A). Observamos que el
incremento de microRNAs en nuestra linea celular estaba entre 1000 y 10.000 veces. La accion
del mimico de miR-196 produjo cambios no significativos en la expresion de los genes diana
previstos estudiados 48 y 72 horas tras la transfeccién (figura 16B), aungue se observé una
tendencia pronunciada a la baja para ITGA2. Cuando transfectamos la linea celular JEG3 con el
mimico de miR-223 se observd con el tiempo una disminucion significativa en la expresién de
GALNT1. No se observé una disminucidn en la expresion de COL1A2 ni MUCL1 (figura 16C).
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Figura 16. Transfeccion de las lineas celulares trofoblasticas con miR-196 y miR-223. La linea celular

JEG3 se usO para comprobar la inhibicién de miR-196b y miR-223 mimicos sobre los genes diana
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previstos. Los niveles de expresion de microRNAs fueron medidos tras la transfeccion con los mimicos
mediante PCR en tiempo real y comparados con la expresion del scramble o secuencia control (A). Las
células JEG3 transfectadas con el mimico de miR-196b mostraron una fuerte disminucion de ITGA2 tras
48 y 72 horas de transfeccidn, mientras que GALNT13 mostr6 una disminucién mas leve (B). Se observé
una disminucion significativa de la expresion de GALNT1 en células JEG3 tras 48 y 72 horas de
transfeccion con miR-223 (C). Todos los datos se muestran como niveles de expresion de miRNA

relativos. *p-value <0,05.
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6. DISCUSION
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6. DISCUSION

En la actualidad, se ha puesto de manifiesto que la regulacién de multitud de procesos
biolégicos no depende solamente de mecanismos de control transcripcional, sino que ademas
engloba mecanismos epigenéticos, como la metilacién del DNA o las modificaciones
postraduccionales de histonas, pero también elementos no convencionales de regulacion de la
expresion génica, como ciertos RNAs pequefios no codificantes. EI 98% del transcriptoma
humano esta compuesto por RNA no codificante para proteinas, incluyéndose en esta definicion

el RNA de transferencia, el ribosémico y el microRNA (Kotlaboba et al 2011).

En lo que a reproduccion se refiere, cada vez hay mas evidencia que diversos
mecanismos epigenéticos estan implicados en la regulacién de cambios en el endometrio, como
por ejemplo en la implantacién embrionaria (Galliano et al 2014) y el desarrollo inicial del
embrion (Wang et al 2013).

La evidencia cada vez mas sugiere que los microRNAs son importantes reguladores del
desarrollo placentario (Donker et al 2007). Determinados estudios in vitro han demostrado que
ciertos microRNAs regulan la proliferacion celular del trofoblasto, su migracién, invasion,
apoptosis y angiogénesis. Ademas, también ha sido demostrada la expresion aberrante de
microRNAs en la placenta de mujeres con embarazos anormales (Luo et al 2012).

Estudios del departamento de Fisiologia de la Universidad de Cérdoba han demostrado
una abundante expresion de Lin28B (un microRNA) en placenta humana en distintas etapas de
la gestacion, apuntando a un posible papel del sistema Lin28B/Let-7 en el control de
determinados aspectos del desarrollo y fisiologia placentaria (Dominguez et al 2014). Se trata
de un sistema supresor tumoral bajo el control de Lin28B, que podria tener un papel relevante

en el éxito de la placentacion (Viswanathan et al 2008, Heo et al 2008).

El mecanismo por el cual es regulada la expresion de microRNAs en la placenta
humana no es del todo conocido. La cantidad de oxigeno, cuyo papel es critico en el desarrollo
placentario, se ha demostrado que es un importante regulador de la expresion de los genes de
microRNAs en placenta, siendo la hipoxia un factor de gran importancia; es el caso, por
ejemplo, de miR-210, un importante sensor de hipoxia, aumentando sus niveles ante la misma
en las células trofoblasticas (Lee et al 2011). Por otro lado, moléculas de sefializacion y toxinas
ambientales también estan involucradas en el control de la expresion de microRNAs en células

trofoblasticas; es el caso de LIF (leukemia inhibitory factor), regulador de las funciones
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trofoblasticas y que aumenta los niveles de miR-21 y miR-93, pero disminuye los niveles de
miR-141 (Morales-Prieto et al 2011). Por otra parte, el bisfenol A aumenta la expresion de
varios microRNAs en lineas trofoblasticas, como por ejemplo el miR-146a (Avissar Whiting et
al 2010).

En lo que a embarazo ectopico se refiere, algunos autores han sugerido el microRNA
miR323-3p como posible marcador de embarazo ectopico (Zhao et al 2012). Este microRNA
estd codificado en la region 14g32.31, considerada como una de las regiones criticas para el
desarrollo embrionario. Determinados estudios sugieren que sus niveles se encontrarian
aumentados en las pacientes con gestacion ectopica, siendo esta molécula vertida al torrente
materno resultado de la apertura capilar que se produce debido al dafio y erosion que se produce
en la trompa de Falopio. Sin embargo, otros autores refieren que miR323-3p no esta limitado al
trofoblasto (Miura et al 2010), por lo que realmente sus niveles aumentados podrian ser debidos
y producidos por el propio dafio tisular en la trompa y a la inflamacion peritoneal y no a que son

vertidos al torrente procedentes del embrién.

Por otro lado, algunos autores han demostrado que una disminucidn significativa en la
expresion DICER1 se acompafia de una desregulacion significativa de numerosos microRNAS,
como let-7i, miR-149, miR-182 y miR-424 en tejido tubarico de pacientes con gestacion
ectdpica, sugiriendo que la funcion aberrante de sus dianas Nedd4, TAF15 y SPEN podrian
contribuir a la aparicion de un embarazo ectdpico tubarico; ahora bien, se necesitan mas
estudios para determinar si la alteracién de la biogénesis de los microRNAs y los cambios
posteriores en la regulacion de los genes diana estan relacionados con las mujeres en riesgo de

embarazo ectopico (Feng et al 2014).

Diferenciar la gestacion normal de la anémala y conocer la causa fundamental de la
misma y los mecanismos por los que se produce es todavia actualmente un desafio clinico. Seria
por tanto conveniente el estudio y evaluacién de perfiles de expresion tisulares y potencialmente
bioquimicos en el torrente materno para el diagnostico certero y precoz de esta patologia,
evitandose de esta manera accidentes o intervenciones quirdrgicas innecesarias. Por este motivo
la deteccion de microRNAs expresados en tejido embrionario e implicados en la fisiopatologia
del embarazo ectopico podria ayudarnos a comprender qué mecanismos son responsables de
esta patologia y quiza ofrecer una herramienta en el diagndstico del embarazo ectopico, si la
placentacion extrauterina determinara perfiles de microRNAs tisulares (y posiblemente

circulantes) distintos de los de la gestacion normal.

Esta es la primera investigacion que analiza el conjunto global diferencial de
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microRNASs en tejido embrionario in vivo procedente de EE tubéricos usando como controles
IVEs. Aunque se ha estudiado también el sistema Lin28/Let-7 en muestras procedentes de EE e
IVEs (Dominguez et al 2014), no se ha realizado todavia un abordaje global en el estudio de
microRNAs y EE.

Elegimos IVEs como controles ya que se trataba de gestaciones viables, con un tejido
trofoblastico en crecimiento tedricamente sano, eliminando de esta manera factores externos
como téxicos, enfermedades cromosomicas, trombofilias no diagnosticadas, etc, que podrian ser
la causa subyacente, por ejemplo, de los abortos espontaneos, en los que las diferencias
observadas podrian deberse a diferencias en la viabilidad del tejido y no a la implantacion
andmala, como ocurre en el caso del EE. En nuestro estudio de microarrays se encontraron siete
microRNAs expresados de manera diferencial en tejido procedente de EE y tejido procedente de
IVE. En cuatro de ellos (hsa-miR-196b, hsamiR-30a, hsa-miR-873 y hsa-miR-337-3p) se
observd una disminucion de la expresion, mientras que en tres de ellos (hsa-miR-1288, hsa-
miR-451 y hsa-miR-223) se observé un aumento en la expresion, en muestras procedentes de

EE comparado con muestras procedentes de IVVES.

Aunqgue algunos estudios han demostrado con anterioridad la expresion diferencial de
genes en las trompas de Falopio de pacientes con EE (Horne et al 2009), hasta la fecha ninguno
de ellos ha empleado tejido embrionario de IVES como controles.

De estos siete microRNAs, tres de ellos (hsa-miR-196b, hsa-miR-223 y hsa-miR-451)
fueron validados mediante PCR en tiempo real en un nimero mayor de muestras EE vy
controles. Estos microRNAs podrian alterar la expresion de docenas de genes, y por tanto
investigar sus dianas podria ayudarnos a dilucidar los mecanismos moleculares que intervienen

en la etiopatogenia del EE.

Somos conscientes que no sabemos el origen exacto de estos microRNAs en nuestras
muestras y seria muy interesante abordar este asunto en futuras investigaciones. Las muestras
procedentes de EE e IVEs estan compuestas por tejidos muy complejos y el origen de estos

microRNAs podria ser de vital importancia para entender sus efectos autocrinos y paracrinos.

Mediante el empleo de herramientas bioinformaticas, analizamos todos los potenciales
genes diana de los tres microRNAs, obteniendo las principales vias de sefializacién que podrian
ser alteradas en EE comparado con gestaciones intrauterinas normales. Entre estas vias, la
biosintesis de mucina fue la mas estadisticamente significativa. Dos microRNAs (hsa-miR 196b

y hsa-miR 223) podrian tener como diana tres genes de gran importancia en las vias de
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sefializacion de biosintesis de mucina: GALNT7, GALNT1 y GALNT13. Observamos que estos
dos microRNAs estaban alterados en las muestras procedentes de EE comparado con controles,
significando que su expresion podria estar también alterada en tejidos embrionarios de EE,
estando ademéas implicados en anomalias en la sintesis de mucina. De hecho, cuando
comprobamos si la expresion de GALNT13 estaba aumentada en muestras procedentes de EE,
observamos que dicha expresion estaba aumentada, tal y como esperabamos. Es destacable que
no todos los genes mostraron diferencias significativas en la expresion entre ambas situaciones,
tal y como era de esperar. Este es el caso de GALNT7, GALNT1 y COL1A2, originando

algunas dudas sobre la implicacion real de estas vias de sefializacién in vivo.

Aunque observamos algunas disparidades en nuestros resultados, algunos estudios
recientes han observado una desregulacién de MUCL y una glicosilacion alterada en el epitelio
tubarico de EE comparado con controles (Al-Azemi et al 2009, Refaat et al 2012). Ademas, otro
estudio reciente demuestra la expresion deficiente de MUC-1 en 5 pacientes con embarazo
ectépico recurrente, demostrando la importancia de una adecuada regulacién de la via de

sintesis de este O-glicano (Bozdag et al 2011).

Otra via de sefializacion estadisticamente significativa en nuestro estudio fue la de
receptores de la matriz extracelular (ECM), con la posibilidad de interaccion de hsa-miR-196b y
hsa-miR-223 de interaccion con dos genes diana (COL1A2 y ITGAZ2); también confirmamos un
aumento significativo en la expresion de la integrina A2 (ITGA2) en muestras EE.

Otros autores muestran que todas las células trofoblasticas expresan metaloproteinasas
de la matriz (MMPs), y sus reguladores, inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs) (Bai et al
2005). Estas células trofoblasticas expresan TIMP-1, -2 y -3, MMP-2 y MMP-9, pero en tejido
trofoblastico invasivo hay un incremento de TIMP-1, -2, MMP-2 y MMP-14, lo que explicaria
los efectos reguladores e interacciones de los diferentes microRNAs en células trofoblasticas
con los componentes de la matriz extracelular (ECM). Este patron Gnico de expresién de MMP
y TIMP en la interfaz feto-materna, combinado con nuestros datos sobre microRNAs, apoya la
regulacion de estas proteinas por inhibicion de microRNAs que a su vez podria alterar la

invasion trofoblastica durante la implantacién y la placentacion, al menos en EE.

Maés especificamente, uno de los microRNAs diminuidos en tejido de EE, hsa-miR-
196b, se ha descrito también disminuido en células del estroma endometrial y parece dirigir la
supresion de la expresion del mMRNA de c-myc y bcl-2 asi como inhibir la proliferacion e inducir
la apoptosis de estas células (Abe et al 2013). Curiosamente, la secuencia hsa-miR-196b esta

localizada en el cromosoma 7, y esta codificada en un intron del gen HOXA9. Esto es
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interesante, dado que HOXA®9 es el principal gen HOX que dirige la formacion de la trompa de
Falopio durante el desarrollo de las estructuras mullerianas (figura 15C), y se expresa en tejido
oviducto adulto en ratones y humanos (Salih et al 2004), ya que hsa-miR-196b puede inhibir
directamente la expresion de HOXA9 en tumores (Li et al 2012).

Finalmente estudiamos in vitro si la transfeccion de estos microRNAs en las lineas
celulares trofoblasticas podria alterar la expresion génica de estos potenciales genes diana. Nos
centramos en la sintesis de mucina y el receptor de interacciones de la matriz extracelular. La
sobreexpresion in vitro de estos microRNAs desencadena una clara disminucién en la expresion
de algunos genes previstos como ITGA2 en el caso de hsa-miR-196b y GALNT1 en el caso de
hsa-miR-223, pero la expresion de otros genes previstos permanece sin alteraciones. Este
hallazgo significa que aunque algunos microRNAs podrian alterar directamente la expresion de
genes previstos, la alteracion de las vias de sefializacion propuestas no estd completamente
demostrada, por lo que serian necesarios mas estudios al respecto. Es importante a tener en
cuenta que el software predice genes diana tedricos con distintos rangos de probabilidad, pero
en ocasiones estas predicciones no concuerdan con los datos reales (Moreno-Moya et al 2014).
Por otro lado, los microRNAs tienen multiples genes diana (en ocasiones, incluso mas de 1000
genes). Por tanto, miR-196b y miR-223 podrian tener como diana otros genes inesperados o
todavia no descritos, siendo algunos de ellos responsables de los genes implicados en la
regulacién de estas vias de sefializacion, equilibrando la expresion de nuestros genes
seleccionados. Por estas razones, la prediccion de genes diana podria ser una aproximacion
inicial, pero en ocasiones, tal y como hemos observado, no se identifican (directa o
indirectamente) los genes diana reales. Muchos de estos genes diana no han sido estudiados con
anterioridad, por lo que serian adecuados mas estudios, quiza empleando ensayos de luciferasa
u otras técnicas que demuestren directamente los genes diana de estos microRNAs. Esta
inesperada discrepancia podria también ser debida al empleo de lineas celulares inmortalizadas,
en lugar de células trofoblasticas primarias. En ocasiones, este tipo de lineas celulares no se

comporta como tejido primario o células derivadas del mismo.

En nuestra opinién, es necesario el estudio de los efectos que tienen estos dos
microRNAs en los niveles globales de expresion de las células trofoblasticas para encontrar

realmente qué vias de sefializacion estan afectadas por estos dos microRNAs.

En resumen, hemos encontrado un patrén diferencial de expresion de microRNAs en
tejidos embrionarios derivados de gestaciones eutopicas y ectdpicas, y hemos identificado
algunas vias de sefializacion candidatas que podrian estar implicadas en los procesos de

implantacion y placentacion tempranas, aunque el significado real de estas vias de sefializacion
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en EE es todavia desconocido.
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7. CONCLUSIONES
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7. CONCLUSIONES

Existe un patrdn diferencial de expresion de microRNAs entre el tejido embrionario
trofoblastico sano y el procedente de gestaciones ectopicas.

Los microRNAs miR-196b, miR-30a, miR-873 y miR-337-3p se encontraron
disminuidos en tejido ectdpico comparado con tejido embrionario sano procedente

de gestaciones intrauterinas normales.

Los microRNAs miR-1288, miR-451 y miR-223 se encontraron aumentados en
tejido ectépico comparado con tejido embrionario sano procedente de gestaciones

intrauterinas normales.

Los microRNAs miR-451, miR-223, miR-30a y miR-196 fueron validados por la

técnica de PCR cuantitativa, confirmando los resultados obtenidos por microarray.

El estudio de dianas de los microRNAs diferencialmente expresados miR-196b,
mMiR-223 y miR-451 muestra como los genes GALNT7, GALNT13 y GALNT1
pertenecientes a la ruta de la sintesis de O-Glicanos y los genes ITGA2 y COL1A2
pertenecientes a la ruta del receptor de la matriz extracelular (ECM) se encuentran
desregulados en tejido embrionario procedente de gestaciones ectépicas comparado

con tejido embrionario sano de gestaciones intrauterinas.

La transfeccion in vitro de los microRNAs miR-196b y miR-223 en células
trofoblasticas demostré que se producia un efecto de reduccién de la expresion
génica de los genes ITGA2 y GALNT1.
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ANEXO I: INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
INFORMACION CLINICAALAPACIENTE

Andlisis del perfil de expresion de miRNAs en tejido embrionario sano y ectépico

Iniciales de la paciente:

N° de paciente:

Nombre del Investigador Principal:

Teresa Lozoya Araque.

Servicio de Ginecologia y Obstetricia.

Hospital Universitario y Politécnico La Fe

Contacto: 961244000, ext 245063. 32 Planta torre F cara norte. Administracion clinica.

METODOLOGIA: DESCRIPCION Y PROPOSITO DEL ESTUDIO

Se le ha propuesto que participe en un estudio piloto para la determinacion de
microRNAs en las placentas a lo largo del embarazo.
Los microRNASs son unas sustancias que se cree puedan estar asociadas con la implantacion del
saco gestacional en el interior del Gtero durante las primeras semanas de gestacion.

El proposito de este estudio es determinar los niveles de las sustancias explicadas
anteriormente (microRNAS) a lo largo del embarazo tanto en tejido placentario y compararlos
con pacientes que tienen algun tipo de alteracion de la implantacion, como son mujeres con
gestaciones ectdpicas, que son aquellas en las que el saco gestacional esta fuera del Utero.

Con el fin de que pueda decidir si desea participar en este estudio, usted debe
comprender las ventajas e inconvenientes del mismo para que sea capaz de tomar una decision
informada al respecto. Este proceso es lo que se conoce como consentimiento informado.

Este consentimiento informado le da informacion detallada sobre el estudio y ademas,
su médico comentara esta informacién con usted. Cuando haya comprendido el estudio se le
solicitara que firme este consentimiento informado si desea participar en él. Se le dara una copia
de este documento para que pueda guardarlo.

Su participacién en este estudio es voluntaria.

Antes del estudio:

Su doctor le informaré del estudio y si desea participar en él. El hecho de participar
supone que acepta donar un pequefio fragmento de placenta (2cm) de su gestacion. Las
placentas actualmente no tienen ningun destino especifico, siendo finalmente incineradas. La
placenta sdlo va a ser utilizada para estudiar sus caracteristicas morfoldgicas y de expresion
génica. En ningln caso va a ser empleada para cultivo y, bajo ningin concepto, para ser
trasplantada a otras personas. Tampoco va a ser utilizadas con caréacter comercial o lucrativo.

La posibilidad de que usted done la placenta se ampara en la Ley 42/1988, de 28 de
diciembre, sobre donacidn y utilizacién de embriones y fetos humanos o de sus células, tejidos u
Organos.

No existen contraindicaciones para participar en este estudio, inicamente que se trate de
gestaciones sin patologia o gestaciones ectopicas.
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Si participa en el estudio:

Se recogeré el fragmento de placenta necesario para el estudio (2cm), y el resto seguira
su curso normal, bien envio a anatomia patoldgica o bien se desechara. El embridn, feto o recién
nacido no sera manipulado en ningiin momento.

RIESGO ASOCIADO AL ESTUDIO
No existe ningln riesgo asociado al estudio.

Nueva informacion:
Si se comunica cualquier nueva informacion que pudiera afectar su participacion en el
estudio se le notificard por su médico.

BENEFICIOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Su participacién en el estudio puede ayudar a determinar nuevos marcadores tisulares de
placentacién andémala que ayuden a clarificar la fisiopatologia y posiblemente el diagndstico de
determinadas patologias de la implantacion.

Puede solicitar al investigador una mayor informacién acerca del estudio
CONFIDENCIALIDAD Y TRATAMIENTO DE DATOS

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/99 de 13 de diciembre de
proteccién de datos de caracter personal, siendo el responsable del Registro la Conselleria de
Sanidad.

De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de
acceso, modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual se debera dirigir a su
médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un c6digo y s6lo su médico
del estudio / colaboradores podran relacionar dichos datos con Usted y con su historia clinica.
Por lo tanto, su identidad no ser4 revelada a persona alguna salvo excepciones', en caso de
urgencia médica o requerimiento legal.

El acceso a su informacién personal quedara restringido al médico del estudio / colaboradores,
autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios), al Comité
Etico de Investigacion Clinica y personal autorizado por el promotor, cuando lo precisen para
comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la
confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente en nuestro pais.

DERECHO APREGUNTAR SOBRE EL ESTUDIO Y AABANDONARLO
Si tiene cualquier pregunta relativa al estudio o a sus derechos como paciente, contacte
al Dr. Teresa Lozoya en Administracion clinica torre F tercera planta cara norte, la Fe Bulevar

Sur.

Tiene el derecho de abandonar el estudio en cualquier momento, sin que por ello se
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altere la relacion médico-enfermo ni se produzca perjuicio en su tratamiento. Le sera
comunicada cualquier nueva informacion que pueda afectar a su buena disposicion para
continuar su particion en el estudio.
COSTES

Usted no cobrara cantidad alguna por participar en este estudio.

MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

N° de paciente

TITULO DEL ESTUDIO:

“Andlisis del perfil de expresion de miRNAs en tejido embrionario sano y ectopico”

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con la dra. Teresa Lozoya Araque. Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera

2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del participante Firma del Investigador

Fecha: Fecha:
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