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LISTADO DE SIGLAS, ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

ADNec: 4cido desoxirribonucleico complementario

ANGI1 y ANG2: angiotensinas tipo 1y 2

ARN: 4cido ribonucleico

ARNmMm: 4cido ribonucleico mensajero

PhCG: beta subunit human corionic gonadotropin ( subunidad beta de la gonadotropina

coriénica humana)

CCR2 y CCRS: chemokine receptor type 2 and type 5 (receptores de quimoquinas tipo
2 y tipo 5)

CDK 4: cyclin dependent quinase type 4 (quinasa dependiente de ciclina tipo 4)

°C: grado centigrado

Cm: centimetro

COX- 2: ciclooxigenasa tipo 2

DEPC: dietil pirocarbonato

DIU: dispositivo intrauterino

EE: embarazo ectopico

Endobag: bolsa de extraccion laparoscopica



EPI: enfermedad pélvica inflamatoria

FID: fosa iliaca derecha

FIV: fecundacion in vitro

GLD: gestacion de localizacion desconocida

GOT: glutamic-oxaloacetic transaminase (transaminasa glutamico-oxaloacetica)

hCG: human corionic gonadotropin (gonadotropina coriénica humana)

IC: intervalo de confianza

IGF 2: insulin growth factor type 2 (factor de crecimiento insulinico tipo 2 )

IL 1, IL6 y 8: Interlequinas tipo 1, 6 y 8

IVE: interrupcion voluntaria del embarazo

MEC: Matriz extracelular

MCP1: mitochondrial pyruvate carrier (transportador mitocondrial del piruvato)

pl: microlitro

miRNASs: micro acidos ribonucleicos

min: minutos

mm: milimetros

mUI/mL: miliunidades/ mililitro



ncRNA: non-coding RNA

nmol/L: nanomol por litro

Nt: nucledtidos

PAAP-A: proteina A plasmatica asociada a la gestacion

PCR: polymerase chain reaction (reaccion en cadena de polimerasa)

pg/mL: picogramos por mililitro

qPCR: quantitative polymerase chain reaction or real time PCR (reaccion en cadena de

polimerasa cuantitativa o PCR en tiempo real)

TGF: trasnformating growth factor beta (factor de crecimiento transformante beta)

TNFa: tumoral necrosis factor alfa (factor de necrosis tumoral alfa)

RNA: ribonucleic acid (acido ribonucleico)

r.p.m: revoluciones por minuto

RT: reverse transcription (retro transcripcion)

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction (Reaccién en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa)

SEM: standard error of the mean (error standard de la media)

UTR: untranslated region (region no traducida de un gen)

VEGF: vascular enthotelial growth factor (factor de crecimiento endotelial vascular)



ANGLICISMOS

Array de proteinas: Matriz bidimensional de soporte solido en las que estdn unidos

anticuerpos que detectan especificamente determinadas proteinas.

Cluster de genes: parte de una familia de genes. Es un grupo de dos o mas genes que se
encuentran en el ADN de un organismo que codifican para polipéptidos similares o
proteinas , que comparten colectivamente una funcion generalizada y con frecuencia se

encuentran dentro de unos pocos miles de pares de bases de la otra.

Forward: secuencia del primer 5°-3" que se une en la cadena que va en direccion 37-5°

del ADN.

Hatching: la salida de la zona pelucida del embridn o eclosion embrionaria.

Housekeeping: hace referencia a un gen reportero.

In vivo: En el cuerpo. Conjunto de experimentos y de fenomenos observados que se

efectlian directamente sobre el organismo vivo.

In vitro: Conjunto de fendmenos observados en el laboratorio, investigando y

manipulando fuera del organismo vivo.

Primer: cebador. Es una cadena de 4acido nucleico o de una molécula relacionada que

sirve como punto de partida para la replicacion del ADN.

RNA binding protein: proteinas de union a acidos ribonucleicos.

Reverse: secuencia del primer 3°-5" que se une en la cadena que va direccion 5°-3" del

ADN.
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1.INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES SOBRE EL EMBARAZO NORMAL

1.1.1. IMPLANTACION

Tras la fecundacion en la porcion ampular de la trompa, el cigoto permanece en esta zona
unas 72 horas (Croxatto HB y cols., 1978). Durante este periodo experimenta los procesos de
division celular y compactacion para formar la morula. Debido a la influencia de los esteroides
ovaricos, del sistema nervioso autonomo y del embrién mismo, la morula es transportada a través
del istmo y la porcién intersticial de la trompa a la cavidad uterina (Croxatto HB, 1978). La
progesterona incrementa la frecuencia de las contracciones musculares y la gonadotropina
corionica humana (hCG) liberada por el embrion temprano puede inducir la expresion de ARNm
de la ciclooxigenasa 2 (COX- 2) en el epitelio tubarico, lo cual puede elevar la concentracion de

prostaciclina, que favoreceria la apertura de los esfinteres tubaricos.

Después de la entrada de la moérula en la cavidad uterina (cuatro dias después de la
fertilizacion), se establece la polaridad celular y con ello ocurre la diferenciacion del linaje celular
para formar un blastocisto. El blastocisto empieza a expresar y transcribir mas de 500 genes
previamente inactivos, y es activado para liberarse de la zona pelucida, 72 horas después de entrar
a la cavidad uterina. La salida de la zona pelicida o eclosion (hatching) se produce, por la presion
hidrostatica producida por el blastocisto en expansion, y a la accion de las enzimas proteoliticas
liberadas por el blastocisto (tripsina) y el endometrio (triptasa) que destruyen la zona pelacida
(Perona RM WP, 1986; Lee DR L] y cols., 1997; O’Sullivan CM UJ y cols., 2004), con lo que se
forma un pequefio orificio en el polo embrionario de la zona pelacida, por donde el blastocisto
escapa e inicia el proceso de implantacion (Sawada H YK y cols., 1990). La hCG liberada por el
blastocisto y las citocinas liberadas por el blastocisto y el endometrio inician el proceso de
seflalamiento esencial para la implantacion. Coincidentemente, los esteroides ovaricos preparan
al utero para la implantacion. El incremento preovulatorio en la secrecion de 17B-estradiol
estimula la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales endometriales. EI marcado
incremento en la produccion de progesterona, después de la ovulacion, causa edema del estroma
endometrial, lo que produce el cierre efectivo de la luz de la cavidad uterina y permite que el

blastocisto se mantenga en intimo contacto con el epitelio endometrial.



La implantacion se inicia seis a siete dias después de la fertilizacion (Vigano Py cols.,
2003). El blastocisto solo puede unirse al endometrio durante una “ventana critica de
implantacion”, que corresponde al periodo de los dias 19 a 24 del ciclo menstrual. Este proceso
es clave en el establecimiento de un embarazo exitoso. En la especie humana, en condiciones
naturales solo el 35% de los embriones consiguen implantar, es decir, fisiolégicamente sélo 1/3
de los ciclos considerados fértiles acaban en embarazo. Las causas de esta baja tasa de éxito se
comparten entre el embrion (ya que in vivo el 30% de los blastocistos son morfologicamente
anomalos), el utero (alteraciones endocavitarias como los polipos, tabiques o adherencias; escasa
proliferacion endometrial) y un didlogo defectuoso entre el embrion y el endometrio materno,
que se puede objetivar por la existencia de un 30% de pérdidas gestacionales precoces antes del
momento de la menstruacion. Este porcentaje de pérdidas es alin mayor en pacientes sometidas a
tratamientos de reproduccion asistida (Simén y cols., 1999). En este sentido, se comprobd que en
casos de fecundacion in vitro (FIV) y de donacion de ovocitos las pérdidas embrionarias precoces
suponian un 43% y 38%, respectivamente (Simon y cols., 1999). Todo ello supone que la
alteracion endometrial propia de los tratamientos farmacologicos utilizados, junto con la mayor

incidencia de alteraciones cromosdmicas embrionarias afectaria la correcta implantacion.

La implantacion embrionaria no es un hecho puntual, sino que se trata de un proceso que

consta de tres fases consecutivas y diferenciadas (Figura 1).

Orientacion Aposicion Adhesion Invasion

Figura 1. Fases del proceso de implantacion. En primer lugar el embrion se orienta y se
aposiciona, hacia una zona determinada de la superficie luminal de la cavidad endometrial
donde posteriormente se fijara. En la fase de adhesion, el trofoectodermo del blastocisto

contacta directamente con el epitelio endometrial y, en la invasion, el embrién induce la

rotura de la membrana epitelial y penetra en el estroma endometrial decidualizado.




1.1.1.1. FASE DE APOSICION

La fase de aposicion u orientacion es la menos estudiada y tiene lugar entre los dias 5y 6
postovulacion, cuando el blastocisto tiene un tamafio aproximado de 100 um de diametro y ha
eclosionado. En seres humanos el blastocisto se posiciona en el fundus uterino y el tercio superior
de la cara posterior uterina. Esto es importante porque va a determinar la localizacion de la
placenta. El disco embrionario (masa celular interna), que dar4 origen al embrién propiamente

dicho, también se posiciona en un lugar especifico segun la especie.

Se desconoce todavia como el blastocisto llega a su lugar final de implantacion, pero se cree
que puede estar relacionado con la presencia de receptores de quimoquinas en su superficie como
el CCR2 (receptor de MCP-1) o CCRS5 (receptor de RANTES) (Dominguez y cols., 2003) y
puesto que el endometrio secreta multitud de quimoquinas en el momento de la implantacion
(Paria y cols., 2002), se piensa que el blastocisto podria ser atraido por estas quimoquinas hacia

el sitio de implantacion (Dominguez y cols., 2005).

1.1.1.2. FASE DE ADHESION

En el proceso de implantacion, la fase de adhesion es el resultado de los cambios morfologicos
y moleculares en la superficie del trofoblasto y del endometrio. Es particularmente interesante
porque estan implicadas la union de dos organismos que son genética e inmunoldgicamente
distintos, concretamente de las superficies apicales de sus epitelios (endometrial y
trofoectodermo) (Enders, 1994). Dicha adhesion esta mediada por la induccion esteroidea (Aplin,
1997) y/o embrionaria (Simoén y cols., 1998) de moléculas de adhesion en la superficie celular del

epitelio luminal durante la ventana de implantacion.

Las moléculas de adhesion implicadas en la adhesion célula-célula y en la adhesion célula-
matriz extracelular son cruciales para la union del blastocisto al endometrio materno. Asi pues,
estas primeras interacciones que mencionabamos anteriormente podrian venir seguidas de eventos
de adhesion mediados por integrinas, cadherinas y selectinas (Dominguez y cols., 2005;
Genbacev, 2003). La expresion de las cadherinas y selectinas también ha sido descrita en el
epitelio endometrial y en el trofoblasto (MacMalman y cols., 1996). Una de las selectinas descritas
como fundamentales para el proceso de implantacion es la L-selectina. La existencia de sus
ligandos en el endometrio ha sido demostrada, asi como la existencia de L-selectina en células

trofoblasticas del embrion humano (Genbacev, 2003). Entre las moléculas de adhesion mas



relevantes en el proceso de implantacion se encuentran las integrinas implicadas en la fase de
adhesion, como la integrina B3, cuya expresion se ve reducida en mujeres infértiles (Lessey y
cols., 1994; Gonzalez y cols., 2000). Ademas, el blastocisto es capaz de aumentar selectivamente
la expresion de esta molécula a través del sistema de la interleuquina 1 (IL-1) (Simén y cols.,

1994).

1.1.1.3. FASE DE INVASION

El siguiente paso es la penetracion del blastocisto a través del epitelio endometrial y la
invasion del estroma por parte del trofoblasto. En la especie humana, el blastocisto se adhiere a
la capa del epitelio endometrial comenzando un proceso llamado expansion del trofoblasto que
es inducido por una reaccion apoptética paracrina mediada por el sistema Fas-Fas ligando (Galan
y cols., 2000) que permite al blastocisto atravesar la barrera epitelial. Posteriormente, el
blastocisto se embebe en el estroma y el sitio de entrada en el epitelio es rapidamente cubierto por
fibrina, sobre la cual las células epiteliales inician un proceso de cierre mediante migracion/
proliferacion celular con el fin de sellar la superficie epitelial (Aplin, 2007). Este mecanismo es
clave para proteger al endometrio de la entrada de patdgenos, asi como para que comience la

invasion a través del estroma y tenga lugar una placentacion adecuada.

En la especie humana, la placentacion es hemocorial, para ello el trofoblasto invadira el
estroma y formara las vellosidades coriales en contacto con las lagunas de sangre maternas,
garantizandose la supervivencia fetal. Este proceso necesita una regulacion muy precisa para
prevenir posibles invasiones patoldgicas por exceso, como ocurre en los casos de placenta acreta
o0, por defecto, como es el caso de la preeclampsia. El control de este proceso invasivo es mediado
por diversas proteasas que degradan la IL-1, entre ellas las serinproteasas, metaloproteasas y

colagenasas.

1.1.2. FUNCIONES DE LA PLACENTA

La placenta es el elemento esencial en la determinacion de la interfase materno-fetal
responsable del adecuado intercambio de oxigeno, nutrientes y productos de desecho durante la
gestacion (Murphy, VE y cols, 2006; Reis, FM y cols, 2002; Straszewski-Chavez, S.L y cols.,

2005). La placenta, como 6rgano especifico del embarazo, experimenta cambios estructurales y



funcionales dramaticos durante su desarrollo. Estos cambios, que son indispensables para un
correcto desarrollo fetal, son controlados por diversos mecanismos de regulacion, cuya naturaleza
no ha sido completamente aclarada. En este sentido, evidencias obtenidas por diversos grupos de
investigacion han permitido la identificacion de la expresion de miRNAs especificos en placenta,
asi como de cambios en sus niveles relativos en determinadas patologias gestacionales (Prieto y
cols., 2011; Reid y cols., 2011). Todo ello sugiere la posible participacion de sistemas de
regulacion por miRNAs en diversos aspectos del desarrollo y/o la funcidon placentaria, cuyas
implicaciones fisioldgicas, fisiopatologicas y/o diagnodsticas no estan aun suficientemente

aclaradas.

Ademas de sus funciones vasculares y de intercambio materno-fetal, la placenta posee
una intensa actividad hormonal, con la produccion de diversas sefiales endocrinas que son
esenciales tanto en el desarrollo del feto como en las adaptaciones maternas durante la gestacion
(Murphy y cols., 2006). Asi, la placenta humana produce estrogenos, progesterona, hCG y
lactogeno placentario, entre otras; la determinacion de algunos de estos factores es la base para el
diagnostico de la gestacion y de algunas de sus posibles complicaciones (Reis, 2002). Al igual
que con los mecanismos implicados en la regulacion de la invasion trofoblastica, los sistemas
responsables del control preciso de la secrecion hormonal por la placenta han sido escasamente

caracterizados hasta la fecha.

Situaciones adversas durante la gestacion, producidas por alteraciones en el ambiente
fetal y/o materno, asi como por malformaciones fetales o de la propia placenta, tienen un marcado
impacto sobre los diversos aspectos del desarrollo y la funcion placentaria arriba indicados. Todo
ello compromete la capacidad de desarrollar una gestacion a término saludable y pueden perturbar
seriamente la fertilidad. Dichas alteraciones pueden traducirse en cambios en diversos marcadores
tanto tisulares como circulantes, relacionados con los fenémenos de desarrollo trofoblastico y
funcién endocrina antes apuntados (Reis, F.M, 2002; Straszewski-Chavez, S.L y cols., 2005).
Ademas de su marcado interés fisiopatologico, la deteccion de dichas alteraciones, especialmente
en etapas precoces de la gestacion, posee un marcado valor pronostico y diagnostico, que ha
intentado ser explotado con éxito variable mediante la identificacion de diversos marcadores de
riesgo gestacional asociado a patologias tales como la preclampsia, el retraso de crecimiento intra-

uterino, el aborto de repeticion, el embarazo ectopico y ciertas aneuploidias.



1.2. GENERALIDADES SOBRE EL EMBARAZO ECTOPICO

1.2.1. CONCEPTO DE EMBARAZO ECTOPICO Y SUS LUGARES DE
ASENTAMIENTO HABITUALES

El embarazo ectopico (EE) es una complicacion precoz de la gestacion en la cual un 6vulo
fecundado se implanta en un sitio distinto al endometrio de la cavidad uterina. Dicha implantacion
puede ocurrir en cualquier lugar del tracto genital femenino (figuras 2 y 3), incluso externamente
a este, siendo el lugar mas frecuente la trompa de Falopio (95-98%) (Dominguez y cols., 2014).
El EE puede anidar en las distintas partes de la trompa (Pisarka y cols., 1998; Molinaro y cols.,
2007; Farquhar, 2005). En funcién de esto se puede clasificar en distintos tipos. El EE ampular
es aquel que afecta a la ampolla, que es la parte mas ancha y mas larga, con 2/3 aproximadamente
de la longitud total de la trompa. Supone el 85% de los casos. En esta localizacion, el EE puede
evolucionar hacia la resolucion espontanea por reabsorcion, presentar aborto tubarico o permitir
el crecimiento del embrion y terminar en ruptura de la trompa (Figura 2B). El segundo lugar mas
frecuente es el itsmo (13% de los casos), que es la zona mas estrecha de la trompa, lo cual deriva
en rupturas mas tempranas (Figura 2C). El EE intersticial o intramural solo constituye el 2% de
los casos (Figura 2D) y el infundibular, en el que la anidacion sucede cerca de las fimbrias, es

extraordinario (Figura 2A) (Vargas, 2013).

Figura 2. Distintos lugares de implantacién de un EE tubarico. 2A: EE en la fimbria. 2B: EE en

la porcion ampular de la trompa. 2C: EE En el itsmo. 2D: EE intersticial o intramural.




Otros lugares de implantacion del EE son (figura 3): el ovario (0,5-3%), el cuello del utero (1%),
los cuernos uterinos (2-3%) (Larrain D y cols., 2011), las cicatrices uterinas por cirugias previas
(6%) (Rotas MA y cols., 2006) o extraordinariamente la cavidad abdominal. También existen
casos de una gestacion intrauterina coincidente con una extrauterina (heterotopica); aunque son
muy raros, su incidencia estd aumentando por el creciente uso de técnicas de reproduccion

asistida.

Figura 3. Distintos lugares de asentamiento del embarazo ectopico.

1.2.2. EPIDEMIOLOGIA DEL EMBARAZO ECTOPICO

La incidencia del EE resulta variable en la literatura médica, oscilando entre el 0,6 y el
2% de los embarazos documentados, presentdndose con picos mas altos en la adolescencia
(Menon y cols., 2007; Marion y Meeks, 2012). Entre las mujeres que consultan en urgencias por
metrorragia del tercer trimestre asociada a dolor suponen hasta un 16 % de los casos (Murray y

cols., 2005)

La incidencia global ha aumentado desde mediados del siglo veinte, alcanzando a

principios de los afios noventa una cifra aproximada de 20 por 1000 embarazos (Bouyer y cols.,



2003), lo cual se relaciona con el aumento de la prevalencia infecciones causadas por Chlamydia
trachomatis y gonococo, y el uso creciente de técnicas de reproduccion asistida (Kamwendo y

cols., 2000).

El embarazo ectopico continua siendo la principal causa de muerte materna en las
primeras etapas de la gestacion (4-10% de las muertes relacionadas con el embarazo en paises
desarrollados) y una de las urgencias quirrgicas mas frecuentes del primer trimestre (Farquhar y
cols., 2005; Qi y cols., 2012). En todo caso, las tasas de mortalidad materna absoluta y relativa
causadas por el EE han ido descendiendo en los paises desarrollados a lo largo de los dos ultimos
decenios, pasando de 35 muertes por 10000 casos de EE en 1970 a 4,2 muertes por 10000 casos
en 1985 (Creanga y cols., 2011). Esto se debe al desarrollo tecnolégico alcanzado en los siglos
XX y XXI que permiten el diagnostico y tratamiento antes de la ruptura del EE. Sin embargo, en
paises subdesarrollados la mortalidad es hasta 10 veces superior (10-30%) debido a que la
escasez de recursos deriva en un diagnoéstico tardio, lo que conduce en casi todos los casos a
complicaciones importantes e intervenciones quirdrgicas de emergencia (Farquhar y cols., 2005;

Qi y cols., 2012).

El EE no es solo una causa importante de morbilidad y mortalidad asociada con el riesgo
de ruptura y hemorragia intraabdominal, sino que puede generar secuelas graves en la vida
reproductiva femenina, incluyendo el embarazo ectdpico recurrente y la infertilidad (Farquhar y

cols., 2005; Rana y cols., 2013).

1.2.3. FISIOPATOLOGIA

En el embarazo ectopico, la fecundacion del 6vulo se produce correctamente en el tercio
externo de la trompa de Falopio y es durante la migracion del 6vulo ya fecundado donde aparece
alguna circunstancia, desde destruccion anatémica e histologica de las trompas de Falopio,
desequilibrios hormonales, aberraciones de la motilidad tubarica, obstruccion o estrechez de la
luz de la trompa (Shaw y cols., 2010; Brown y Horne, 2011), a factores embrionarios como la
existencia de una translocacion, que se traducen en una implantacion prematura antes de alcanzar

la cavidad uterina (Altunaga y cols., 2011).

El trofoblasto del EE es similar al del embarazo normal y secreta gonadotropina coridnica
humana (hGC), con mantenimiento del cuerpo luteo del embarazo que produce estrogenos y

progesterona suficientes para inducir los cambios maternos de la primera fase del embarazo. Esto



permite que en las primeras semanas la evolucion sea asintomatica, pues la fecundacion, como
hemos sefialado anteriormente es completamente normal; la disrupcion que ocurre es que la
implantacion del cigoto sucede en un sitio impropio. Muy pronto, ante una la barrera decidual

escasa y el poder erosivo del trofoblasto, el huevo va a ser inviable.

1.2.4. FACTORES DE RIESGO

La incidencia del embarazo ectopico se incrementa con la presencia aquellos factores de
riesgo que lesionan la trompa y alteran el transporte del embrion hasta el utero. En casos de
cirugia tubarica previa como la esterilizacion, el fracaso de la técnica ocurre en un 0,1-0,8 % de
los casos y de estos embarazos, un tercio seran EE (Peterson y cols., 1997). En cuanto a la cirugia
reconstructiva de las trompas (salpingostomia y reanastomosis tubarica) el riesgo de un EE
posterior oscila entre 5-18%, lo cual va a depender del dafio tubarico residual, del tipo de cirugia
y de la experiencia del cirujano (Mark y Rock, 2006). Las mujeres que han tenido previamente
un EE tienen un riesgo superior al 10% de padecer un nuevo embarazo ectopico (Ovejero y cols.,
2011). También, multiplica el riesgo de una gestacion ectopica hasta ocho veces, la exposicion
intrautero de dietilbestrol. Esto es debido a que estas pacientes presentan anormalidades en la
morfologia de la trompa y en la funcién de las fimbrias (Goldberg y Falcone, 1999). En las
mujeres portadoras de un dispositivo intrauterino (DIU) si existe un fallo de su funcion
anticonceptiva, se incrementa la posibilidad de que el embarazo sea de localizacion ectopica,
debido a que el dispositivo previene mas efectivamente el embarazo intrauterino que la
implantacion extrauterina (1 de cada dos gestaciones con DIU de levonorgestrel y 1 de cada 16
con DIU de cobre) (Backman y cols., 2004; Furlong, 2002). En los casos de infertilidad la
incidencia de EE también es claramente mayor, puesto que asocian con mas frecuencia anomalias
tubaricas. Por otro lado, el uso de tratamientos para sobrevenir dicho problema también aumenta
la tasa de EE por alteracion de la funcion tubarica tras exposicion a las hormonas empleadas para
la estimulacion ovarica. Asi, en un estudio multicéntrico se hallé que el uso de citrato de
clomifeno duplicaba el riesgo, pasando de un 3% a un 6% (Cohen y cols., 1986). También se ha
visto que las gonadotropinas incrementan el riesgo ligeramente (Gemzell y cols., 1982; McBain
y cols., 1980). Otro factor de riesgo importante para el EE es el antecedente de enfermedad
pélvica inflamatoria (EPI), la incidencia de la cual se incrementa cuanto mayor es el nimero de
parejas sexuales y cuanto mas precozmente se inician las relaciones sexuales (Bouyer y cols.,
2003). Se ha visto que el antecedente de EPI aumenta el riesgo hasta un 5-10%, ya sea no
especificas o por chlamydias o gonococo, sobre todo si estas han sido recurrentes (Hillis y cols.,

1997). Otros factores de riesgo son: la endometriosis, las anormalidades congénitas de las
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trompas, las adherencias secundarias a intervenciones quirdrgicas sobre el utero, el ovario y otros
organos pélvicos o abdominales, las anormalidades del cigoto y factores ovaricos (Cunningham
Gary y cols., 2005; Ault y Faro, 2003). El consumo de tabaco también se ha visto relacionado. En

la tabla 1 se resumen los distintos factores de riesgo para el EE y el riesgo especifico de cada uno

de ellos.
FACTOR DE RIESGO ODDS RATIO
Alto riesgo
Cirugia tubarica 21,0
Esterilizacion 9.3
Embarazo ectépico previo 8.3
Exposicion a dietilestilbestrol 56
Uso de DIU 4,2-45,0
Patologia tubarica documentada 3.8-21,0

Riesgo moderado

Infertilidad 2,5-21,0
Infecciones genitales previas 2,5-3,7
Multiples companeros sexuales 21

Riesgo leve

Cirugia pelvica/abdominal previa 0,9-3.8
Tabaquismo 2,3-25
Duchas vaginales 1,1-3-1
Relaciones sexuales tempranas (<18 anos) 16

Tabla 1: Factores de riesgo del embarazo ectépico. Factores de riesgo del embarazo ectdpico con su
valor de incremento de riesgo independiente (odds ratio) (tomado de Pisarska y cols., 1998)

1.2.5. CLINICA Y DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Las manifestaciones clinicas aparecen en torno a las semanas 6-8 de amenorrea, aunque
pueden aparecer mas tarde, especialmente cuando el EE es de localizacion no tubérica. La triada

clasica es muy inespecifica y consiste en dolor (99%), amenorrea (74%), sangrado vaginal y/o
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metrorragia del primer trimestre (56%) (Alsuleiman y Grimes, 1982). Pueden asociar ademas la
sintomatologia tipica del embarazo normal, como nauseas y dolor mamario. En la exploracion, la

movilizacion cervical puede ser dolorosa.

Cuando el EE aumenta de tamafio y causa distension de la trompa provoca la ruptura de
esta, ocasionando sangrado hacia la cavidad peritoneal (hemoperitoneo). El cuadro clinico se
caracteriza por dolor intenso en hipogastrio o en la fosa iliaca correspondiente, que se puede
irradiar incluso al epigastrio y al hombro. Se instaura un cuadro de abdomen agudo acompafiado
de palidez mucocutanea, hipotension, taquicardia o incluso shock hipovolémico si la hemorragia
es severa o persistente (Pisarka y cols., 1998; Farquhar, 2005; Molinaro y Barnhart, 2007). Se han
visto una serie de factores relacionados con dicha ruptura como la ausencia de uso previo de
anticoncepcion hormonal, los antecedentes de dafio tubarico e infertilidad, el uso de inductores
de la ovulacion y elevados niveles de BHCG (> 10000 IU/ml) (Job-Spira y cols., 1999). Un
ectopico roto es una emergencia vital y representa una de las complicaciones mas temidas del EE.
Ademas el EE es una importante causa de morbilidad a largo plazo ya sea por efecto del
tratamiento empleado o por el propio EE, que genera en muchos casos infertilidad secundaria

posterior (Horne y cols., 2010).

El diagnostico diferencial del embarazo ectopico no roto se debe hacer con todas aquellas
patologias que causen metrorragia del primer trimestre y/o dolor abdominal agudo. Las causas
obstétricas que cursan con sangrado en este trimestre son: hemorragia subcorionica, amenaza de
aborto, aborto diferido, en curso o incompleto (casi la mitad de los casos) y la enfermedad
trofoblastica gestacional (Deutchman y cols., 2009). Otras patologias que pueden cursar con
clinica similar a un EE se enumeran a continuacion: enfermedad pélvica inflamatoria (EPI),
apendicitis, infeccion urinaria, litiasis o infeccion renal, cuerpo lateo persistente, ruptura del
cuerpo luteo, quiste ovarico funcional, endometriosis, volvulus de la trompa u ovario, y
diverticulitis (Tulandi, 2013). Por otro lado, la posibilidad de un EE roto debe tomarse en cuenta
en el diagnostico diferencial de un cuadro de shock hipovolémico asociado a dolor abdominal en

una mujer en edad fértil.

1.2.6. DIAGNOSTICO

Los sintomas y signos del embarazo ectopico son altamente inespecificos; hasta un 9% de
los casos transcurren sin sintomas y hasta en el 30% de ellos existe una ausencia total de hallazgos

en la exploracion fisica (Tay y cols., 2000). Por ello, el diagnostico mediante la historia clinica y
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la exploracion fisica tiene poca fiabilidad y para su confirmacion se requiere el uso de pruebas
complementarias como la determinacion seriada de BhCG y la ecografia transvaginal (Dart y
cols., 1999; Buckley y cols., 1999; Lipscomb, 2004; Menon y cols., 2007; Cartwright y cols,
2009). Sin embargo, en el 8-31% de las pacientes en las que se sospecha EE la ecografia es
inconcluyente, es decir, no se observa saco gestacional ni en el interior de la cavidad uterina ni en
el exterior de esta (Munro y cols., 2008; Barnhart, 2009). En estos casos, hablamos de gestaciones
de localizacion desconocida. Para conseguir una mayor precision y precocidad del diagnostico y
por tanto reducir la tasa de complicaciones y errores diagndsticos, se estan estudiando diversos
marcadores bioquimicos (Barnhart, 2012), como la concentracion de progesterona y activinas
(Dart y cols., 2002; Kirk y cols., 2009). Sin embargo, algunos estudios documentan que el valor
de estos marcadores es limitado (Seeber y Barhart, 2006), ya que sus niveles en sangre periférica

pueden ser muy variables (Condous y cols., 2005; Florio y cols., 2007).

1.2.6.1. EXPLORACION FISICA

En casos de EE precoces puede no hallarse ningin signo en la exploracién. En la
especuloscopia veremos que el cérvix permanece cerrado y es caracteristico el dolor al provocar
su movilizacion. El utero se encuentra reblandecido, puede o no palparse masa anexial o existir
dolor a la presion del fondo de saco vaginal posterior. El hemoperitoneo resultante puede incluso

producir abombamiento del saco de Douglas (Vargas, 2010).

La exploracion abdominal también suele ser dolorosa, predominando el dolor a la
palpacion en la fosa iliaca del lado en que este implantado el EE, aunque si hay hemoperitoneo

se manifestara con dolor difuso y los signos tipicos de peristonismo.

Si el EE se ha roto el estado hemodinamico de la paciente empieza a deteriorarse, con lo
que podran detectarse signos como: palidez mucocutidnea, hipotension postural o basal,

taquicardia, incluso pérdida de consciencia transitoria (Farquhar, 2005).

1.2.6.2. ECOGRAFIA TRANSVAGINAL

Es la modalidad de imagen de eleccion para el diagnostico del embarazo ectdpico,
permitiendo detectar la localizacion con precision en mas del 90% de todos los embarazos y en el

73,9% de los embarazos ectdpicos, con un tnico examen (Kirk y cols., 2007). La ecografia inicial
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en pacientes con EE no serd concluyente en un 15-16% de los casos (Kriebs y Fahey, 2006;
Blohm, 2008). En cualquier caso cuando existan dudas, siempre y cuando la paciente esté estable,
se debe repetir la ecografia asociada a una nueva determinacioén de BhCG a las 48 horas.

Cuando la BhCG alcanza niveles de 1.500 a 2.000 mUI/mL, un embarazo normal tinico debe
mostrar un saco gestacional en el ultrasonido transvaginal (Deutchman y cols., 2009). El nivel
de zona discriminatoria asciende a 6.500 mUI/mL si se realiza ultrasonido transabdominal
convencional, aunque la via de eleccion es la vaginal. El saco vitelino se puede identificar a las 3
semanas postconcepcion (5 semanas desde la ultima menstruacion) cuando el saco gestacional
tiene mas de 10 mm de didmetro, y el latido cardiaco embrionario en torno a las 4 semanas
postconcepcion (6 semanas desde la ultima menstruacion) cuando la longitud cefalocaudal es
mayor de 5 mm (Deutchman y cols., 2009). Con excepcion del embarazo heterotopico, entidad
muy poco frecuente, la identificacion por ultrasonido de un embarazo intrauterino descarta la

posibilidad de embarazo ectopico.

La ecografia transvaginal en el diagnostico del embarazo ectdpico tiene una sensibilidad
del 73,9% (IC95%: 65,1-81,6), una especificidad del 99,9% (IC 95%: 99,8-100), un valor
predictivo positivo del 96,7% (IC 95%: 90,7-99,3) y un valor predictivo negativo del 99,4% (IC
95%: 99,2-99,6) (Kirk y cols., 2007). La deteccion por ultrasonido transvaginal de una masa
anexial, combinada con una concentracion de BhCG de 1.000 mUI/mL, tiene una sensibilidad del
97%, una especificidad del 99% y unos valores predictivos positivo y negativo del 98% para

diagnosticar embarazo ectopico.

Los hallazgos ultrasonograficos mas especificos en el diagnostico ecografico del EE
pueden ser desde un saco gestacional claro, con o sin embrion con o sin latido cardiaco (14%), a
una masa extraovarica heterogénea (64%) o incluso un simple anillo tubarico hiperecogénico
(22%) sugestivo de EE precoz. Estos signos son indicativos de EE tubaricos. Como hemos dicho
anteriormente, la trompa es el lugar de asiento mas frecuente del EE por lo que se debe fijar
especial atencion en la zona comprendida entre el utero y el ovario. En el 20% de los casos se
observan imagenes de pseudosaco en el interior de la cavidad. Esta imagen es el resultado de una
coleccion de liquido rodeada de una reaccion decidual y se diferencia de un saco verdadero
porque no tiene anillo ecogénico alrededor, se suele localizar en el centro de la cavidad y puede
estar tabicado o cambiar de forma a lo largo de la exploracion (Tulandi y Al-Jaroudi, 2004). En
los anexos se deben diferenciar los EE localizados en la zona proximal de la trompa o en el ovario,
del cuerpo luteo. La diferencia es clara cuando este tiene paredes finas y por su localizacion
claramente intraovarica, en tanto que cuando son de tipo hemorragico esta diferenciacion es mas
dificultosa, ya que presenta paredes mas gruesas o incluso puede dar aspecto de masa exofitica

(Barnhart y cols., 2003). La ecogenicidad nos puede ayudar a diferenciarlos, puesto que la del
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cuerpo luteo es similar e incluso menor que la del ovario y la masa de un EE suele tener mayor
ecogenicidad que el parénquima (Buster y Krotz,2007). También se puede recurrir a una ecografia
bimanual ejerciendo presion suprapubica para intentar movilizar el anexo y ver asi si la
localizacion de la imagen sospechosa es intra 0 extraovarica. Esta maniobra debe hacerse con
especial cautela para evitar la ruptura del EE (Seror y cols, 2001). En ocasiones se aprecia liquido
libre peritoneal correspondiente al hemoperitoneo por rotura del EE, que a su vez puede formar
colecciones compatibles con hematomas organizados en cavidad libre. En la figura 4 se
representan algunas diferencias ecograficas entre los embarazos intrauterinos y diferentes formas

de presentacion de embarazos extrauterinos.

Figura 4. Diferentes imagenes ecograficas de embarazos intrauterinos y embarazos extrauterinos.
A: saco intrauterino de gestacion precoz normal; B: Pseudosaco intrauterino.; C:saco gestacional y saco
vitelino con liquido libre asociado; D: signo del anillo alrededor de un saco extrauterino; E: EE en forma
de masa tubdrica sin evidencia de saco gestacional.




1.2.6.3. DETERMINACION SERIADA DE BHCG

La unidad B de la hCG (BhCG) sérica constituye el unico marcador que se emplea en la
actualidad de forma rutinaria en el diagndstico del EE. La BhCG comienza a detectarse en sangre
a los 8 dias de la concepcion una vez ha ocurrido el pico de LH (Kirchler y cols., 1993; Daya,
1987). Sus niveles son proporcionales a la masa placentaria y crecen exponencialmente en etapas
tempranas de la gestacion, con curvas de ascenso bien establecidas. Aunque el patron es de similar
comportamiento, existe una gran variabilidad interindividuo en los niveles hormonales absolutos
segun la edad gestacional (Cole, 2011). En los casos de embarazo intrauterino normal la
concentracion de la hormona se duplica aproximadamente cada 1,4 - 2,1 dias, con un aumento
minimo de 50% en dos dias hasta la semana 10 de gestacion, a partir de la cual el ascenso es mas
gradual, convirtiéndose en una meseta hacia el inicio del segundo trimestre (figura 5). En los
embarazos intrauterinos de mal prondstico y en los ectopicos no se observa la progresion normal
de la BhCG. A partir de estos hallazgos, se han disefiado unas curvas para identificar un patron de
normalidad/anormalidad que permite establecer un diagnéstico temprano de EE) (figura 6), de
modo que ante una elevacion anomala se debe realizar una busqueda del EE exhaustiva mediante

ecografia (Horne y cols., 2011).
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Figura 5: Niveles de hCG en funcién de la semana gestacional durante el embarazo
normal.
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Figura 6: Cambio del valor de la BhCG en embarazos
intrauterinos, EE y abortos espontaneos en 48 horas (tomado de
Barnhart,2009).

Cuando el nivel estd por debajo de 1500 mUI/ml y en la ecografia transvaginal no se
consigue identificar el saco gestacional (intra o extrautero), se considera una gestacion de
localizacion desconocida (GLD). Esto puede deberse a que sea una gestacion de menor tiempo o
una gestacion intrauterina no viable o en el 8-40% tratarse al final de un EE (Condous y cols.,
2005). Se ha descrito que con niveles de PhCG superiores a 1.500 mUI/mL es posible visualizar
el embarazo intrauterino por ecografia en el 91,5% de los casos. Por tanto, con estos niveles de
hormona y sobre todo si este supera las 2000 mUI/ml, la ausencia de saco gestacional intrattero
debe hacernos sospechar fuertemente un embarazo ectopico (Barnhart y cols., 1999). También
debe considerarse la posibilidad de un embarazo ectdpico cuando después de realizarse un legrado
uterino no ocurre un descenso > 15% de la BHCG en 8-12 horas. Existen situaciones como las
gestaciones multiples, en las cuales se han informado concentraciones de PhCG >2300 mUI/mL
antes de la identificacion de los sacos gestacionales por ultrasonido transvaginal. Esto hace que
resulte de mayor interés la valoracion de la PhCG en el tiempo (determinaciones seriadas 48-72

horas) y no en una determinacion puntual (VanMello y cols., 2012).
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1.2.6.4. PROGESTERONA SERICA

La determinacion de progesterona sérica aporta informacion acerca de la viabilidad de la
gestacion pero no asi de su localizacion. Niveles < 20 nmol/L orientan claramente hacia una GLD
o un EE, mientras que niveles > 25 y sobre todo > 60 se asocian a gestaciones viables (RCOG,
2006). Por todo ello la indicacion de la determinacidn de la progesterona vendra dada por aquellos
casos de GLD o EE con niveles de BhCG en descenso pero persistentes, en los que niveles de
progesterona < 20 nmol/L permitird retrasar los controles periddicos, ya que el cociente de

probabilidad de que evolucione hacia resolucion completa es de 45 (Verhaegen y cols., 2012).

1.2.6.5. CURETAJE UTERINO

En la actualidad se practica excepcionalmente. La muestra endometrial puede obtenerse
por biopsia en la consulta o con dilatacion y legrado en el quir6fano. Se debe hacer solamente
cuando se diagnostica un embarazo no viable (por ausencia de progresion de la BhCG o por
concentracion de progesterona menor de 5 ng/mL). Si no se observa saco dentro del ttero con la
ecografia transvaginal y la PhCG esta aumentada por encima de la zona discriminatoria,
usualmente es innecesario el curetaje uterino para confirmar el embarazo ectopico. Lo que se
busca con el curetaje es determinar si hay o no vellosidades coriales, las cuales se pueden observar
macroscopicamente con la prueba de flotacion en solucion salina o por examen microscopico. Si
se encuentran vellosidades coriales en el material del legrado el diagnostico mas probable es el
de aborto, aunque existe la posibilidad de un embarazo heterotdpico. Por el contrario, la ausencia
de vellosidades coriales apoya el diagndstico de embarazo ectdpico; una excepcion seria el aborto
completo. Ademas de descartar la presencia de vellosidades coriales, en el embarazo ectopico
pueden encontrarse un endometrio hipersecretor y el signo de Arias- Stella (Gracia y Barnhart,

2001).

1.2.6.6. LAPAROSCOPIA

En casos de incertidumbre diagnodstica, con prueba de embarazo negativa podria
realizarse una laparoscopia exploradora si la semiologia fuera indicativa o con test de gestacion
positivo y una ecografia no concluyente, ya que permitiria el diagndstico y tratamiento simultaneo
con una minima invasion quirurgica. La existencia de un cuerpo lateo hemorragico o un embarazo
ectopico con estabilidad hemodinamica también podrian beneficiarse de este tipo de abordaje

(Ovejero y cols., 2011).
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1.2.6.7. NUEVOS MARCADORES BIOQUIMICOS DE GESTACION ECTOPICA
O GESTACION DE LOCALIZACION DESCONOCIDA

El desarrollo de nuevos marcadores se basa en la alteracion de la fisiologia que tiene lugar
en el EE y que se refleja en un funcionamiento deficiente del trofoblasto, del cuerpo lateo asi
como un dafio muscular de la pared de la trompa y una alteracion del proceso de la angiogénesis
asociada a la gestacion normal. Por todo ello, se han clasificado los marcadores en: marcadores
embrionarios o placentarios, marcadores de funcion del cuerpo liteo, marcadores endometriales
y de la angiogénesis, marcadores de dafio tubarico y marcadores inflamatorios o de irritacion

peritoneal (tabla 2).

Marcadores embrionarios o placentarios (placentacion anémala)
o BhCG sérica
e Activina A+
e SPI1 (B-glicoprotrina especifica de la gestacion)
e Disintegrina y metaloproteasa 12 (ADAM 12)
Marcadores de funcion del cuerpo lateo

e Progesterona
e |nhibina A

e Estradiol

e Relaxina

e Renina

Marcadores de angiogénesis

o VEPG (vascular endotelial growth factor)

e Angiopoyetinaly 2 (ANG 1y ANG 2)
Marcadores de dafio tubarico y dafio muscular

e Creatinina Kinasa

e Mioglobina

e Miosina de musculo liso-cadena pesada
Marcadores inflamatorios o de irritacion peritoneal

e Interleukina 8

o Interleukina 6

e Factor de necosis tumoral o

e Cal2b

TABLA 2: Marcadores bioquimicos de EE y gestacion de localizacion desconocida.
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1.2.6.7.1. Marcadores embrionarios o placentarios

La proteina A plasmatica asociada a la gestacion (PAAP- A) es una proteina sintetizada
por el trofoblasto que se emplea en la actualidad en el cribado bioquimico del primer trimestre
junto con la BhCG. Niveles bajos se han relacionado con aneuploidia y aborto precoz asi como
con otras complicaciones obstétricas como el bajo peso para la edad gestacional o la preeclampsia
(D’ Antonio y cols., 2013). Sin embargo, su papel en la gestacion temprana viene dado mas por la
identificacion de viabilidad que por la localizacidon de la misma, por lo que no ayuda a discriminar

la localizacion eutopica o ectopica de la gestacion.

La activina A es una glicoproteina dimérica de la superfamilia TGF- [, un grupo de
diversos factores de crecimiento implicados en la proliferacion y diferenciacion celular. (Horne y
cols., 2011). Durante el embarazo, la placenta es el principal productor de la activina A, de forma
que sus niveles en la circulacion materna van aumentando conforme progresa la gestacion,
alcanzando su nivel maximo al término (Condous y cols., 2006; Morse y cols., 2012). Esta
proteina se ha visto implicada en la fisiologia endocrina del embarazo. Datos in vitro sugieren
que tiene un papel en la decidualizacion endometrial, por lo que una alteracion en su produccion
podria derivar en un endometrio escasamente vascularizado y por tanto con una estructura
anormal, lo que podria favorecer la implantacion fuera del ttero (Florio y cols., 2007). Sus niveles
varian ante alteraciones de invasion trofoblastica e implantacion. Se han visto niveles reducidos
en gestaciones no viables, comprobandose los niveles minimos en EE (Dart y cols., 2002; Florio
y cols., 2007; Kirk y cols., 2009). Por otro lado, sus niveles se elevan en casos de preeclampsia
(Reis y cols., 2002), retraso de crecimiento intrauterino y sobre todo en la mola hidatiforme

(Florio y cols., 2002).

Debido a los niveles tan bajos detectados en el EE, el grupo de Florio y cols. contempla
que la determinacion aislada de la activina A, estableciendo el punto de corte por debajo de 0,37
ng/ ml, consigue un test con una sensibilidad del 100 % y una especificidad del 99,6%. No

obstante, su aplicacion en clinica debe atin ser estudiada y discutida con mayor profundidad.

1.2.6.7.2. Marcadores de funcion del cuerpo luteo

De los marcadores de funcion del cuerpo liteo ya nos hemos referido anteriormente a la
progesterona por ser ya de uso habitual en la practica clinica.

La inhibina A se ha encontrado disminuida en casos de EE si se compara con los niveles
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hallados en gestaciones evolutivas. Actualmente se considera un buen marcador de viabilidad,
pero dados los resultados contradictorios obtenidos en cuanto a la prediccion de localizacion de
la gestacion, probablemente se necesiten estudios adicionales antes de considerar a este marcador

como candidato para EE (Kirk y cols., 2009; Puente, 2014).

1.2.6.7.3. Marcadores endometriales y de la angiogénesis

Tanto durante el ciclo menstrual como posteriormente durante la implantacion y las fases
posteriores, tiene lugar un intenso proceso de remodelacion vascular; proceso que permite tanto
la implantacién como el normal desarrollo placentario. Se han descrito patrones alterados de la
expresion de los marcadores angiogénicos en el aborto, el retraso de crecimiento intrauterino, la

preeclampsia e incluso en el EE, aunque para el EE existen atin pocos estudios.

Las células del sincitotrofoblasto y del trofoblasto sintetizan angiopoyetina 1 y 2 (ANG
1y 2) y las células endoteliales solo ANG 2. Se ha descrito una disminucion de los niveles de
ANG 1 y 2 en el aborto temprano y en el EE. También se encuentra menor expresion de ARNm
de ANG 1 en el trofoblasto de estas gestaciones. La ANG 1 es capaz de discriminar también entre

EE y aborto, no asi la ANG2 (Daponte y cols., 2013).

1.2.6.7.4. Marcadores de dario tubarico

Estos marcadores se basan en la liberacion de sustancias por parte del musculo liso
tubarico una vez que se ha sometido a la invasion trofoblastica. Se han estudiado la mioglobina y
la miosina del musculo liso, sin embargo no se han podido obtener resultados satisfactorios

(Puente, 2014)

1.2.6.7.5. Marcadores inflamatorios o de irritacion peritoneal

Las citoquinas son polipéptidos que se han vinculado a numerosas funciones
reproductivas, sobre todo a la implantacion embrionaria. Asi, se han estudiado la IL 8, IL 6 y el
factor de necrosis tumoral o (TNFa), como reflejo de inflamacion e irritacion peritoneal (Soriano
y cols., 2003), encontrando que los tres marcadores estarian aumentados en los casos de gestacion

ectOpica frente a aborto o gestacion evolutiva. En concreto, niveles de IL 8 por encima de 40
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pg/mL fueron capaces de diferenciar gestacion intrauterina de gestacion extrauterina con una
sensibilidad del 82,4% y una especificidad del 81,8%. Si se asociaban los tres marcadores la

sensibilidad ascendia al 100%, mientras que la especificidad bajaba al 52,9%.

Dado que el rendimiento diagnostico de un unico marcador puede no resultar 0til, se han
descrito varios estudios en relacion con la aplicacion de varias combinaciones de éstos con el fin
de mejorar su capacidad diagnostica. Este es el caso de la asociacion de VEGF, PAAP-A y la
progesterona con la que se encontrd una sensibilidad del 97,7% y una especificidad del 92.4% o,
la asociacion de VEGF con progesterona, inhibina A y activina A con las que se alcanza una

sensibilidad del 98% y una especificidad del 100% (Mueller y cols., 2004).

1.2.7. TRATAMIENTO DEL EMBARAZO ECTOPICO

Existen varias alternativas para el tratamiento del EE. En situaciones seleccionadas, en
las que se cumplan los criterios que seran enumerados en el proximo apartado, es posible evitar
el tratamiento quirdrgico y tratarlo con un fArmaco quimioterapico (metrotexate). El resto de los
casos que no cumplan dichos criterios y en todas las ocasiones en que el EE se presenta como una

emergencia por su ruptura, el tratamiento debe ser quirargico.

1.2.7.1. TRATAMIENTO MEDICO

Los casos de EE diagnosticados precozmente pueden resolverse mediante la
administracion de un tratamiento médico. Esta pauta permite abaratar los costes, evitar la
morbilidad que genera una cirugia, asi como conservar la permeabilidad tubarica y por ende la
fertilidad. Este tratamiento se basa en la administracion de un antagonista del acido folico, el
metrotexate, el cual interfiere con la sintesis de ADN y la multiplicacion celular. Se considera una
alternativa segura al tratamiento quirtrgico en casos seleccionados (Stovall y cols., 1989;
Barnhart y cols., 2007). Para que un EE sea candidato a este tratamiento se deben cumplir los
siguientes criterios: 1) estabilidad hemodinamica, 2) hCG < 5.000 mUI/mL, 3) masa anexial <
3,5 cm, y 4) ausencia de latido cardiaco (Elito y cols., 2009; Dominguez y cols., 2014). Se requiere

hospitalizacion inicial de la paciente para la administracion del tratamiento, evaluacion clinica
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estricta y posterior seguimiento con determinacién semanal de la BhGC hasta que su valor se

encuentre por debajo de 5 mUI/ml.

Las contraindicaciones para el tratamiento con metotrexate son: disfuncidén hepatica,
niveles de transaminasa glutamico-oxaloacetica (GOT) del doble de lo normal, enfermedad renal,
creatinina >1,5 mg/dl, tlcera péptica activa, discrasia sanguinea, leucocitos <3.000/mm3,
plaquetas <100.000/ pl, sospecha de pobre cumplimiento por parte de la paciente y la presencia
de actividad cardiaca fetal. Los fracasos del tratamiento con metotrexate son mas comunes cuando

los niveles de BhCG son mas altos o la masa anexial es grande (Vargas, 2010).

1.2.7.1.1. Pauta de tratamiento médico

El metotrexate se puede administrar en dosis tnica (lo méas empleado), dosis multiples
variables, o en inyeccion local.

El esquema de dosis unica consiste en administrar 50 mg de metotrexate por superficie
corporal (50 mg/m?), por via intramuscular. Su manejo se resume en la figura 7. Con este
esquema se obtiene un 87% de éxito y la incidencia de EE posterior es solo del 13% (Barnhart,
2003). El 8% de las pacientes sin embargo, requieren repetir la dosis de metotrexate. No se

recomiendan mas de 3 ciclos de tratamiento con esta pauta (Elito y cols., 2009).

Embarazo ectépico Laboratorio de base
Tratado con Metrotexate | ¢te——— | « B —-HCG
Nivel de evidencia A (I} *Hemograma
=AST
l =Hemoclasificacién:
=Si Rh (-) dar Ig anti-D

B-HCG alos
‘ 4y 7 dias

) |

2 dosis MTX (semanal) B -HCG
iximos dosrs | |m— | BHCE | e
l 1 B -HCG semanal
Hasta negativa

Tratamiento quirargico

> [ rumena Job | Laporosconta (ra. Eleceion)
Laparotomia

Nivel de evidencia A (1I-1)

T

=Inestabilidad hemodinamica
*Hemoperitoneo

*Masa anexial > 4 cm
=Consentimiento de la paciente
Nivel de evidencia A (11-1}

3 dosis de MTX y control
Dias4y 7
Nivel de evidencia A (11-2)

Figura 7: Diagrama de flujo para el tratamiento médico en pauta de dosis tinica del embarazo ectopico. Tras
la administraciéon de 50mg/m? se realiza un control de la respuesta al tratamiento mediante la determinacion de la
BhCG, el dia de la administracion del metotrexate y el cuarto y el séptimo dia después de su administracion. Si la
reduccion de los titulos de BhCG entre el cuarto y el séptimo dia estd por encima del 15% presentan buen
prondstico y requieren seguimiento semanal de la hormona hasta que esté en niveles pregestacionales. Si el séptimo
dia la BhCG es mayor, igual, o su declinacion es menor de 15% del valor del cuarto dia se debe repetir la dosis (2*
dosis) y volver a reiniciar el esquema de control. Se administraran un maximo 3 ciclos de tratamiento (3* dosis).




1.2.7.2.1. Indicaciones del tratamiento quirurgico

Se consideran indicaciones absolutas para el tratamiento quirdrgico: la presencia de
hemoperitoneo con inestabilidad hemodinamica, si existe sospecha de rotura inminente, una
puntuacion preterapéutica de Fernandez superior a 13 (tabla 3) (Fernandez y cols., 1991), cuando
se trata de una recurrencia de embarazo extrauterino sobre una trompa operada previamente donde
se prevea una salpinguectomia obligada o en casos de incertidumbre diagnostica, para realizar el
diagnostico definitivo y tratamiento del mismo si se confirmase el EE. También es una opcion
adecuada cuando la paciente, una vez expuestas las ventajas y desventajas de las dos alternativas
terapéuticas, prefiere la opcidon quirurgica, o en situaciones que se constate dificultad para el

seguimiento de dicha paciente.

1 2 3

Amenorrea (dias) > 49 =49 =42
GCH (mUI/ml) < 1.000 < 5.000 >5.000
Progesterona (ng/ml) <5 =10 >10
Dolor Sin dolor Provocado Espontaneo
Hematosalpinx (cm) =1 =3 >3
Hemoperitoneo (ml) =10 <100 > 100
GCH: gonadotropina corionica humana.

Tabla 3: Puntuacion preterapéutica de Fernandez (tomado de Ovejero y cols.)

1.2.7.2.2. Vias de abordaje

Hoy en dia, la via laparoscopica es la preferida y la mas coste-efectiva (Hajenius y cols.,
2007). La laparotomia debe reservarse para casos con hemoperitoneo importante, sangrado activo
abundante o imposibilidad de visualizar correctamente la pelvis mediante la laparoscopia. El tipo
de abordaje vendra dado, por tanto, por la situacion clinica de la paciente, la urgencia de

actuacion necesaria y la experiencia del cirujano.

1.2.7.2.3. Técnicas quirurgicas

El tratamiento quirtrgico puede basarse en la extirpacion de toda la trompa
(salpinguectomia) o bien en la seccién de la trompa y exéresis del saco gestacional

(salpingostomia).
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Estudios observacionales indican que las mujeres tratadas con salpingostomia frente a las
tratadas con salpinguectomia tienen tasas de gestacion posterior superiores (73% vs 57%) pero
las tasas de EE también aumentan significativamente (15% vs 10%) (Seeber y cols., 2006;
Hajenius y cols., 2007; Mol y cols., 2008). La decision de realizar una técnica u otra en muchas

ocasiones se toma de forma intraoperatoria.

La salpinguectomia es la técnica mas empleada, la cual tiene especial indicacion cuando
la trompa presenta un gran dafio, se trata de una recurrencia en la misma trompa, su tamafio supera
los 5 cm o bien existe un sangrado incontrolado después de intentar una salpingostomia. El
manejo mas conservador con salpingostomia quedaria reservado para pacientes jovenes con deseo
genésico, ya que esta requiere controles posteriores de BhCG hasta su negativizacion porque
pueden quedar restos de tejido trofobléstico hasta en el 5-20% de los casos. Asi mismo, también
exige posterior comprobacion de la permeabilidad tubérica. Cuando se detecta un EE persistente
tras la realizacion de una salpingostomia se puede valorar tratamiento con metrotexate o realizar

una salpinguectomia (Seifer y cols., 1993).
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1.3. MICRORNASs

1.3.1. {QUE ES UN MICRORNA?

En las ultimas décadas, se ha puesto de manifiesto que la regulacion de una gran variedad
de procesos biologicos no depende tnicamente de mecanismos de control transcripcional
(regulacién genética), sino que engloba igualmente mecanismos epigenéticos. Estos incluyen
mecanismos clasicos de control epigenético, tales como la metilacion del DNA o las
modificaciones postransduccionales de histonas, pero también elementos no convencionales de
regulacion de la expresion génica, como ciertos RNAs pequefios no codificantes (small non-
coding RNAs o ncRNA), de entre los que destacan los microRNAs (miRNAs). En este sentido,
se ha estimado que mas del 95% del transcriptoma humano estd compuesto por ncRNA, (Zhang
y cols., 2007; Lee y Dutta, 2009). De hecho, el nimero de miRNAs identificados en diversas
especies se ha incrementado de forma exponencial en los Gltimos afios desde que en 1993 Lee y

cols descubrieran estas moléculas en la especie Caenorhabditis Elegans.

Los miRNAs son pequefias moléculas de RNA no codificante, de entre 18-25 nucleo6tidos
(nt) de longitud, que operan como reguladores postranscripcionales de la expresion de numerosos
genes diana (Bartel ,2004). Los miRNA maduros son producidos por procesamiento a partir de
precursores (pri-miRNAs), que son transformados por accion del complejo nuclear Drosha en
pre-miRNA (70 nt), que tras su exportacion al citoplasma son a su vez convertidos en miRNA
maduros por accion secuencial del complejo enzimatico Dicer y miRISC (Prieto y Markert,,
2011). Por ultimo, los miRNAs maduros se asocian con el complejo RISC, reprimiendo la

traduccion de proteinas (figura 8) (Cheng et al 2005, Bueno et al 2008, Qavi et al 2010).

En animales, el principal mecanismo de regulacion por miRNAs viene dado por su
capacidad de union por homologia parcial a secuencias complementarias en las regiones 3’-UTR
de diferentes RNA diana, provocando en la mayoria de los casos silenciamiento génico por
bloqueo de la traslacion (Yu, 2008). Eventualmente, ciertos miRNAs pueden favorecer la
degradacion de sus RNA diana, promoviendo del mismo modo la supresion de la expresion. En
todo caso, se han descrito también sitios de reconocimiento de miRNAs en regiones codificantes
y 5’-UTR de ciertos genes, y en ciertas ocasiones la accion de miRNAs se ha asociado a un

aumento de la expresion de genes diana.

Un aspecto importante es que los miRNAs, ademas de encontrarse a nivel citoplasmatico
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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 miRNAs
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).

Nucleus
pre-miRNA i

Cytoplasm

miRNP (miRISC) assembly

Unwinding of miRNA duplex
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Figura 8: Proceso de sintesis de miRNA maduro. El precursor de RNA (pri-miRNA) es
transformado por accion del complejo nuclear Drosha en pre-miRNA dentro del nucleo. Tras su
exportacion al citoplasma se convierte en un miRNA maduro por accion del complejo enzimatico
Dicer. Finalmente el miRNA maduro se asocia a miRISC reprimiendo la traduccién de proteinas.
(tomado de Singh y cols.,2008).
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Destacablemente, un mismo miRNA puede presentar secuencias de reconocimiento en
las 3°-UTRs de numerosos genes, lo que incrementa considerablemente su capacidad reguladora.
Estimaciones informaticas indican que un mismo miRNA puede regular hasta 100 targets génicos,
pudiendo afectar de forma colectiva a diversos elementos de una misma ruta o proceso biologico
(Yu, 2008; Bueno y cols.,2008). Alternativamente, un mismo gen diana puede estar sometido a la
accion reguladora de numerosos miRNAs. Por otro lado, la expresion de los distintos miRNAs es
sensible a la accion moduladora de numerosos factores, incluyendo tanto sehales endégenas como
ambientales (Prieto y Markert, 2011). Esta multiplicidad de miRNAs, targets potenciales y
sistemas de control resultan en una combinacion exponencial de posibilidades de regulacion, que
otorga al sistema de una considerable plasticidad, 6ptima en el control de procesos biologicos
complejos. En este sentido, diversos estudios de expresion y funcionales han documentado la
presumible implicacion de familias de miRNAs en la regulacion de procesos biologicos diversos
que incluyen la proliferacion y el metabolismo celular, la apoptosis, el desarrollo neuronal, la
hematopoyesis, la transformacion tumoral, mecanismos de control epigenético, tales como la
propia metilacion del DNA y la modificaciéon de histonas, y mas recientemente la homeostasis
glucidica, la sensibilidad a la insulina y diversas rutas metabolicas (Zhang y cols., 2007; Rivera
y Bennett, 2010; Jordan, 2011; Zhu, 2011). También existen ya numerosas investigaciones acerca
de la implicacion de los miRNAs en diversas patologias obstétricas y ginecoldgicas, como la
preeclampsia, el retraso de crecimiento intrauterino (Mayor-Lynn y cols., 2011; Chen y Wang,
2013; Xu y cols., 2014; Sandrim y cols., 2016), el cancer de cérvix, endometrio y ovario o la
endometriosis (Gilabert y cols.,, 2012). A pesar de este niimero creciente de evidencias
experimentales, numerosos aspectos acerca del papel fisiologico y fisiopatologico de los sistemas

de regulacion por miRNAs permanecen atin desconocidos.

1.3.2. PAPEL DE LOS MICRORNASs EN LA IMPLANTACION

En la actualidad, 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. No obstante, en la ultima década el desarrollo
de la biologia molecular ha permitido la investigacion sobre la genomica del desarrollo

endometrial humano (Martin y cols., 2002; Dominguez y cols., 2003; Horcajadas y cols., 2004).

Entender cual es la implicacion de los miRNAs en la regulacion de la expresion génica
en el sistema reproductor nos ayudaria a comprender donde esta el problema en determinadas

situaciones clinicas y a aplicar el manejo mas apropiado en cada una de ellas, para conseguir una
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relaciéon perfecta entre un embrién bioloégicamente viable y un endometrio receptivo,

incrementando con ello el éxito de la reproduccion.

Hu y cols. demostraron un aumento de miR- 21 en los sitios de implantacion sobre el dia
5 de embarazo, sugiriendo esto que este miRNA tiene una funcidén importante durante la
implantacion embrionaria. Kuokkanen y cols. encontraron 12 miRNAs (miR29B, miR29C,
miR30B, miR30D, miR31, miR193A-3P, miR203, miR204, miR200C, miR210, miR582—5P, and
miR345) que estaban elevados en el endometrio durante la fase secretora del ciclo menstrual,
actuando como supresores de genes del ciclo celular lo cual confirma que inhiben la proliferacion
celular. Posteriormente, Altmée y cols. analizaron biopsias endometriales en la fase prereceptiva
del ciclo (LH+2) y en la fase receptiva (LH+7) de mujeres fértiles y encontraron que un grupo
de miRNAs (hsamiR-30b y hsa-miR-30d) estaban significativamente sobreexpresados, mientras
que los niveles de hsa-miR-494 y hsa-miR-923 estaban disminuidos. Ademas, Galliano et al.
hicieron una revision sistematica de los miRNAs relacionados con la implantacion humana y
concluyeron que los miRNAs tienen un papel fundamental y estan implicados en procesos de
viabilidad embrionaria, fallo de implantacién, embarazo ectdpico y gestacion de localizacion
desconocida, y lo que todavia seria mas interesante, podrian utilizarse como biomarcadores no

invasivos de determinadas patologias o indicadores prondsticos.

La figura 9 muestra los posibles mecanismos de estricta regulacion por los que los
miRNAs potencialmente estarian implicados en el proceso de implantacion, actuando tanto a nivel

embrionario como a nivel endometrial.
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Figura 9: Mecanismos de regulacion de los miRNAs en el proceso de implantacion. Los miRNAs estan implicados tanto a

nivel endometrial como a nivel embrionario. Determinados miRNAs sintetizados por el endometrio y/o el embrion regulan

vias de sefalizacion implicadas en la implantacion embrionaria. Determinadas situaciones clinicas patolégicas, como el

sindrome de ovario poliquistico, o el fallo de implantacion, presentarian patrones de expresion de miRNAs anomalos (tomado

de Galliano y cols., 2014).

1.3.3. PAPEL DE LOS MICRORNAs EN LA PLACENTA

La identificacion de los miRNA, como moléculas con capacidad reguladora de multiples

dianas y procesos biologicos, que incluyen la proliferacion celular, 1a apoptosis y la remodelacion

tisular, condujo a la realizacion de estudios de expresion de familias de estos ncRNAs en diversos

tejidos, incluida la placenta (Barad 2004; Liang y cols., 2007). Estos analisis sentaron las bases

de estudios posteriores dirigidos a identificar familias de miRNAs con posible implicacion en

aspectos basicos de la fisiologia placentaria. Si bien el nimero de analisis a este respecto es atin

limitado, los estudios publicados hasta la fecha han permitido identificar miRNAs
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especificamente expresados en placenta e iniciar la caracterizacién de cambios en los niveles de

miRNAs concretos durante la gestacion normal y patologica.

Los estudios iniciales de perfiles de expresion de miRNAs en diversos tejidos humanos
por microarrays identificaron grupos miRNAs selectivamente expresados en tejido placentario;
entre otros, miRNAs de los tipos 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 (Barad 2004;
Liang y cols., 2007; Donker y cols., 2012).

Curiosamente, muchos de los miRNAs que se expresan especificamente en la placenta
estan codificados por el cluster C14MC y el cluster C19MC (localizado en la regiéon del
cromosoma 19q13), que es uno de los clusters humanos de genes de miRNAs mdas grandes
descubiertos hasta la fecha (Noguer-Dance y cols., 2010; Chen y Wang, 2013), siendo el cluster
C19MC de herencia paterna y el C14MC de herencia materna. Ambos clusters parecen jugar un
papel importante en la regulacion de la diferenciacion celular y la inmunomodulacion durante el

embarazo (Gu y cols, 2013)

Gu y cols. publicaron en 2013 un estudio donde comparaban las diferencias de expresion
de diversos miRNAs en el primer (6-8 semanas) y tercer trimestre de gestacién. Obtuvieron 191
miRNAS que estaban distintamente expresados en el primer y el tercer trimestre. Los miRNAs de
los clusters miR-17-92, C14MC, miR-371, y C19MC estaban significativamente sobreexpresados
en el primer trimestre, en tanto que los miRNAs de las familias Let-7 y miR-34, y de los clusters
miR-29, miR-195 y miR-181c, estaban sobreexpresados en las placentas del tercer trimestre.
Concluyeron que los miRNAs con funcion oncogénica, angiogénica o antiapoptotica estaban
predominantemente expresados en el primer trimestre, mientras que los miRNAs que promueven
la diferenciacion celular y que actian de supresores tumorales estain mas expresados en el tercer
trimestre, lo cual hace pensar que estos miRNAs tienen un papel critico en el desarrollo

placentario.

1.3.4. MICRORNAS CIRCULANTES DURANTE LA GESTACION

Un aspecto muy notable en relacion con los miRNAs en general, y los de expresion
placentaria en particular, es que éstos pasan al torrente circulatorio donde son detectables

mediante técnicas convencionales, tales como stem-loop RT-PCR vy arrays. Es destacable el hecho



de que los miRNAs son enormemente estables, lo que facilita metodoldgicamente su deteccion
en muestras congeladas de plasma/suero (Reid y cols., 2011). De hecho, desde 2008 hasta la fecha,
han sido publicados un ntimero atn limitado, aunque ilustrativo, de estudios que documentan
cambios en los perfiles circulantes de miRNAs tanto en gestacion normal como en ciertas
patologias del embarazo (Chim, 2008; Gilad, 2008; Miura, 2010; Kotlabova y cols., 2011; Dragos
Cretoiu y cols., 2016).

Estudios en gestacion normal han permitido identificar grupos de miRNAs cuyos niveles
circulantes aumentan drasticamente durante el embarazo, tales como miR-141, miR-149, miR526,
miR527, miR-424 y miembros del cluster CI9MC (miR-517a, miR-518b, miR-518e y miR-524);
éstos ultimos detectados exclusivamente en gestantes (Chim, 2008; Gilad, 2008; Miura, 2010;
Kotlabova u cols., 2011). En algunos de los estudios indicados, se llevaron a cabo comparaciones
de cambios en los niveles circulantes de ciertos miRNAs (tales como miR-515, miR-517, miR-
518, miR-526 y miR-323) entre finales del primer trimestre-inicio del segundo (entre 12 y 13

semanas) y tercer trimestre de la gestacion (Miura, 2010).

En otros estudios, se correlacionaron cambios en los niveles circulantes de determinados
miRNAs con ciertas patologias gestacionales. Por ejemplo, los niveles de diversos miRNAs estan
incrementados en casos de pre-eclampsia, entre los que se encuentra miR-210 (Prieto y Markert,,
2011). Del mismo modo, se ha documentado la supresion en los perfiles circulantes de miR-132,
miR-29 y miR-222 durante el segundo trimestre como predictores del desarrollo de diabetes
gestacional (Zhao y cols., 2011). Estos estudios, aun muy limitados en niumero, ilustran la posible
utilidad de la deteccion de miRNAs circulantes como herramienta diagndstica de determinadas

patologias gestacionales.

1.3.5. MICRORNAs RELACIONADOS CON EL EMBARAZO ECTOPICO

Como se indicd en secciones previas, hasta la fecha se han investigado diversos
biomarcadores como la progesterona, la inhibina A, la activina A, la PAAP-A, para intentar
conseguir un diagnostico mas precoz y preciso del EE del que podemos realizar en la actualidad,
aunque su utilidad clinica es bastante limitada por dos razones principales. En primer lugar, las
concentraciones séricas de estos varian en funcion de la edad gestacional. En segundo lugar, estos
son capaces de discriminar entre EE y gestacion de curso normal pero no permiten la distincion

entre un EE y un aborto (Cartwright y cols., 2009). Seria un marcador ideal aquel que sea estable

32



y que permita la distincion entre EE y aborto. En este contexto, los miRNAs serian grandes

candidatos a nuevos estudios por su estabilidad y su capacidad de pasar a la sangre periférica.

Zhao y cols. encontraron que las concentraciones circulantes de miR-323-3p y miR-525-
3p permanecian estables a lo largo del embarazo. Ademas demostraron que los niveles de miR-
323-3p eran significativamente mas elevados en casos de EE que en casos de abortos o
gestaciones evolutivas, lo cual permitiria discriminar entre los tres diagndsticos. En sus resultados
encontraron que la determinacion aislada del miR-323-3p proporcionaba para el diagnoéstico del
EE una sensibilidad del 37% para una especificidad del 90 %; en tanto que los marcadores
empleados hoy en dia como la hCG o la progesterona so6lo alcanzaban una sensibilidad del 14,8
y 3,7%, respectivamente para dicha especificidad. Aun asi, esta sensibilidad no seria suficiente y
probablemente el uso de una combinacién de multiples marcadores podria ser la solucion. Este
mismo grupo consiguié una sensibilidad del 90 % para una especificidad del 80.7% cuando
combind hCG, progesterona, miR-323-3p, miR-525-3p, miR-517a y miR519d. Todos estos
miRNAs estan asociados al embarazo y aparecen rapidamente en la sangre materna durante al
mismo y descienden rdpidamente tras el parto (Miura y cols., 2010). Una alternativa para
optimizar la sensibilidad podria ser el andlisis por pasos llevado a cabo por Zhao y cols., con
hCG, progesterona y miR-323-3p, que obtuvo una sensibilidad del 96,3% y una especificidad del
72,6%. Todos estos datos sugieren que el miR-323-3p puede ser un marcador util incorporado en
un sistema de multiples marcadores para un diagndstico mas preciso y precoz del EE.
Probablemente, tal como sugirieron Miura y cols., la secrecion de este miRNA no sea
exclusivamente por el tejido placentario, sino también por el tejido tubarico dafiado o la

inflamacién peritoneal que genera esta patologia.

Recientemente, en el hospital universitario de Nagasaki se ha llevado a cabo otro estudio
sobre los niveles circulantes de miRNAs en casos de EE ( Miura y cols., 2015). Estos encontraron
diferencias significativas de la expresion en plasma o suero materno de miRNAs asociados al
embarazo (miR-323-p, miR-515-3p, miR-517a, miR- 517c y miR-518b) y de hCG en casos de
EE, abortos espontdneos y embarazos normales. Sin embargo cuando se realizo el analisis de
correlacion entre los niveles de hCG y dichos miRNAs no se encontrd ninguna relacion. Por otro
lado, al realizar el andlisis estadistico univariante para cada miRNA, se obtuvieron diferencias en
la expresion del miR-517a en EE y abortos espontaneos frente a gestaciones normales, pero
solamente la expresion de miR-323-3p permiti¢ distinguir entre EE y abortos espontaneos con
un area bajo la curvade 0,7454 ( IC 95% (0,5558-0,9349), por tanto sin conseguir significacion
estadistica.

Ellos abogan que probablemente la no significacion estadistica se deba al reducido tamafio

muestral. Aun asi, las tendencias de expresion observadas les hacen confiar en que con estudios
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a largo plazo se pueda demostrar su valia como marcadores independientes del EE.

En otro estudio de casos y controles publicado recientemente por Dominguez y cols,
constatan una expresion diferenciada y estadisticamente significativa de distintos miRNAs, tanto
en tejido trofoblastico como en circulacion materna periférica, en casos de EE frente a controles
de similares edades gestacionales. Los controles que emplearon fueron interrupciones voluntarias
del embarazo (IVE). Este grupo encontrd que los niveles de cuatro miRNAs (hsa-miR-196b, hsa-
miR-30a, hsa-miR-873, and hsa-miR-337-3p) eran claramente inferiores en los casos de EE frente
a los controles, y otros tres miRNAs (hsa-miR-1288, hsa-miR-451, and hsa-miR-223) estaban
significativamente elevados en los EE. Postulan que la alteracion de estos siete miRNAs podria
afectar a las vias criticas para la correcta implantacion, como la remodelacion de la matriz
extracelular o la sintesis de mucinas, conllevando a una implantacion andmala como ocurre en el

EE.

1.3.6. COMPLEJO LIN28/ Let-7

LIN28 en una proteina de uniéon a RNA (RNA binding protein) que ejerce funcion de
control postrasnscripcional en diferentes dianas. Esta proteina fue aislada por primera vez en la
especie Caenorhabditis Elegans donde demostrd un papel fundamental en su desarrollo (Moss y
cols., 1997). En mamiferos se han aislado dos genes relacionados con LIN28, el LIN28a y el
LIN28b (Moss y Tang, 2003; Guo y cols., 2006; Balzer y Moss, 2007). Se ha visto que esta
implicado en el control de la sintesis de diversos miRNAs, especialmente de la familia let-7 a los
que bloquea a través de la inhibicion de la maduracion de sus precursores (Heo y cols., 2008;
Viswanathany cols., 2008) (ver figura 10). Ademas, es capaz de unirse a diversos mRNAs
convencionales, como aquellos que codifican la proteina IGF2 (Balzer y Moss, 2007; Polesskaya
y cols., 2007), el factor de pluripotencialidad OCT4 (Qiu y cols., 2010), y la histona H2a (Xuy
Huang, 2009), asi como, a multiples reguladores del ciclo celular, como las ciclinas Ay B y el
CDK4 (Xu y cols., 2009). En cualquier caso, esta habilidad para unirse tanto a miRNAs como a
mRNAs convencionales les confiere un amplio espectro de dianas de actuacion y la capacidad de
regular multiples procesos. Esta familia de proteinas esta ampliamente expresada durante la etapa
del desarrollo embrionario, pero durante la edad adulta se restringen a determinados tejidos (Yang
y Moss, 2003). Adicionalmente, se ha demostrado que actiian como factores de pluripotencialidad
celular. Asi, junto con OCT4, SOX 2 y NANOG, actiian en la reprogramacion de células humanas
somaticas en células madre pluripotentes (Yu y cols., 2007). En otros estudios se han relacionado

con la edad de la menarquia (He y cols., 2009; Yan y cols., 2009; Wu y cols., 2012; Tong y cols.,
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2012), el desarrollo mamario y la talla adulta (Phillips y cols., 2010) y probablemente junto con

la familia Let -7 tengan implicacion en la regulacion de la pubertad (Sangiao y cols., 2013).

La familia Let-7 abarca un grupo de nueve miRNAs (Let-7a hasta Let-7i), codificados
por dos clusters de genes (uno que codifica para Let-7a, Let-7c y Let-7f; otro que codifica para
Let-7b, Let-7d, Let-7e, Let-7g, Let-7i) cuya maduracion se encuentra bajo el control represor de
Lin28B (Heo y cols., 2008; Viswanathany cols., 2008), y cuya expresion es a su vez regulada por
otros miRNAs (p.¢j., mir-132 y mir-145), y diversos factores transcripcionales, tales como c-Myc
(figura 10). Los miRNAs de la familia Let-7 habian sido catalogados como supresores de tumores
(Esquela-Kerscher y cols., 2008), de hecho diversos oncogenes como c-myc, Ras y Cdk 6 son
dianas conocidas de los Let-7 mi-RNAs. Ademas, participan en el control de la
pluripotencialidad, proliferacion y diferenciacion celular (Bussing y cols., 2008; Boyerinas B y

cols., 2010).

Un estudio reciente investigd la expresion del sistema LIN 28/ Let-7 en tejido humano
gestacional en el embarazo a término. Su hipotesis era que la cascada de inflamacion que se activa
durante el parto debia producir un aumento de LIN28 y un descenso de Let-7, por lo que
elaboraron un estudio de casos (tejido placentario de mujeres que se habian puesto de parto) y
controles (cesareas programadas sin prodromos de parto). No encontraron diferencias
significativas en este sentido. Lo que si observaron fue que estos miRNAs son especificos de cada
tejido, ya que obtuvieron expresion alta de LIN28 en la placenta y el corion, y esta era ausente en
el amnios. Sin embargo, la expresion de Let-7b y ¢ era mas baja en el corion que en la placenta y

en el amnios (Chan y cols., 2013).

Dado que no hay publicaciones de casos y controles sobre los cambios en el patron de
expresion de los miRNAS en tejido de EE y menos aun en concreto del sistema LIN28/Let-7, y
que existen escasos estudios que se hayan centrado en el comportamiento de la expresion de los
miRNAs en fases precoces de la formacion placentaria, nos pareci6 interesante desarrollar este
estudio para conocer el papel del sistema LIN28/Let-7 y algunos miRNAs asociados en el tejido

placentarios de embarazos normales frente a ectdpicos.
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2. HIPOTESIS

En la regulacion de los procesos bioldgicos actuan diversos sistemas, entre ellos, los
mecanismos epigenéticos a través de los miRNAs. Estos pequefios fragmentos de RNA no
codificante estan siendo activamente estudiados en la actualidad ya que variaciones en sus niveles
se estan relacionando con distintas patologias. En la actualidad se han identificado miRNAs
implicados en las vias de regulacion y desarrollo de la invasion tumoral, proceso que tiene muchos
aspectos en comun con la invasion placentaria del endometrio; por ello, cabe esperar que existan
miRNAs implicados también en este proceso. Asi mismo, existen ya estudios sobre miRNAs
expresados especificamente en el embarazo y que han constatado diferencias de expresion al

comparar gestaciones normales con patologicas.

Por tanto, la hipdtesis principal planteada en esta tesis doctoral se basa en el hecho de que
en situaciones donde ocurre una implantacion anémala, como sucede en el embarazo ectdpico, el
nivel de expresion de miRNAs y en concreto del complejo LIN 28/Let- 7 en el tejido embrionario,

sea diferente al hallado en gestaciones normales.
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3. OBJETIVOS

Nuestros objetivos principales en esta tesis fueron los siguientes:

1. Identificar el perfil global de expresion de LIN28/Let -7 y miRNAs asociados (miR-132,
miR-145y mir-323-3p) en tejido embrionario procedente de gestaciones evolutivas sanas

con interrupcion voluntaria del embarazo en el primer trimestre de la gestacion.

2. Identificar el perfil global de expresion de LIN28/Let -7 y miRNAs asociados (miR-132,
miR-145 y mir-323-3p) en tejido embrionario procedente de gestaciones ectdpicas

tubéricas.

3. Comparar y validar el perfil global de expresion de LIN28/Let -7 y miRNAs asociados
(miR-132, miR-145 y mir-323-3p) en tejido embrionario procedente de gestaciones
ectdpicas tubaricas y de gestaciones evolutivas sanas con interrupcion voluntaria del

embarazo en el primer trimestre de la gestacion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. APROBACION DEL ESTUDIO POR EL COMITE ETICO

Este estudio de casos y controles fue aprobado tras la presentacion y justificacion del
proyecto por el comité de ética del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, de Valencia,

Espana.

Las partes del estudio realizadas con pacientes humanos y la recogida de muestras se
llevaron a cabo de conformidad a las normas sobre experimentaciéon humana dimanantes del
codigo de Nuremberg (1947), declaraciones de Helsinki (1964), Sidney (1968), Tokio (1975),
Venecia (1983), Hong-Kong (1989) y complementarias, directiva 91/507/CE, R.D. 561/1993,
convenio de Bioética del Consejo de Europa (BOE 20/10/99) y Cédigo de ética y Deontologia

Meédica vigente.

Las muestras biologicas fueron recogidas en el momento en que las pacientes fueron
sometidas a la cirugia dentro de su proceso terapéutico previsto tras la firma del consentimiento
informado. En ningln caso se llevé a cabo ningun procedimiento quirirgico que tuviera como

objetivo exclusivo o prioritario la toma de estas muestras.

4.2. SELECCION DE PACIENTES

Se incluyeron en el estudio pacientes procedentes del Servicio de Obstetricia y Ginecologia
del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, diagnosticadas e intervenidas de gestacion
ectopica por métodos convencionales, previa confirmacion del cumplimiento de los criterios de
inclusion y firma del correspondiente consentimiento informado (anexo 1). De igual forma se
incluyeron en el estudio pacientes con embarazos normales libres de patologia de la implantacion
que decidian interrumpir voluntariamente la gestacion y que aceptaban las condiciones del estudio

mediante la firma del consentimiento informado y que cumplian los criterios de inclusion.

Se seleccionaron 43 pacientes con gestaciones intrauterinas normales que habian decidido
someterse a una interrupcion voluntaria del embarazo (IVE) y 17 pacientes diagnosticadas de EE

tubarico (figura 11). Se recogieron los siguientes datos de las pacientes: edad, formula gestacional,
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habito tabaquico, antecedentes de aborto previo, factores de riesgo del EE (antecedente de una
infeccion pélvica, historia de infertilidad, uso de anticonceptivo con gestagenos o el uso de
dispositivos intrauterinos). Los casos de EE fueron diagnosticados mediante ecografia
transvaginal y la determinacion seriada de B-hCG en sangre. Este era finalmente confirmado con

la laparoscopia que servia de diagnostico definitivo al mismo tiempo que para su tratamiento.

IVE Embarazo ectopico
n=43 n=17
Extraccion de RNA
PCR cuantitativa

Figura 11: Tamaifio muestral y procedimientos de laboratorio.

4.2.1. CASOS: CRITERIOS DE INCLUSION

Las mujeres seleccionadas para formar parte del grupo de estudio fueron todas aquellas
mujeres mayores de 18 afios de edad que fueron diagnosticadas de EE tubaricos mediante
ecografia y determinacion seriada de BhCG y sometidas a una salpinguectomia laparoscopica para
su resolucion, en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe en el periodo entre 2011 y 2013.
Previamente debian comprender y aceptar la participacion del estudio mediante la firma del

consentimiento informado correspondiente.
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4.2.2. CASOS: CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio a todas aquellas mujeres que presentaban patologia psiquidtrica
o cognitiva que impidiera la comprension de las condiciones del consentimiento informado. Otros
casos que no se consideraron aptos para participar fueron todo tipo de embarazos evolutivos o
cualquier otra patologia gestacional que no se tratase de una gestacion ectopica. Asi mismo, las
pacientes que cumplian criterios de tratamiento médico con metrotexate (BhCG entre 1500-5000
mUI/ml, ausencia de latido cardiaco, estabilidad hemodindmica y didmetro del saco gestacional
menor de 40 mm) y que optasen por esta opcion terapéutica fueron inmediatamente descartadas,
aunque finalmente se sometieran a tratamiento quirtrgico por fracaso del tratamiento con

metrotexate quedaban excluidas del estudio.

4.2.3. CONTROLES: CRITERIOS DE INCLUSION

El grupo control se formd con pacientes mayores de edad con gestaciones normales
intrauterinas que se sometian a una interrupcion voluntaria del embarazo amparandose a la libre
interrupcion de la gestacion hasta la semana 14 y que aceptasen las condiciones del estudio

mediante la firma del consentimiento informado correspondiente.

4.2.4. CONTROLES: CRITERIOS DE EXCLUSION

Quedaron excluidas para formar parte del grupo control las pacientes con cualquier tipo de
patologia placentaria, los casos de sospecha de malformaciones fetales, las gestaciones gemelares
y obviamente las mujeres con patologia psiquiatrica o cognitiva que impidiese la comprension de

las condiciones del consentimiento informado.
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4.3. RECOGIDA, TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE LAS
MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras se comenzaron a recoger una vez obtuvimos la aprobacién del estudio por

el comité ético del Hospital Universitario y Politécnico la Fe.

Tras la firma del consentimiento informado correspondiente en cada caso se procedi6 a
la recogida de muestras de placentas de gestaciones normales (controles) y gestaciones ectopicas
(casos) en el curso de procedimientos terapéuticos reglados. El procesamiento de las mismas se

realiz6 seglin la normativa vigente.

Las muestras del grupo de los casos se recogieron durante la intervencion quirurgica via
laparoscopica prevista para su tratamiento. Se emplearon 4 trocares: uno de 10 mm umbilical o
infraumbilical segln el criterio del cirujano para la introduccion de la camara, otro de 10 mm en
la fosa iliaca derecha (FID) y dos trocares de 5 mm en localizaciones suprapubica y e iliaca
izquierda. Se realizd en todos los casos una salpinguectomia unilateral de la trompa afectada
mediante corte y coagulacion bipolar con una distancia de seguridad a ambos lados del EE de
minimo 1 cm. La pieza era extraida en una bolsa de extraccion laparoscopica (endobag) a través
del puerto de 10 mm situado en FID. Tras esto uno de los investigadores colaboradores del estudio
que estaba presente en el quir6fano procedia a la obtencion de la muestra. Este realizaba una
incision longitudinal en la parte antimesentérica de la trompa y aplicaba presion de forma sutil
con dos dedos para extraer el tejido embrionario. Dicho tejido se separaba cuidadosamente de los
coagulos y del tejido tubarico bajo vision con un estereomicroscopio. El tejido seleccionado (0'5-
2 cm de placenta), se introducia en tubos de eppendorf rellenados con Trizol® y posteriormente
eran congelados a -80 °C hasta ser cuantificados. Un pequefio fragmento de la pieza se enviaba
para estudio anatomopatologico y confirmacion del diagndstico histologico. En el caso de los IVE
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 la misma forma que
los EE y se colocaron inmediatamente en el reactivo Trizol®, para ser congeladas y almacenadas

a -80° hasta ser cuantificadas.
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4.4. ANALISIS DE EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR
CUANTITATIVA

4.4.1. AISLAMIENTO DE mRNA/miRNA

La extraccion de ARN total de las muestras (en la cual se incluyen los miRNAs) se realizo
usando el agente trizol® (Invitrogen, CA) de acuerdo con el protocolo recomendado por el
fabricante (protocolo de Chomczynski y Sacchi, 1987). Después del TRIzol®, se afiadio 0,2
volumenes de cloroformo por cada volumen de TRIzol® utilizado en origen. Se agitd
vigorosamente con ayuda de un vortex durante 15 segundos y se dejo reposar 2-3 min a
temperatura ambiente. Tras una centrifugacion a 12000 revoluciones por minuto (r.p.m) durante
15 min a 4°C se transfirio la fase acuosa a otro tubo y se le adicion6 0,5 volimenes de isopropanol
por cada volumen de TRIzol® empleado al inicio. Se dejo precipitar 10 min a temperatura
ambiente o durante toda la noche a -20°C y tras otra centrifugacion a 12000 r.p.m durante 15 min
a 4°C se obtuvo un precipitado de ARN. Este pellet se lavo con etanol al 70% en agua DEPC
(dietil pirocarbonato) y se volvid a centrifugar por tltima vez a 7500 r.p.m durante 5 min a 4°C.

Finalmente se resuspendio en 15 pL de agua-DEPC.

Terminada la fase de extraccion de ARN de cada una de las muestras, se procedio a
cuantificar la concentracion de ARN total y a valorar la calidad del mismo midiendo por
espectrofotometria. Para ello se empled un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo-
Scientific) y la presencia, la proporcion, y la calidad de los miRNAs se evaluaron con pequefios

RNA LabChips y Bioanalyzer (Agilent), siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.4.2. RETROTRANSCRIPCION Y AMPLIFICACION DE RNAS MENSAJEROS
POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN TIEMPO REAL
(Q-PCR) O CUANTITATIVA

En el caso del andlisis de los RNA mensajeros, se procedié a retrotranscribir el ARN
obtenido a ADN complementario (ADNc) para posteriormente poder analizarlo por Q-PCR. La

retro-transcripcion (RT) en una reaccion de 30 pl se realiz6 mediante iScript ™ Transcripcion



inversa super-mix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California).

La Q-PCR en tiempo real (real time PCR) es una variante de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizada para amplificar y simultineamente cuantificar de forma absoluta el
producto de la amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN). En este caso se realizo la Q-
PCR con Bio-rad SFX96TM Real-Time System (Bio-Rad Labo-ratorios,Hercules,California)
para amplificar los mRNAs objetivos.

Para la cuantificacion del ARNm de LIN28b y L19 (housekeeping gene o gen reportero)
en muestras de la placenta, se traté 1 ug de ARN total por muestra de tejido con RNasa libre de
DNasa-I (Promega, Madison, Wyoming) y la retro-transcripcion (RT) se realizé en una reaccion
de 30 ul se realizéo mediante iScript ™ Transcripcion inversa super-mix (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, California).

Para la amplificacion por Q- PCR, se utiliz6 SYBR Green gPCR Master Mix (Promega)
con las secuencias de cebadores que se muestran en la tabla 4.

—
MicroRNA Primer empleado para amplificar

hL19-forward 5’-GAAATCGCCAATGCCAACTC-3’

hL19-reverse 5’-ACCTTCAGGTACAGGCTGTG-3’

ALINZSB- | 5. CATCTCCATGATAAACCGAGAGG-3’
Sforward

hLIN28B- 5"-GTTACCCGTATTGACTCAAGGC-3’
reverse

Tabla 4: Tabla donde se representan los cebadores especificos usados para los
genes utilizados en nuestros estudios.



http://es.wikipedia.org/wiki/Reacción_en_cadena_de_la_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacción_en_cadena_de_la_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacción_química
http://es.wikipedia.org/wiki/Ácido_desoxirribonucleico

La PCR se realizé comenzando por un ciclo de 95 ° C durante 2-minutos, seguido por
35 ciclos de 15-segundos a 95 ° C, 30-segundos a 62 ° C, y 10 segundos-a 72 ° C, seguido de un
ciclo final de 72 ° C durante Iminuto. L19 se empled como control interno para la eficiencia de
la reaccion y la carga de la muestra. Los niveles relativos de los mRNAs se normalizaron con

los niveles de expresion de transcripcion del control interno.

4.4.3. RETROTRASCRIPCION Y AMPLIFICACION DE miRNAS POR Q-PCR

El sistema mas cominmente empleado para la deteccion de miRNAs especificos es la
gPCR. Una reaccion a tiempo real para miRNAs comienza con la transcripcion inversa de RNA
a cDNA. La longitud limitada de los miRNA (unos 22 nucle6tidos), la falta de una caracteristica
comun, como una secuencia de poli {A} en la cola y el hecho de que la secuencia de los miRNAs
maduros también esta presente en el pri y el pre miRNA generan dificultades para realizar la
retrotranscripcion. En nuestro trabajo los miRNAs fueron transcritos individualmente mediante

el empleo de cebadores especificos mediante el sistema stem loop RT.

Estos cebadores estan disefiados para tener una region corta de una sola cadena que es
complementaria a la secuencia conocida en el extremo 3' de los miRNA, una parte de doble cadena
(stem) y el bucle (loop) que contiene la secuencia de unidén al cebador universal TagMan

MicroRNA RT ( Applied Biosystems, Foster City, CA).

Se cuantificaron los miRNA, let-7a, miR-145, 132-miR y miR-323-3p (ver esquema en
Sangiao-Alvarellos et al. Endocrinology 2013). El cDNA se sintetiz6 usando 10 ng de RNA total
con TagMan-specific RT primers y el TagMan microRNA reverse transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, California).

La mezcla para la reaccion (15pl) de retrotranscripcion se realizd en un termociclador
(iCycler iQ®5; Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) con las siguientes condiciones: 16 © C durante
40 min, 42 ° C durante 40 min y 85 ° C durante 5 min. Una vez finalizada la RT, el volumen de
reaccion se diluyo con agua libre de nucleasa hasta obtener un volumen final de 215ul. E1 cDNA

resultante se empled como molde para la qPCR.

A partir de aqui, la PCR cuantitativa se realizé mediante ensayos predisefiados para let-
7a, mir-145, mir-132 y RNU6 (Applied Biosystems). Para la determinacion cuantitativa de los

miRNAs se usé el gen RNU6 como referencia interna.
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Cada reaccion de PCR contenia 1,33ul del producto de la RT {dilucién 1:15} y los

siguientes reactivos (Applied Biosystems):
e 1 ul de TagMan® Small RNA Assay 20X
¢ 10 pl de TagMan® 2X Universal PCR Master Mix {No AmpErase® UNG}

¢ 7.67 pul de Nuclease-free water

El volumen final obtenido de la reaccion de PCR fue de 20ul. Las condiciones de ciclado
térmico fueron las siguientes: i} 2 mina 50 © C; ii} 10 min a 95 ° C y iii} 40 ciclos de 15 segundos
a95°Cy 1 mina60° C. Los andlisis de datos se llevaron a cabo de la misma manera que para

los mRNA pero, en este caso, RNU6 se utiliz6 como referencia interna.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados sobre niveles hormonales se presentan como media £ SEM. Los resultados
se analizaron estadisticamente mediante ANOVA unidireccional (para los estudios sobre los
perfiles de expresion en los embarazos normales en las que la variable como la edad gestacional)
0 ANOVA bidireccional (para la comparacion de los niveles de expresion en funcion de la edad
gestacional o de la placentacion ectopica), con el fin de detectar diferencias entre los grupos. En
los casos en que se encontraron interacciones significativas, los datos fueron analizados utilizando
comparaciones post hoc, utilizando pruebas de Newman-Keuls, con el fin de identificar los
efectos simples. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos del
paquete de software Prism GraphPad- (La Jolla, CA, EE.UU.). Un P-valor < 0.05 se considero

estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

En el grupo control la media de edad fue claramente inferior (21,1 afios) que en los casos
de EE (30,9 afios) aunque esta diferencia no fue significativa. En cuanto al nimero de gestaciones
previas totales (2,1 en los casos y 2 en los controles) y el nimero de nacimientos (0,5 en los dos
grupos) esta cifra fue similar en ambos grupos de estudio. También fue parecida la media de

abortos anteriores (tabla 5).

Como era de esperar, el nimero de EE previos fue mayor en los casos, 11,8% frente al
2,9% en los controles. Asi mismo, sucedid con el antecedente de cirugia abdominal y/o pélvica
previa (35,3% en los casos y 11,8% en los controles) y con la historia previa de infertilidad (11,6%
en los casos y 0% en los controles). También tuvo un similar comportamiento la frecuencia del
uso de cualquier tipo de anticonceptivo con gestagenos, siendo esta mayor en el grupo de los

casos (tabla 6). En cuanto al habito tabaquico, este fue mas frecuente en el caso de los controles.

Edad Gravidez | Paridad | AP de | Numero de
abortos abortos
espontineos
o voluntarios

EE 30,9 2,1 0,5

- 35,3% 0,5 11,8
21,1 2 0,5 38,2% 0,4 2,9

Tabla 5: Caracteristicas de la poblacion a estudio pertenecientes a ambos grupos (EE y controles).

AP de cirugia | AP de esterilidad Usuaria de DIU o | Fumadora

abdominal [} anticoncepcion con

pélvica gestiagenos

35,3% 11,5% 5,9% 23,5%
11,9% 0% 2,9% 47,1%

Tabla 6: Caracteristicas de la poblacion a estudio pertenecientes a ambos grupos (EE y controles). ]




5.2. EXPRESION DE LIN28B Y miRNAs RELACIONADOSEN
TEJIDO PLACENTARIO DURANTE GESTACIONES HUMANAS
NORMALES EN ESTADIiOS PRECOCES

Se estudiaron los niveles de expresion del mRNA de LIN28B y diversos miRNAs
relacionados en el tejido embrionario durante etapas precoces del embarazo. En concreto, se
analizaron muestras de placenta obtenidas de mujeres que se sometieron a IVE entre las semanas
5y 9 de amenorrea. Debido al escaso nimero de muestras disponibles en fases muy precoces y
con objetivo de aumentar el poder estadistico, las muestras entre las semanas 5 y 6 se introdujeron
en un mismo grupo para realizar el andlisis estadistico. A este grupo se hara referencia como

gestaciones menores o iguales a 6 semanas (< 6 semanas).

Los datos se presentan como media =+ error estandar de la media (SEM). Los niveles de
expresion fueron analizados cuantitativamente mediante el método de cuantificacion relativa
(2AACt ) y fueron normalizados con el grupo de referencia < 6 semanas. Los valores Ct son
determinados por la identificacion del ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador
fluorescente se eleva por encima del ruido de fondo en la fase exponencial de la reaccion de la
PCR . En otras palabras, el valor Ct esta representado por el ciclo en el cual la produccion de
fluorescencia cruza el umbral establecido (Bustin, 2005a). Es importante considerar que un valor
Ct superior a 40 ciclos indica que no hay amplificacion y por consiguiente no deben incluirse en
los célculos. En la actualidad hay software que puede determinar valores Ct mediante un analisis
matematico de la curva de crecimiento pudiendo tener asi una mejor reproducibilidad en las
pruebas de PCR en tiempo real (Dorak, 2008). Los calculos en cuantificacion relativa de
expresion génica se basan en la comparacion de los valores Ct utilizando la eficiencia de la
reaccion de la PCR como factor de correccion. Sin embargo, hay un modelo que no requiere la
eficiencia de la reaccion para acceder a un factor de correccion. Este modelo supone una eficiencia
optima e idéntica (correspondiente al 100%) en la eficiencia de reaccion en las PCR en tiempo
real tanto del gen en estudio como del gen de referencia (Livak & Schmittgen, 2001). Este es el
método 2 delta-delta Ct que sélo es aplicable para una estimacion rapida de la proporcion relativa
de la expresion genética en estudio. El método 2 delta-delta Ct expresa la proporcion obtenida de

la relacion entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control.
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Se observd que los niveles relativos de LIN28B en tejido embrionario de gestaciones
humanas precoces fueron casi nulos en gestaciones < 6 semanas, produciéndose una diferencia
estadistica en su expresion en semanas posteriores. De hecho, se detectd un pico muy marcado de

sus niveles a partir de la semana 7 para posteriormente mantenerse en meseta hasta las 9 semanas

(figura 12).

Al comparar la expresion en gestaciones por debajo de las 6 semanas de amenorrea con
los otros subgrupos (amenorrea de 7, 8 y 9 semanas) se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en todos los casos (*P< 0,05; **P< 0,01; ***P<0,001) (figura 12). Para ello se

aplico el test de ANOVA unidireccional seguido de test de Newman Keuls.
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Figura 12: Perfil de expresion de LIN28B en la placentacion normal durante
periodos gestacionales precoces. Se representan los niveles de expresion de LIN28B
en funcion de la semana gestacional en forma de medias =SEM vy la significacion
estadistica obtenida al comparar la expresion de LIN28B en gestaciones por debajo de
las 6 semanas de amenorrea con los otros subgrupos (amenorrea de 7, 8 y 9 semanas).

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs valores en las muestras < 6 semanas.
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Con la expresion del miRNA Let- 7a sucedio justamente lo contrario. Su expresion fue
maxima en tejido embrionario < 6 semanas para a partir de la semana 7 experimentar una bajada
drastica y mantenerse en niveles minimos hasta la semana 9 (figura 13). Asimismo, encontramos
una diferencia estadisticamente significativa entre la expresion de Let-7a en gestaciones < 6

semanas y embarazos de 7, 8 y 9 semanas (figura 13).
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Figura 13: Perfil de expresion de Let-7a en la placentacion normal durante
periodos gestacionales precoces. Se representan los niveles de expresion de Let-7a en
funcién de la semana gestacional en forma de medias £SEM y la significacion
estadistica obtenida al comparar la expresion de Let-7a en gestaciones por debajo de las
6 semanas de amenorrea con los otros subgrupos (amenorrea de 7, 8 y 9 semanas). *P<

0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs valores en las muestras < 6 semanas.

Se objetivo un comportamiento similar al Let-7a en los casos de miR-132 y miR-145,
aunque el descenso en la expresion a partir de la séptima semana en este caso fue mas gradual.
Los niveles de Let-7a en la semana 7, habian descendido al 80% de su valor maximo, en tanto
que para miR-132 y miR-145 habian descendido aproximadamente a la mitad en esta semana

(figuras 14 y 15).
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En el caso de miR-132 todas las comparaciones realizadas por subgrupos fueron
significativas con respecto al grupo de menos de 6 semanas. Sin embargo, las diferencias de
expresion de miR-145 so6lo alcanzaron niveles significativos al comparar embarazos de < 6
semanas con embarazos de 8 semanas (figura 14), aunque se vieron las mismas tendencias a la

baja que en el caso de miR-145.
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Figura 14: Perfil de expresion de miR-132 en la placentacion normal durante
periodos gestacionales precoces. Se representan los niveles de expresion de miR-132
en funcion de la semana gestacional en forma de medias +SEM y la significacion
estadistica obtenida al comparar la expresion de miR-132 en gestaciones por debajo de

las 6 semanas de amenorrea con los otros subgrupos (amenorrea de 7, 8 y 9 semanas).
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Figura 15: Perfil de expresion de miR-145 en la placentacion normal durante
periodos gestacionales precoces. Se representan los niveles de expresion de miR-145
en funcion de la semana gestacional en forma de medias =SEM vy la significacion
estadistica obtenida al comparar la expresion de miR-145 en gestaciones por debajo de
las 6 semanas de amenorrea con los otros subgrupos (amenorrea de 7, 8 y 9 semanas).

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs valores en las muestras < 6 semanas.

Por otro lado, se observé una tendencia similar a LIN28B en la expresion de miR-323-
3p, aunque no hubo un ascenso tan brusco de su expresion en la semana 7. Los niveles fueron
minimos en tejido embrionario de < 6 semanas y ascendieron posteriormente hasta alcanzar su
maximo nivel a las 9 semanas. Sin embargo, al hacer comparaciones entre la expresion en las
distintas semanas de gestacion tomando como referencia las de < 6 semanas, la diferencia no fue

significativa (figura 16).
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Figura 16: Perfil de expresion de miR-323-p en la placentacion normal durante
periodos gestacionales precoces. Se representan los niveles de expresion de mir-323-p
en funcion de la semana gestacional en forma de medias £SE y la significacion estadistica
obtenida al comparar la expresion de miR-323-p en gestaciones por debajo de las 6
semanas de amenorrea con los otros subgrupos (amenorrea de 7, 8 y 9 semanas). *P<

0,05; **P<0,01; *

*P<0,001 vs valores en las muestras < 6 semanas.
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5.3. DIFERENCIAS EN LA EXPRESION DE LIN28B miRNAs
RELACIONADOS EN EL TEJIDO PLACENTARIO DE
EMBARAZOS ECTOPICOS Y DE GESTACIONES HUMANAS
NORMALES PRECOCES

La expresion de los miRNAs arriba enumerados fue analizada también en tejido
embrionario procedente de embarazos ectopicos. Aunque las muestras se analizaron de forma
separada, con el objetivo de incrementar el poder estadistico de nuestro analisis se crearon dos
subgrupos para compararlos entre ellos, el de < 6 semanas y el de 7-9 semanas. Esto nos permitié
aumentar el nimero de casos en cada grupo. Para realizar los grupos nos basamos en tendencias

observadas en el analisis de muestras individuales.

Los niveles estdn expresados en forma de media £+ SEM y fueron analizados
cuantitativamente mediante el método 2AACt. Posteriormente se normalizaron los resultados con
el grupo de referencia < 6 semanas del grupo control y para hacer las comparaciones entre los
distintos grupos se aplico el test de ANOVA bidireccional seguido del test de Newman-Keuls (
**P< (0,01 vs niveles en muestras control que nos muestra el efecto del EE; a, P< 0,01 vs niveles

en las muestras < 6 semanas que nos muestra el efecto de la edad gestacional).

El analisis de expresion por subgrupos confirm6 que el nivel de miRNA LIN28B se
incrementa casi 4 veces su valor en tejido embrionario normal, entre las <6 semanas comparado
con fases posteriores (7-9 semanas) del embarazo en etapas tempranas (figura 17). Sin embargo,
en las fases mas precoces (< 6 semanas) en los EE se observo una expresion del ARNm de LIN28B
drasticamente superior a la del grupo control, siendo esta estadisticamente significativa. Sin
embargo, esta diferencia desaparecia en fases mas tardias del embarazo (7-9 semanas) (figura 17).
Por otra parte, en linea con los resultados previos, detectamos un descenso sustancial en los
niveles del miRNA Let-7a en el tejido embrionario de gestaciones tempranas normales, entre < 6
semanas y etapas posteriores (figura 18), mientras que en el tejido embrionario patolégico del EE,
la expresion de Let-7a presentaba niveles minimos de expresion ya en el grupo de < 6 semanas

y se mantenia en niveles similares en etapas mas avanzadas (figura 18).
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Figura 17: Diferencias de expresion de LIN28B entre tejido embrionario de EE y
controles en fases precoces del embarazo. Los datos se presentan en forma de medias +SEM.
**P< 0,01 vs niveles en muestras control (efecto del EE); a, P< 0,01 vs niveles en las muestras
< 6 semanas (efecto de la edad gestacional).
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Figura 18: Diferencias de expresion de Let-7a entre tejido embrionario de EE y
controles en fases precoces del embarazo. Los datos se presentan en forma de medias
+SEM. **P< 0,01 vs niveles en muestras control (efecto del EE); a, P< 0,01 vs niveles en
las muestras < 6 semanas (efecto de la edad gestacional).

Se realizaron analisis similares para los otros miRNAs estudiados en este trabajo. La
expresion de miR-132 y miR-145 se reducia al comparar gestaciones < 6 semanas con fases
posteriores de embarazos precoces. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas al
comparar gestaciones normales con ectopicas (figuras 19 y 20). En el caso de mir-145 se observo

una expresion aumentada en EE antes de las 6 semanas pero no fue estadisticamente significativa.
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Figura 19: Diferencias de expresion de miR-132 entre tejido embrionario de EEy
controles en fases precoces del embarazo. Los datos se presentan en forma de medias
+SEM. **P< 0,01 vs niveles en muestras control (efecto del EE); a, P< 0,01 vs niveles
en las muestras < 6 semanas (efecto de la edad gestacional).
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Figura 20: Diferencias de expresion de miR-145 entre tejido embrionario de EEy
controles en fases precoces del embarazo. Los datos se presentan en forma de medias
+SEM. **P< 0,01 vs niveles en muestras control (efecto del EE); a, P< 0,01 vs niveles
en las muestras < 6 semanas (efecto de la edad gestacional).
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Por el contrario los niveles de miR-323-3p, en tejido embrionario normal tendieron a
ascender entre < 6 semanas y fases mas tardias. Esta diferencia fue significativa cuando se realiz
el analisis por subgrupos entre gestaciones < 6 semanas y entre 7-9 semanas. Curiosamente, los
niveles de miR-323-3p en EE fueron similares en embarazos < 6 semanas. Sin embargo, el
incremento de su expresion en fases mas tardias (semanas 7-9) no se obtuvo en los EE, por lo que
entre las semanas 7 y 9, la expresion de miR-323-3p en tejido embrionario de EE quedaba por

debajo de la del embarazo normal (figura 21).
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Figura 21: Diferencias de expresion de miR-323-p entre tejido embrionario de EE
y controles en fases precoces del embarazo. Los datos se presentan en forma de medias
+SEM. **P< 0,01 vs niveles en muestras control (efecto del EE); a, P< 0,01 vs niveles
en las muestras < 6 semanas (efecto de la edad gestacional).
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DISCUSION

El embarazo ectdpico es una patologia asociada al embarazo relativamente frecuente.
Ademas, su incidencia global, lejos de reducirse con el desarrollo de la medicina, ha aumentado,
alcanzando a principios de los afios noventa una cifra aproximada de 20 por cada 1000 embarazos
(Bouyer y cols., 2003). Se trata pues, de la principal causa de mortalidad en etapas tempranas del
embarazo y una de las urgencias quirtrgicas mas frecuentes del primer trimestre de la gestacion

(Creangay cols., 2011).

El EE no es solo una causa importante de morbilidad y mortalidad asociada al riesgo de
ruptura y hemorragia intraabdominal, sino que puede generar secuelas graves en la vida
reproductiva femenina, incluyendo el embarazo ectopico recurrente y la infertilidad (Farquhar y
cols., 2005; Rana y cols., 2013). Atn con todo esto, no existen hoy en dia herramientas que
permitan un diagndstico con la precocidad y precision necesaria para conseguir evitar sus
repercusiones. Actualmente, para su deteccion se requieren visitas periddicas al especialista para
realizar un control ecografico y la determinacion seriada de la BhCG e incluso, en ocasiones
existe la necesidad de realizar una laparoscopia para su confirmacion diagnoéstica. Dicho
procedimiento conlleva no solo repercusiones psicoldgicas adversas en la madre, sino también
consecuencias a nivel reproductivo. Todas estas razones justifican la investigacion de técnicas
diagndsticas que permitan un diagndstico preciso y precoz. Para ello necesitamos entender mejor
los mecanismos de la placentacion humana en etapas precoces y los mecanismos fisiopatoldgicos

del EE haciendo estudios al respecto.

Nos encontramos por ello, que numerosos investigadores se han esforzado en los ultimos
afios por encontrar otros marcadores bioquimicos para tratar de reducir la tasa de complicaciones
y errores diagnosticos que suceden a menudo en el contexto de un EE (Barnhart, 2012). De
momento, la progesterona es uno de los pocos empleados en la practica clinica habitual, pero ésta
solo aporta informacion acerca de la viabilidad de la gestacion, pero no asi de su localizacion
(Verhaegen y cols., 2012), lo cual permite espaciar los controles, pero no determinar la ubicacion
del saco gestacional. La proteina A plasmatica asociada a la gestacion (PAAP- A) y la inhibina A,
al igual que la progesterona, permiten identificar la viabilidad del embarazo pero no nos
proporcionan informacién sobre su localizacion (Kirk y cols., 2009; Puente, 2014). Otro

marcador, la activina A, incrementa sus niveles en la circulacion materna conforme progresa el
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embarazo, (Condous y cols., 2006; Morse y cols., 2012) y parece tener un papel en la
decidualizacion endometrial, por lo que una alteracion en su produccion podria derivar en una
implantacion fuera del utero (Florio y cols., 2007). De hecho en algunos casos de EE, se han
detectado niveles muy bajos de esta proteina, por lo que el grupo de Florio y cols. contemplan
que la determinacion aislada de la activina A podria tener una potencial aplicacion clinica, aunque
su utilidad debe aun ser estudiada y discutida con mayor profundidad. Se ha descrito también una
disminucion de los niveles de ANG1 y ANG2 (angiotensina 1 y angiotensina 2) en el aborto
temprano y en el EE. La ANG 1 se ha comprobado capaz de discriminar también entre EE y
aborto, no asi la ANG2 (Daponte y cols., 2013). Asi mismo, los niveles de citoquinas como IL-8,
IL-6 y el factor de necrosis tumoral o (TNFa) se han visto aumentados en los casos de gestacion
ectopica frente a abortos o gestaciones evolutivas (Soriano y cols., 2003). Dado que el
rendimiento diagndstico de un Unico marcador puede no resultar 1til, se han descrito varios
estudios en relacion con la aplicacion de varias combinaciones de éstos, con el fin de mejorar su
capacidad diagnostica, como la descrita en el estudio Mueller y cols., 2004. Estos asociaron la
determinacion de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular), progesterona, inhibina A y
activina A. Sin embargo, se necesitan mds estudios sobre estos marcadores de forma aislada y
combinada para que lleguen a tener una aplicacion en la practica clinica diaria. Parece mas
alentador canalizar los esfuerzos en la deteccion de nuevos biomarcadores mediante el estudio
directo y a gran escala de los productos codificados por el genoma, lo cual, viene facilitado por
la irrupcion de la gendmica y la protedmica, que permiten realizar un estudio mucho mas amplio

y menos sesgado, proporcionando una informaciéon muy superior (Senapati y Banhardt, 2013).

Estudios protedmicos comparativos de suero o plasma de casos y controles serian una
buena estrategia para la deteccion de marcadores distintivos. Aln asi, son estudios complicados
debido a la alta complejidad de la protedmica sérica, la enorme abundancia de proteinas
existentes, la sustancial variabilidad interindividuo y la potencial variacion durante la toma de
muestras y procesamiento de las mismas. Ademas, la mayoria de los biomarcadores utiles a nivel

clinico estan presentes en concentraciones bajas, lo cual dificulta ain mas su determinacion.

En las ultimas décadas, se ha puesto de manifiesto que la regulacion de una gran variedad
de procesos biologicos depende en cierta medida de RNAs pequefios no codificantes, de entre los
que destacan los miRNAs (Zhang y cols., 2007; Lee y Dutta, 2009). De hecho, el nimero de
miRNAs identificados en diversas especies se ha incrementado de forma exponencial en los
ultimos afios. Todo ello sugiere un considerable potencial funcional que no ha sido aun

suficientemente clarificado.

Teniendo en cuenta que la placentacion imita fendmenos de invasion y progresion tumoral
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controlados por sistemas de desarrollo complejos y sometidos a cascadas de regulacién donde se
ha visto que juegan un papel importante los miRNAs, es razonable plantearse que también habran
miRNAs implicados en la regulacion de la placentacion y el embarazo de humanos y de otras

especies.

Hoy en dia se sabe que los miRNAs tienen una funcidon determinante en el desarrollo
embrionario precoz, hecho que ha sido demostrado en un amplio rango de especies, desde el
Caenorhabditis Elegans hasta los mamiferos (Lee y cols., 1993; Reinhart y cols., 2000; Blakaj y
Lin, 2008; Laurent, 2008; Foshay y Gallicano, 2009; Suh y Blelloch, 2011; Wang y cols., 2012).
Por ejemplo, una delecion en ratones del gen Dicer 1 (Dcr-1) supuso una parada del desarrollo
embrionario en el dia 7,5 debido a defectos de diferenciacion (Bernstein y cols., 2003). Yang y
cols., por otro lado, publicaron efectos similares entre los dias 12,5 y 14,5 de gestacion debido a
una alteracion en la angiogénesis embrionaria, lo cual también se encuentra bajo el control
regulador de miRNAs. Medeiros y cols. obtuvieron resultados similares. Estos autores observaron
que cuando aparecia una deficiencia de miR-290-295 se producian defectos en las células
germinales y muerte embrionaria. Rosenbluth y cols., estudiaron la expresion de 754 miRNAs en
14 blastocistos mediante array. Tras esto, cuantificaron con PCR a tiempo real los mas expresados
en 27 blastocistos. Concluyeron que los blastocistos humanos expresan multitud de miRNAs los
cuales son esenciales para el desarrollo y supervivencia embrionaria, asi como para la
conservacion de la pluripotencialidad celular. La mayoria de estos miRNAs ya habian sido
documentados previamente en células madre humanas (Suh y cols., 2004; Tzur y cols., 2008),
embriones de mamiferos (Yang y cols., 2012; Hand y cols., 2009) o en placentas de primates
(Noguer-Dance y cols., 2010). Ademas, estos investigadores compararon la expresion de mir-
518d-5p en embriones femeninos y masculinos. Obtuvieron una expresion 5,6 veces superior en
embriones masculinos lo cual sugiere que existe algin grado de diferenciacion sexual ya en la
etapa embrionaria del blastocisto. Curiosamente este miRNA pertenece al cluster C19MC, el
cluster mas grande en humanos que codifica miRNAs especificos de la placenta y que
probablemente estén implicados en el desarrollo placentario y la implantacion (Noguer- Dance y
cols., 2010; Galiano y Pellicer, 2014). También hay estudios que han encontrado una expresion
mas elevada en embriones de ratones que en ratones adultos lo cual apoya su funcion en el
desarrollo embrionario (Yu y cols., 2007). Rosenbluth y cols. también demostraron en 2014 la
presencia de estos miRNAs cuando se emplea la técnica de fecundacion in vitro y ademas vieron
diferencias de expresion en funcion del método de fertilizacion empleado, la carga cromosémica
y el resultado final del embarazo, con lo que concluyen que pueden ser marcadores potenciales

para la prediccion del éxito de las técnicas de reproduccion asistida.

Todos estos hallazgos han multiplicado el interés por la posible utilidad de la
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determinacion de miRNAs circulantes como marcadores de determinadas patologias, incluyendo
complicaciones gestacionales de naturaleza diversa. De hecho, desde 2004 hasta la fecha, han
sido publicados un niumero atn limitado, aunque ilustrativo, de estudios que documentan cambios
en los perfiles circulantes de miRNAs tanto en tejido humano normal como en tejido humano
patologico (Viswanathan y Daley, 2010; Morales-Prieto y cols., 2013; Zhao y cols., 2013).
También, se han identificado algunos miRNAs circulantes especificos del embarazo (Barad 2004;
Liang y cols., 2007; Prieto y Markert, 201; Zhao y cols., 2012; Cretoiu, 2016) que tienen un obvio
interés fisiopatologico y podrian representar biomarcadores alentadores para la identificacion de
determinadas complicaciones del mismo. Estos estudios, sin embargo, se basaron en analisis de
expresion en tejido placentario a término, con escasas réplicas, sin considerar consecuentemente

los presumibles cambios de expresion a lo largo de la gestacion y la variabilidad individual.

Un estudio reciente ha documentado cémo la expresion de miR-16 y miR-21 en placentas
a término puede tener utilidad como marcador de crecimiento fetal (Maccani y cols, 2011). Del
mismo modo, se ha descrito cémo la exposicion a téxicos, tales como el tabaco, resulta en la
supresion de la expresion en placenta a término de estos miRNAs, asi como de miR-146 (Prieto
y Markert, 2011). Este mismo grupo realizé analisis de expresion en células de coriocarcinoma
que han permitido identificar miRNAs con expresion aumentada o disminuida frente a células
trofoblasticas normales. También han identificado el presumible papel de miR-199b en el control
inhibitorio de la proliferacion del trofoblasto. Ademas, se han identificado diversos miRNAs que
podrian estar implicados en la fisiopatologia de la preeclampsia (Noack y cols., 2011;
Hromadnikova y cols., 2013). Un estudio reciente plantea que posiblemente una alteracion en la
regulacion de ciertos miRNAs provocaria una disregulacion sobre sus dianas, los genes DCN,
LEP, PEG10, PPARG, SOCS3 y VWF que tienen a su vez implicacion en la fisiopatologia de la
preeclampsia (Orsolya y cols., 2015).

Sin embargo, hasta la fecha, existen pocas publicaciones sobre la expresion de miRNAs
especificos en tejido embrionario en etapas tempranas de la gestacion, ya sea normal o patologica.
Soélo existen dos estudios en las que se compara dicha expresion en tejido trofoblastico entre el
primer y el tercer trimestre del embarazo. Por un lado, la del grupo de Morales-Prieto del 2012
donde observaron una diferencia en el perfil de expresion de miRNAs en placenta humana entre
el primer y tercer trimestre, estando los miRNAs del cluster C14MC infraexpresados en el tercer
trimestre y los del cluster C19MC sobreexpreasados. Por otro lado, Gu y cols. publicaron en 2013
un estudio donde concluyeron que los miRNAs con funcidon oncogénica, angiogénica o
antiapoptotica estaban predominantemente expresados en el primer trimestre, mientras que los
miRNAs que promueven la diferenciacion celular y que actuan de supresores tumorales estaban

mas expresados en el tercer trimestre, lo cual hace pensar que estos miRNAs tienen un papel
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critico en el desarrollo placentario. En ambos casos, el tamafio muestral fue reducido y en ninguno

de ellos se compararon los resultados con controles.

Algo parecido ocurre con la existencia de estudios sobre el comportamiento de los
miRNAs en gestaciones ectopicas. S6lo Zhao y cols. han defendido la utilidad potencial de
emplear miR-323-3p como biomarcador de EE. Sin embargo, esta observacion no se ha
demostrado de forma independiente en otro estudio y ademas como referiamos anteriormente,
solo determinaron los niveles circulantes. Ademas, otros autores han refutado dichos resultados
(Miura y cols., 2010). Estos ultimos abogan que miR323-3p no esta limitado al trofoblasto 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
embrioén ni necesariamente proceden de embarazos de localizacion ectopica. Sin embargo, el
grupo de Miura y cols en un estudio mas reciente del 2015 si apoyan a Zhao et al., ya que
encontraron diferencias en la expresion entre EE y abortos, aunque esta no fue significativa. Ellos

culpan al escaso tamafio muestral de no haber podido demostrar esta asociacion.

El tinico estudio de casos y controles ha sido publicado por Dominguez y cols., los cuales
constatan una expresion diferenciada y estadisticamente significativa de distintos miRNAs en
tejido trofoblastico, en casos de EE frente a controles de similares edades gestacionales. Todas
estas investigaciones concluyen que los resultados son atn limitados por el escaso tamafio
muestral y que precisan estudios con mayor potencia para confirmar su valia para el diagnostico
precoz del embarazo ectdpico. Es por ello que estudios adicionales de expresion tisular de
miRNAs seleccionados, especialmente en etapas tempranas de la gestacion y en situaciones
patologicas como el EE, permitirian definir de modo preciso los perfiles especificos de expresion
de familias miRNAs en tejido embrionario durante el periodo inicial de la placentacion. Esto nos
proporcionaria un mejor conocimiento del posible papel fisiologico de los mismos, y nos
permitiria establecer una correlacion exhaustiva entre expresion placentaria y niveles circulantes,
con la consecuente validacion de biomarcadores, tanto de gestacion normal como de posibles

patologias placentarias.

En este trabajo evaluamos el patron de expresion de LIN28B, Let-7a y otros miRNAs
relacionados en tejido embrionario, en etapas precoces de gestaciones normales y de embarazos
ectopicos (entre 5-9 semanas de amenorrea). Cabe destacar, que la expresion de LIN28 y los
miembros de la familia Let-7 habian sido ya estudiados en placentas de rata y de humanos (Chan
y cols., 2013), pero lo que podemos deducir de estos trabajos es que se estudio solo el tejido
placentario en gestaciones a término, por lo que no proporcionan ninguna informacion de lo que

sucede con estos miRNAs en fases precoces del embarazo.

67



En nuestro estudio analizamos por tanto tejido embrionario de embarazos ectopicos y lo
comparamos con controles (tejido embrionario de embarazos normales, no patologicos) de las
mismas edades gestacionales, los cuales fueron obtenidos de pacientes que se sometian a
interrupciones voluntarias del embarazo. La importancia de seleccionar como controles
embarazos viables sin patologia tedrica y no emplear por ¢jemplo material trofoblastico de abortos
diferidos radica en eliminar la presencia de cualquier factor de confusion externo como
alteraciones cromosdmicas, trombofilias o exposicion a toxicos que pueden ser la causa de un

aborto natural y que podrian hacer cambiar los miRNAs y rutas estudiadas en este estudio.

Nuestros analisis del tejido embrionario normal revelaron que los niveles de LIN28B eran
casi nulos en gestaciones por debajo de las 6 semanas, en tanto que Let-7a, miR-132 y miR-145
alcanzaban sus cifras méximas en estas etapas del embarazo. La transicion de la semana 6 a la
semana 7 marca un cambio drastico y reciproco en dichos marcadores, obteniendo un agudo
incremento de los niveles de LIN28 y un marcado descenso de Let-7a, y algo menor de miR-132
y mir-145. El comportamiento opuesto obtenido de la expresion al pasar a la semana 7 de
embarazo apoya que la disrupcidon que ocurre en el EE sobreviene claramente durante el proceso
de implantaciéon, como ha sido descrito por numerosos estudios (Pisarka, MD y cols., 1998;
Molinaro, TA y cols., 2007; Farquhar, CM, 2005; Dominguez, F y cols., 2013). Pues la
implantacion comienza en la cavidad uterina con la aposicion y adhesion del blastocisto en torno
al séptimo dia tras la fecundacion (tercera semana) gracias la expresion por el blastocisto de
moléculas de aposicion y adhesion, como integrinas, laminina, fibronectina y MUC-I y también
a la influencia de las citocinas locales y las derivadas del blastocisto (factor de crecimiento
epidérmico unido a heparina, factor inhibidor de leucemia e IL-11) (Giudice 1999; Thathiah y
cols., 2004). Cuando se completa este paso, empieza la invasion y el trofoblasto penetra el epitelio
uterino. En el dia 12, después de la fertilizacion (semana 4) el blastocisto se encuentra
completamente incluido en el estroma subepitelial, y el epitelio uterino crece para cubrir el sitio

de implantacion (Benirschke y Kaufmann, 19991).

La expresion de miRNAs en fases precoces del embarazo permanece ain desconocida,
aunque nuestros resultados sugieren que tienen un papel importante en este proceso biologico, al
igual que en otros muchos. Seguramente los perfiles opuestos que suceden en el sistema
LIN28B/Let-7a al comparar embarazos normales y EE y los cambios drasticos a partir de la sexta
semana en adelante estén reflejando la expresion que ocurre en la implantacion ya sea en
gestaciones normales o en el EE. Aunque la implantacion finaliza a la cuarta semana y el cambio
significativo en la expresion de LIN28B/Let-7a ocurre al sobrepasar la semana 6 de gestacion,
podria ser que estos marcadores permanezcan con valores similares desde la implantacion para

luego descender o ascender. Este punto de inflexion podria ser tomado como referencia para
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establecer el momento de la amenorrea en el que podria tener un interés en la aplicacion clinica.
Si bien, se necesitarian hacer estudios con un mayor tamafio muestral para poder analizar su
expresion por subgrupos dentro de las gestaciones menores de 6 semanas y asi dilucidar si son
cambios que coinciden exactamente en el tiempo con el proceso de implantacion normal
comparada con la anomala. La limitacion es que resulta complicado obtener muestras de EE de
menor tiempo porque el momento en el que se conoce la gestacion suele ser a partir del retraso
menstrual de al menos unos dias y hasta que se establece el diagnostico de EE o bien se lleva a
cabo una interrupcion voluntaria pasan esas semanas que se escapan al estudio (gestaciones

menores de 5 semanas).

Los cambios en la expresion de LIN28 y Let-7 también se han relacionado con invasion
tumoral y carcinogénesis. Asi, se ha visto una clara sobreexpresion de LIN28 en diversos tumores
incluidos canceres hematologicos (Zhou y cols., 2013), lo cual sugiere un papel promotor de
invasion de esta molécula. Con los miembros de la familia Let-7 sucede justamente lo contrario,
ya que se ha reportado que tienen un papel como supresor de tumores mediante la inhibicion de
oncogenes y como reguladores de varias cascadas de mitogénesis, como Myc, Hmga2, Ras, JAK
y STAT3. La activacion de LIN28 provocaria una supresion de la familia Let-7 lo cual derivaria
en una activacion de la oncogénesis. Todo ello hace especular que un incremento del ratio
LIN28B/Let-7, como el que observamos en la transicion de la semana 6 a la 7 de embarazo, podria
estar asociado a un fenotipo pro-proliferativo y de invasion. Resulta tentador pensar que este
cambio juega un papel en la invasion trofoblastica y la formacion de la placenta durante etapas
precoces del embarazo, aunque todavia no conocemos dicho mecanismo. El papel regulador de
miR-132 y miR-145 también merecen estudios mas exhaustivos. Estos miRNAs también
descienden a partir de la semana 7 significativamente y parece ser que participan en la regulacion

de la sintesis de LIN28B (Sangiao-Alvarellos y cols., 2013).

Al estudiar el tejido embrionario normal y compararlo con el del EE en estas etapas
precoces esperabamos encontrar diferencias en la expresion derivadas de la implantacion anomala
que sucede en el EE. De hecho, se asume que en el embarazo ectopico la fecundacion del ovulo
se produce correctamente y es durante la migracion del 6vulo ya fecundado donde aparece alguna
circunstancia, que se traduce en una implantacion prematura antes de alcanzar la cavidad uterina
(Shaw y cols., 2010; Brown y Horne, 2011). En linea con esta idea, observamos que en los casos
de EE donde la implantacion sucedia en un lugar inapropiado (que en nuestro estudio fue siempre
la trompa) los perfiles de expresion fueron opuestos a los de las gestaciones control. Los niveles
de LIN28B en tejido embrionario de EE fueron anormalmente altos en gestaciones < 6 semanas
y persistieron elevados aunque no tanto en semanas posteriores (7-9 semanas). Por el contrario,

la expresion de Let-7a se encontrd ya suprimida en muestras de EE < 6 semanas, suceso que se
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anticip6é a lo que habia sucedido en gestaciones normales, donde estos niveles tan bajos se
detectaron a partir de la semana 7. Estos perfiles de expresion implican un incremento del ratio
LIN28/Let-7 en el tejido palcentario de EE en embarazos < 6 semanas. Suponiendo que esta
relacion pudiera favorecer un fenotipo pro-proliferativo e invasivo, es defendible que tal
perturbacion en el sistema LIN28/Let-7 podria contribuir a la alteracion del proceso de invasion
trofoblastica que caracteriza al EE, si bien es cierto que nuestros analisis se limitaron al tejido
embrionario temprano y no nos permitieron conocer la fuente celular especifica responsable de la

expresion de las dianas LIN28B y Let-7a.

Con todo, los cambios reciprocos reportados entre LIN28B y Let-7a tanto durante el
embarazo normal temprano como en placentas de EE, sugieren que estos dos factores podrian
regularse de forma paracrina, resaltando atin mds la relevancia funcional de esta regulacion
reciproca. De hecho, la funcién més reconocida de LIN28B es la inhibicion de la maduracion de
la familia Let-7, probablemente mediante la union a asas terminales de los precursores de esta
familia de miRNAs (Viswanathan y Daley, 2010). A su vez, Let-7a es capaz de inhibir la expresion
de LIN28B uniéndose al extremo 3" UTR del gen LIN28B, generando un doble feedback negativo
(Heoy cols., 2009).

Como apuntabamos anteriormente, miR-323-3p es el unico biomarcador relacionado con
EE que ha sido reportado hasta la fecha (Zhao y cols., 2012). Sin embargo, este estudio se limitd
a la determinacion de este miRNA en plasma y no aporta ninguna informacion sobre su patron de
expresion en tejido embrionario. Nuestros analisis comparativos revelaron que, a diferencia de
con Let-7a, miR-132 y miR-145, la expresion embrionaria de miR-323-3p fue aumentando a lo
largo del embarazo temprano, siendo los niveles minimos detectados en tejido embrionario por
debajo de las 6 semanas para posteriormente comenzar un ascenso e€n Ssu expresion.
Inesperadamente, a pesar del aumento reportado sobre los niveles circulantes de miR-323-3p en
el EE, nuestros datos mostraron que la expresion en tejido embrionario ectopico fue menor desde
la semana 7 en adelante, de modo que el aumento en la expresion de miR-323-3p observado en
las gestaciones normales no se detecta en los embarazos ectopicos. En consecuencia, aunque
miR-323-3p ha sido propuesto como un miRNA especifico de embarazo (Miura y cols., 2010),
nuestros resultados ponen en duda el origen placentario del exceso de este factor en los EE. De
hecho, la posibilidad de que la fuente de miR-323-3p circulante en los casos de EE pueda no ser
unicamente el tejido embrionario ya ha sido sugerida (Zhao y cols., 2012; Miura y cols., 2010).
Nuestros resultados apoyan, de hecho, el origen no embrionario de este miRNA y llaman a la
necesidad de confirmar la utilidad del uso independiente de los niveles plasmaticos de miR-323-

3p como marcador universal de gestacion ectopica.
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Nuestro estudio es el primero en documentar los perfiles de expresion de los elementos
del sistema LIN28/Let-7, asi como de otros miRNAs relacionados, en tejido embrionario durante
las primeras etapas de gestacion normal y embarazo ectdpico. Nuestros datos revelan los patrones
de expresion opuestos de LIN28B y Let-7a en tejido embrionario durante el embarazo precoz,
observando un incremento del ratio LIN28B/Let-7a desde las fases mas precoces estudiadas (< 6
semanas) en el caso de los EE, mientras que en gestaciones normales este incremento del ratio se
hace esperar hasta la transicion de la sexta a la séptima semana de embarazo. Dado el papel
propuesto de la familia LIN28 y let-7 en el control de la proliferacion celular y la invasion tumoral,
resulta tentador sugerir que los cambios en la expresion de LIN28B y Let-7a sefalados

anteriormente podrian desempefiar un papel en el control de la placentacion normal y ectdpica.
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7. CONCLUSIONES

Existe un drastico aumento de los niveles de expresion de LIN28B en tejido embrionario
de gestaciones humanas normales en embarazos con edades gestacionales por encima de
las 7 semanas. La expresion de LIN28B en tejido embrionario de gestaciones menores o
iguales a 6 semanas es significativamente superior en embarazos ectopicos que en

embarazos normales.

La expresion de Let-7a fue maxima en tejido embrionario de gestaciones humanas
normales menores de 6 semanas para a partir de la semana 7 experimentar un descenso
drastico. La expresion de Let-7a en tejido embrionario de gestaciones menores o iguales
a 6 semanas fue significativamente inferior en embarazos ectdpicos que en embarazos

normales.

La expresion de mir-132 y mir-145 fue maxima en tejido embrionario de gestaciones
humanas normales menores de 6 semanas para a partir de la semana 7 experimentar un
descenso en este caso mas gradual que el que se observé para Let-7a. Antes de la 6°
semana, la expresion de mir-145 tendio a ser mas elevada en tejido embrionario de
gestaciones ectopicas que en gestaciones normales, mientras que para miR-132 se

observo la tendencia contraria.

En gestaciones normales, los niveles de expresion de mir-323-3p se incrementaron
significativamente entre las 6 y las 7-9 semanas de gestacion. En este periodo (semanas
7 y 9 de embarazo), la expresion de mir-323-3p en tejido embrionario de embarazos

ectopicos fue significativamente inferior a la del embarazo normal.

En gestaciones normales, la transicion entre las 6 y las 7 semanas de edad gestacional

marca un cambio drastico y reciproco en los marcadores estudiados.
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6.

Como conclusion final, observamos que en el tejido embrionario de los embarazos
ectopicos existe un incremento del ratio LIN28B/Let-7a desde antes de las 6 semanas,
mientras que en gestaciones normales este incremento del ratio se hace esperar hasta la
séptima semana de embarazo. Dado el fenotipo pro-proliferativo y de invasion que se
asignado al incremento del ratio LIN28B/Let-7 en determinados tejidos, esta diferencia
observada entre los casos y los controles podria explicar un papel en la placentacion

normal versus ectopica.
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ANEXO I: INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

INFORMACION CLINICA A LA PACIENTE

“Descripcion y comparacion del perfil de expresion del sistema LIN28/Let- 7 y
micrornas asociados en tejido placentario sano y tejido placentario procedente de

embarazo ectopico”

Iniciales de la paciente:

N° de paciente:

Nombre del Investigador Principal:

Olivia Vega Oomen

Servicio de Ginecologia y Obstetricia.

Hospital Universitario y Politécnico La Fe

Contacto: 961244000, ext 245063. 3* 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
y proteinas en las placentas y suero materno a lo largo del embarazo.
Los microRNAs son unas sustancias que se cree puedan estar asociadas con la implantacion del
saco gestacional en el interior del utero durante las primeras semanas de gestacion.

El proposito de este estudio es determinar los niveles de las sustancias explicadas
anteriormente (microRNAs y proteinas) a lo largo del embarazo en tejido embrionario y
compararlos con pacientes que tienen algun tipo de alteracion de la implantacion, como son
mujeres con gestaciones ectopicas, 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 informacion 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 participacion en este estudio es voluntaria.

Antes del estudio:

Su doctor le informara del estudio y si desea participar en él cuando este consideré que
cumple los criterios ya sea como paciente control ( sometida a una interrupcion voluntaria del
embarazo) o como un caso de embarazo ectopico. El hecho de participar supone que acepta donar
un pequeno fragmento de tejido embrionario de su gestacion. El tejido actualmente no tiene
ningln destino especifico, siendo finalmente incineradas. Este sélo va a ser utilizado para estudiar
sus caracteristicas morfologicas y de expresion génica y proteica. En ningln caso va a ser
empleada para cultivo y, bajo ningin concepto, para ser trasplantada a otras personas. Tampoco
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va a ser utilizadas con caracter comercial o lucrativo.

La posibilidad de que usted done el tejido se ampara en la Ley 42/1988, de 28 de
diciembre, sobre donacion y utilizacion 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.

Si participa en el estudio:

Se recogera el fragmento de tejido embrionario necesario para el estudio, y el resto seguira
su curso normal, bien envio a anatomia patologica o bien se desechara.

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

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

BENEFICIOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Su participacion en el estudio puede ayudar a determinar nuevos marcadores de
placentacion andémala que ayuden a clarificar el diagndstico. También podria ayudar a
diagnosticar gestaciones ectopicas (fuera del utero) de forma precoz, siendo necesarias menor
numero de intervenciones quirdrgicas para su tratamiento.

Puede solicitar al investigador una mayor informacion 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 proteccion
de datos de caracter personal, siendo el responsable del Registro la Consejeria 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 codigo y s6lo su médico
del estudio / colaboradores podran relacionar dichos datos con Usted y con su historia clinica. Por
lo tanto, su identidad no seré revelada a persona alguna salvo excepciones?, en caso de urgencia
médica o requerimiento legal.

El acceso a su informacion personal quedard 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.
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DERECHO A PREGUNTAR SOBRE EL ESTUDIO Y AABANDONARLO

Si tiene cualquier pregunta relativa al estudio o a sus derechos como paciente, contacte al
Dra. Olivia Vega Oomen 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 altere
la relacion médico-enfermo ni se produzca perjuicio en su tratamiento. Le serd 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.
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MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

N° de paciente:

TITULO DEL ESTUDIO:

“Descripcion y comparacion del perfil de expresion del sistema LIN 28/Let -7 y
micrornas asociados en tejido placentario sano y tejido placentario procedente de

embarazo ectopico”

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con la Dra. Olivia Vega Oomen. Comprendo que mi participacion 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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