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1.0 Resumen

El embarazo comprende las fases de: fertilizacion, implantacion, decidualizacion,
placentacion y el parto. El éxito de cada evento es crucial para poder avanzar al siguiente.
En la concepcién natural, la maxima probabilidad de que se logre un embarazo exitoso en
un ciclo menstrual determinado se limita apenas al 30%. Solo del 50 al 60% de todas las
concepciones avanzan mas alla de las 20 semanas de gestacion, principalmente debido a
fallas en la implantacion. ElI endometrio es el drgano que participa activamente en la
implantacion del blastocisto, pero su evaluacion es Unicamente histolégica. Esto Gltimo
limita la habilidad de reconocer con certeza si se encuentra en la ventana de implantacion o,
en el caso de utilizar técnicas de reproduccion asistida, si esta apto para hacer una exitosa
transferencia de blastocistos. De ahi que nuestro objetivo fue identificar marcadores que
permitan evaluar con mas precision la expresion de proteinas endometriales que favorezcan
la implantaciéon exitosa del trofoblasto en mujeres con infertilidad primaria. Entre los
marcadores que se analizaron Yy estan bastante documentados, se encuentran la integrina
avP3 y LIF (Leukemia Inhibitory Factor). Ya que el endometrio es un 6rgano constituido
por células epiteliales, decidimos evaluar la funcionalidad del mismo a través de la
expresion de claudinas, proteinas que forman las uniones estrechas y mantienen la
polaridad celular, regulan el intercambio de iones entre las células y activan
metaloproteinasas de matriz, las cuales son importantes para la implantacion del
blastocisto. Se analizaron muestras de endometrio de 8 mujeres control y 24 mujeres
diagnosticadas con infertilidad primaria, las cuales fueron sometidas a estimulacién
ovarica y técnicas de reproduccion asistida. Las muestras se procesaron por la técnica
histol6gica convencional y se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica utilizando
anticuerpos contra Cld-1, -2, -5, -6, anti-LIF y anti- integrina avf3. Se analizaron las
muestras por tres observadores independientes y se buscaron correlaciones con la prueba
estadistica P de Spearman. Un valor menor a 0.05 se considero significativo.Los resultados
demostraron una correlacion positiva entre la expresion de la integrina avp3 y la claudina-5
(p=0.018), en el endometrio de las mujeres con infertilidad primaria que lograron
embarazarse. La correlacibn mas importante fue la observada entre la expresion de
Claudina 6 y la Claudina 1 (p<0.0003). La expresion de Claudina 1, 2, 5 y LIF fue
significativamente mayor en el subgrupo de mujeres que no logré el embarazo. Se encontrd
que no hubo positividad en el 100% de las células de los epitelios de los marcadores que se
evaluaron. Esta poca positividad fue relativamente mas notoria en el grupo de mujeres
infértiles, independientemente de si lograron embarazarse o no.En conclusién, creo los
resultados aportan conocimiento a la necesidad de identificar nuevos marcadores que
permitan definir si el endometrio de las mujeres infértiles realmente es funcional para la
recepcion exitosa y duradera del blastocito, ya sea que se origind de manera natural o por
técnicas de reproduccion asistida.
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2.0 Introduccion

2.1 Infertilidad

El embarazo es un proceso complejo que comprende varias fases como la fertilizacion,
implantacion, decidualizacion, placentacion y el parto. El éxito de cada evento es crucial
para poder avanzar al siguiente. En la concepcion natural, la maxima probabilidad de que
se logre un embarazo exitoso en un ciclo menstrual determinado se limita apenas al 30%.
Solo del 50 al 60% de todas las concepciones avanzan mas alla de las 20 semanas de
gestacion y entre los embarazos que son perdidos las fallas en la implantacion son la
principal causa, alcanzando un aproximado del 75%. (1,2).

La implantacién s6lo puede ocurrir en un intervalo limitado de tiempo, que es cuando la
competencia del blastocisto se sincroniza con el estado receptivo del atero, lo cual se
conoce como ventana de implantacion. La implantacion exitosa depende entonces de la
calidad del blastocisto, la receptividad del endometrio y la correcta comunicacién entre
ellos.

Estos eventos son regulados por progesterona y estrégeno ovarico. La evidencia ha
mostrado que se necesita también la produccion local de moléculas sefializadoras como
citocinas, factores de crecimiento, factores de transcripcion homeobox, mediadores
lipidicos y genes morfogénicos, los cuales funcionan a través de interacciones autdcrinas,
paracrinas y yuxtacrinas. Sin embargo, aln no se conoce de manera de manera detallada el
orden cronoldgico y las vias de sefializaciébn que gobiernan las interacciones entre el
embrion y el dtero (2, 3).

1 de cada 4 parejas en todo el mundo sufren de infertilidad, de las cuales 39.5% sufren
infertilidad primaria (4). La infertilidad primaria se define como la incapacidad de concebir
después de al menos un afio de coito sin proteccién mientras que la infertilidad secundaria
es la incapacidad de concebir después de un afio de mantener coito sin proteccién, cuando
ya ha sido posible concebir anteriormente (5).

Las principales causas de infertilidad en mujeres son desérdenes ovulatorios (25%),
endometriosis (15%), adhesiones pélvicas (15%), bloqueo de las trompas de Fallopio
(11%), otras anormalidades de las trompas (11%) debido a enfermedad inflamatoria
pélvicos e hiperprolactinemia (7%) (71).

La obesidad y el sobrepeso son causantes principales de la modificacion en el eje
hipotalamo-pituitario y en la funcion de las gonadas, por lo que son parte de los desérdenes
ovulatorios. Esto se debe a que las adipocinas como leptina, adiponectina, Y resistina son
capaces de causar modificaciones en este eje. Ademas el tracto reproductivo esta
estrechamente coordinado con el balance de energia, por lo cual las anormalidades
metabolicas pueden derivar en el desarrollo de patologias como el sindrome de ovario
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poliquistico (PCOS) que es el desorden metabolico mas comin en mujeres afectando un 5-
10% de las mujeres en edad reproductiva (72).

La forma de saber si una persona tiene sobrepeso u obesidad, es a traves del indice de masa
corporal (IMC), que es una asociacion entre el peso y la talla y se determina dividiendo el
valor de la masa de un individuo entre el cuadrado de su peso (IMC = Masa pesoZ)' Un

IMC de 23 se considera normal, mientras que un IMC de 25 se considera sobrepeso.
Diversos estudios han demostrado que mujeres con un IMC por encima de 25 muestran una
reduccion en su fertilidad (35).

2.2 El embrion

El embridn es la célula totipotencial que se origina después de que el 6évulo es fecundado
por el espermatozoide y este sélo es capaz de implantarse en el endometrio en la etapa de
blastocisto, que es la etapa que prosigue a la moérula (Figura 1 y 2), la cual se caracteriza
por la presencia de un blastocele (cavidad llena de fluido) y la existencia de dos tipos
celulares, la masa celular interna (células pluripotenciales que daran origen al embrion
propiamente dicho) vy el trofectodermo que forma las estructuras extraembrionarias
fundamentales para el desarrollo como son la placenta, saco vitelino, y el cordon umbilical
(6, 7).

Figura 1. Diferenciacion del embridn. Se muestran las etapas por las que transita el embrion, desde el cigoto hasta el
blastocisto que es cuando es capaz de implantarse en el endometrio receptivo (Tomado de Wang et al., 2006).

No fertilizado 1célula 2 células 3 células 4 células 8 células Blastocistos

008 8®C

Figura 2. El blastocisto. Se muestran las partes que conforman al blastocisto: la masa celular interna, el blastocele y el
trofectodermo (Modificado de Wang et al., 2006).




Evaluacion de marcadores moleculares de receptividad endometrial en pacientes con infertilidad primaria

2.3 ;Qué es el endometrio?

El endometrio es el recubrimiento interno del Gtero de mamiferos donde el blastocisto se
implanta. Es una capa muy vascularizada constituida por a) una capa superficial de epitelio
cilindrico simple (celulas ciliadas y secretoras), b) glandulas endometriales que se
desarrollan como invaginaciones del epitelio superficial y c) el estroma endometrial, una
region muy gruesa de lamina propia (tejido conjuntivo). Ademas, el endometrio cuenta con
una poblacion de células del sistema inmune residentes. EI endometrio se divide en dos
capas o estratos:

a) Estrato funcional: es una capa superficial gruesa que se descama durante la
menstruacion e incluye una gran parte de las glandulas.

b) Estrato basal: es una capa profunda y permanente en la que proliferan y se
regeneran las glandulas y los demas elementos de la capa funcional después de cada
menstruacion.

En cuanto a vascularizacién, el Gtero es irrigado por ramas de la arteria iliaca interna
denominadas arterias uterinas de las cuales nacen las arterias arciformes, dispuestas en
forma circular en el miometrio y que dan origen a las arterias radiales las cuales penetran
profundamente en el miométrio. Antes de llegar al endometrio se dividen en dos tipos de
arteriolas: las arteriolas rectas que terminan en el estrato basal suministrando lo materiales
necesarios para la regeneracion del estrato funcional y las arteriolas espiraladas que
penetran en el estrato funcional y cambian notablemente durante el ciclo menstrual (Figura
4). El utero es drenado por las venas uterinas (8).

Lumen del utero
Epitelio simple
columnar

Estroma endometrial

Glandula endometrial

Estrato
funcional

Endometrio —

Estrato
Basal o |

Miometrio

Figura 3. Histologia del endometrio. Se muestra un corte histolégico de endometrio y sus diferentes
estratos: miometrio, estrato basal, estrato funcional. También se muestran las glandulas estromales,
el epitelio columnar simple, el estroma y el limen del utero. (Tomado de Tortora et al., 2006).
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Perimetrio

Miometrio
Endometrio

Cavidad uterina

— Arteria radial

.Arteria arqueada _ Glandula endometrial

Estrato funcional

_. Estrato basal
‘Arteria uterina _ Arteriolarecta

Arteria radial
Arteria espiral

Cérvix Detalle de una porcién

de pared uterina

Vagina

Figura 4. Vascularizacion del utero, se muestra especial énfasis en las arterias que irrigan al endometrio,
a saber las arteriolas espiraladas y arteriolas rectas (Tomado de Tortora et al., 2006).

2.4 Implantacion

El objetivo de la implantacién es asegurar que las células del trofoblasto se anclen
firmemente al estroma endometria; es importante mencionar que existen tres tipos de
implantacion (6). Para que la implantacién ocurra, el embridn debe estar viable y presente
en la cavidad uterina durante la ventana de implantacidn que es durante la fase secretora
media, después de lo cual el endometrio y el embridon necesitan lograr una compleja
comunicacion cruzada o “cross-talk”. En el humano este proceso frecuentemente falla y se
considera un reflejo de la alta tasa de anormalidades cromosomicas observadas en
embriones humanos. En las técnicas de reproduccion asistida, la alta tasa en la falla de
implantacion que ocurre después de la transferencia de embriones clasificados con buena
calidad es una fuente de frustracién para las pacientes y sus parejas (3).

2.4.1Cambios en el epitelio luminal en preparacion para la implantacion.

Las superficies epiteliales apicales normalmente no son adhesivas, pero aun asi durante la
implantacion, la interaccion entre el trofectodermo y el epitelio luminal uterino existe. Esto
sugiere que hay una transicion de un endometrio pre-receptivo a un endometrio receptivo lo
cual requiere cambios fundamentales en la organizacion celular epitelial. La polaridad
apical-basal del epitelio luminal se vuelve menos marcada, las células se aplastan y pierden
los microvellos, lo que ocasiona que las superficies basal y apical se vuelvan similares. Hay
una redestribucion de las moléculas que se encuentran normalmente en la membrana basal
hacia la membrana lateral o apical, por ejemplo sindecano en ratén y redistribucion lateral y
apical de la cadherina en rata. Cambios en las moléculas adhesion célula—célula reflejan
esta transicion fenotipica, Los estrogenos inducen la degradacion de E-cadherina en el dia
45 de embarazo, hay una redistribucion y regulacion a la baja en las proteinas
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desmosomales y un cambio en la distribucion y complejidad de las uniones adherentes en
sus vias de sefializacion. La habilidad de las lineas celulares epiteliales humanas para
soportar la adhesion del embrion se correlaciona con su polaridad reducida y expresion
apical de moléculas de adhesion celular expresadas normalmente de manera baso-lateral
(69).

Debido a que la aposicion y la adhesion ocurren de manera natural en todos los mamiferos,
un cambio en la organizacion del epitelio luminal en la implantacion podria ser general,
independientemente de las diferencias en los mecanismos de control y el subsecuente
comportamiento del trofoblasto (69).

El proceso de implantacion ha sido dividido en tres etapas por Enders y Schlafke:
aposicion, adhesioén y penetraciéon. La aposicion es la fase en la que las células del
trofectodermo embrionario se adosa estrechamente al epitelio uterino luminal, esto es
seguido por la fase de adhesion en la cual la asociacion entre el trofectodermo y el epitelio
luminal es suficientemente intima como para resistir la dislocacion del blastocisto por
lavado del lumen uterino. La etapa de penetracion implica la invasion del epitelio luminal
por el trofectodermo (9).

2.4.2 Aposicién

En roedores hay un edema generalizado en el estroma que conlleva a un cierre luminal que
resulta en una intedrdigitacion de las microvellosidades del trofoblasto y el epitelio
luminal. EI cierre luminal ocurre en Gteros con embarazo y con pseudoembarazos por lo
que no requiere la presencia del blastocisto, la progesterona por otro lado si es
indispensable. Esto es apoyado por la ausencia de cierre luminal en ratonas embarzadas que
no tienen la proteina de unién-4 FK506 (FKBP52) una co-chaperona que es requerida para
una funcion apropiada de la progesterona en el Gtero. La expresion de Fkbp52 se traslapa
con la del receptor de progesterona (RP) antes de la reaccion de adhesion, y las hembras
Fkbp527 muestran fallas en la implantacién y una regulacién a la baja de los genes
responsables de progesterona Areg (que codifica para anfiregulina), Hoxal0 y Ihh en el
utero. De cualquier manera, aunque la preparacién de progesterona via RP es esencial para
el cierre luminal y la aposicion, la adhesion del blastocisto no puede ocurrir a menos que el
utero preparado por progesterona se exponga a estrogenos (9).

La via de sefalizacion es inicializada por HB-EGF y es un marcador temprano de
comunicacion cruzada entre el embrion y el Gtero. Hegfl se expresa en el epitelio luminal
del raton en el sitio de aposicon del blastocisto horas antes de la adhesion. HB-EGF se
produce como un factor soluble y también en forma transmembranal. La evidencia
molecular y genética muestra que modifica la funcion embrionaria como un factor
paracrino o yuxtacrino al interactuar con con ErbB1 y/o ErbB4, el cual es expresado la

superficie celular del blastocisto. La mayoria de los ratones Hefgl ™ mueren
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prenatalmente y en la vida postnatal temprana debido a defectos cardiacos lo cual evita una
examinacion del fenotipo de implantacion (9).

Los blastocistos competentes para la implantacion que también expresan Hegfl inducen la
expresion del gen en el Gtero de manera paracrina, este ciclo de auto-induccion es quizas el
primer ejemplo de comunicacién cruzada y el Utero, iniciando la reaccién de adhesion. HB-
EGF también tiene un rol en la implantacion en humanos. Su expresion es maxima en el
endometrio receptivo y las células que lo expresan de manera transmembranal se adhieren
al blastocisto que presenta ErbB4 en la superficie celular (9).

2.4.3 Adhesion

Numeras glicoproteinas y ligandos carbohidratos y sus receptores son expresados en el
epitelio luminal y el trofoblasto alrededor del tiempo de implantacion. Las moléculas mas
importantes son: integrinas, selectinas, galectinas, proteoglicanos de heparén sulfato,
mucina-1, caderinas y el complejo trofinina-tastina-bystina. En el Gtero humano la
integrina ayPs se localiza en el epitelio luminal en la fase receptiva y que una expresion
aberrante se correlaciona con infertilidad y pérdida recurrente del embarazo. La
Sefalizacién desencadenada por la selectina también es importante ya que mientras los
ligandos oligosacaridicos de las selectinas son expresados en el epitelio luminal receptivo,
las moléculas de L-selectina son presentadas en la superficie celular de las células del
trofoblasto. Lo que es méas importante, es que esferas cubiertas con ligandos especificos de
selectinas se adhieren a las células del trofoblasto y que células del trofoblasto aisladas se
unen preferencialmente a la superficie del epitelio uterino. Estos hallazgos indican que el
sistema de adhesién de la selectina constituye un paso inicial en la implantacién humana.
Por otro lado, hay una fertilidad aparentemente normal en ratones que carecen de L-
selectina, lo cual indica variacion especie-especifica en la cascada de adhesion durante la
implantacién. LIF también parece jugar un papel importante ya que los ratones LIF 7
muestran una falta de HB-EGF y una expresion aberrante de ciclooxigenas-2 (Cox2)
durante el tiempo anterior a la adhesion (9).

2.4.4 Penetracion

Un evento clave en la implantacién es un incremento endometrial de la permeabilidad
vascular en el sitio de adhesion y penetracion. Este proceso esta relacionado con la accion
de prostaglandinas (PGs). COX1 y COX2 median la sintesis de PGs y estan codificados
por Ptgsl y Ptgs2, respectivamente. La expresion de Ptgs2 es Unica en el Utero de raton y
muestra expresion en el epitelio luminal y las células estromales que rodean el sitio de
adhesion. Se especula que el HB-EGF que es producido en el utero y embrién induce la
expresion uterina de Ptgs2. Las hembras Ptgs2” son infértiles con ovulacién, fertilizacion,
implantacion y decidualizacion defectuosas. La prostaciclina derivada de COX2 (PGl,) es
la prostaglandina primaria que es producida en el sitio de implantacion, y los defectos en la
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implantacién en las hembras Ptgs2”~ es mejorada con la administracion de PGl, La
evidencia muestra que PGIl, participa en implantacion a través de la activacion del
proliferador del peroxisoma activado por el receptor-5 (PPARS), cuya expresion se traslapa
con la de Ptgs2 en el sitio de implantacion. Por otro lado, dependiendo del fondo genético,
COX1 puede compensar a COX2 para mejorar la infertilidad en hembras Ptgs2” . Cox2
también es expresada en Utero y/o blastocisto durante la implantacion en muchas especies
incluyendo primates lo cual indica que hay una funcion conservada para COX2 en la
implantacion (9).

La funcion de PG es ademas ilustrada por reduccion en la fertilidad en ratones que
carecen de fosfolipasa Ay, citolpasmica (cPLA2a), la cual genera un precursor para la
sintesis de PG. La fertilidad comprometida se debe al aplazamiento en el tiempo de
implantacion, el cual deriva en un acomodamiento inapropiado del blastocisto, un
desarrollo feto-placental retardado y un tamafio de camada menor. Estos resultados revelan
que el eje de sefalizacion cPLA2a-COX2 es crucial para la implantacion. La sefializacion
por &cido lipofosfatidico (LPA), que pertenece al grupo de fosfolipidos también influencia
la adhesion en el raton al activar la proteina G acoplada al receptor LPA3. Como en los
ratones cPLA2a™" | las hembras IpA3” muestran una implantacion aplazada y sus efectos
asociados. El tratamiento de ratones tanto cPLA2a" como de IpA3” con PGs reanuda la
implantacion en tiempo, pero el apifiamiento de embriones persiste. Las similitudes
fenotipicas éntrelos ratones deficientes de IpA3 y ¢PLA2a 'y los niveles reducidos de
COX2 en ratones IpA3™ identifica COX2 como una via de sefializacién comdn (9).
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2.5 Evaluacion de la receptividad endometrial

La ventana de implantacion es un periodo de 4-5 dias durante el cual el tejido endometrial
adquiere el estatus funcional receptivo que permite la adhesion e invasion del embridn.

El trabajo clasico de Noyes et al. (1950) fue el mas citado en la literatura de la infertilidad
durante algin tiempo ya que se usa para datar la biopsia endometrial (70). Actualmente,
para la evaluacion de la pareja infértil se requiere de una evaluacion rutinaria de la
histologia del endometrio para servir a dos propésitos que son: 1) asegurarse de que la
ovulacion ha ocurrido, lo cual desencadena la formacion del cuerpo luteo y liberacion de
progesterona que induce cambios en las glandulas endometriales y 2) asegurarse que el
fechado endometrial esté en asociacion apropiada con la edad del embrién. En algunos
casos, la datacion del ciclo menstrual, que estd basada en los criterios de Noyes, esta
atrasada con el ciclo menstrual real. Después se demostrd que la prevalencia del endometrio
“fuera de fase” en la poblacion fértil es extremadamente alto (49%) y de hecho se encontrd
que es mas probable (43%) encontrar en mujeres fértiles un endometrio “fuera de fase” que
en mujeres infértiles (10). Con base en esta informacion se concluye que la evaluacion
histoldgica no aporta informacién significativa para el tratamiento de la pareja infértil.
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Se estan usando tecnologias gendmicas, transcriptomicas y secretdmicas para dilucidar las

vias moleculares implicadas tratando de definir marcadores especificos, pero hasta la fecha
no se tiene un marcador molecular de relevancia clinica que permita identificar un
endometrio receptivo. Esto se debe probablemente al alto grado de redundancia molecular,
por lo que seguramente un perfil de marcadores moleculares serd de mayor valor clinico
que un solo marcador.

La busqueda de nuevos marcadores moleculares que puedan arrojar luz sobre la
receptividad endometrial es apremiante, por lo cual en la presente tesis, me di a la tarea de
investigar a las Claudinas en el endometrio, ya que estas proteinas han mostrado ser de
valor diagndstico en otras patologias como algunos tipos de cancer y en la identificacion de
células troncales pluripotenciales (3, 11, 12).

2.6 Claudinas

Las Claudinas son proteinas integrales de membrana, pertenecen a una familia multigénica
constituida por 24 isoformas en mamiferos y tienen un peso molecular de 21 a 28 kDa (13).

Estas proteinas tienen 4 dominios transmembranales, una secuencia amino terminal de 2 a 6
residuos de aa y una secuencia carboxilo terminal, ambas localizadas en el citosol. Tienen
dos asas extracelulares separadas por un dominio intracelular de ~ 15 aa (figura 5). Las
regiones citoplasmicas son diversas en secuencia 'y su longitud varia de 21 a 63 aa (13,14).
La primer asa extracelular, que tiene de 49 a 52 residuos contiene una region altamente
conservada (GLWxxC) que determina el flujo de iones y pequefias moléculas a traves de la
via paracelular. Ademas, se ha demostrado que sirve como correceptor para la entrada del
Virus de la Hepatitis C en el caso de las Claudinas -1, -6 y -9. La segunda asa extracelular
consta de 16 a 33 aa y se ha reportado que en las Claudinas -3 y -4 funciona como receptor
de la enterotoxina de Clostridium perfringens. Por ultimo, la secuencia carboxilo terminal
funciona como anclaje para proteinas citoplasmicas tales como ZO-1,-2 y -3, proteinas con
dominios PDZ (MUPP-1) y PALS-1, una proteina asociada a las uniones estrechas (14, 15).

Las Claudinas son proteinas clave en la estructura y funcionamiento de las uniones
estrechas (UE) y su principal funcién es la de generar las hebras de las UE (16).

Las Claudinas pueden formar uniones homotipicas (el mismo tipo de Claudinas) y
heterotipicas (Claudinas diferentes). Las Claudinas pueden interaccionar con proteinas de la
misma familia en la membrana plasmatica de la misma célula (interaccién cis) y entre las
membranas de dos células adyacentes (interaccion trans) (17). Las diferentes interacciones
entre Claudinas dan lugar a la formacion de poros paracelulares de diferentes diametros que
pueden ir desde los a los 50 A. Las cargas presentes en los dominios extracelulares de estas
proteinas permiten la discriminacion entre aniones y cationes.
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Figura 7. Estructura de las Claudinas (Morin P. J. y Lal-Nang M., 2009)

Se ha reportado que las Claudinas son las principales constituyentes de las uniones
estrechas y reguladoras importantes de la permeabilidad paracelular, ademas se ha
reportado que pueden sufrir modificaciones postraduccionales que pueden influir en su
actividad, localizacion e interacciones con otras proteinas. La fosforilacion de Claudinas
puede inducir alteraciones en la permeabilidad paracelular para iones y moléculas no
cargadas ya que estas son moduladas por diferentes mecanismos de sefializacion (18).

La modulacién de la estructura de las uniones estrechas se ha de mostrado que esta
implicada en la tumorigénesis e invasividad debido a la regulacion a la alta o a la baja de
las Claudinas en muchos tipos de tumores epiteliales. Por ejemplo, la sobreexpresion de
Claudina -3 y -4 se encontrd en cancer de ovario y endometrial (19, 20) células humanas
epiteliales de ovario se asocia con una invasividad y supervivencia celular in vitro (21).
Las Claudinas también han mostrado modificar la invasividad debido a la activacion de
metaloproteinasas de matriz (MMPs) (22).

La expresion de Claudinas puede ser regulada por diversas moléculas como factores de
crecimiento y citocinas, dando una respuesta diferencial que depende de la combinacion del
estimulo y del tipo de Claudina. Se ha encontrado, por ejemplo, que en monocapas de
celulas epiteliales renales tratadas con el factor de crecimiento epidermal (EGF), la
expresion de Claudina -3 y -4 se incrementa mientras que la de claudina-2 disminuye. Estos
cambios fueron mediados por la activacion de proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) (18, 23).

Respecto a la importancia de las Claudinas en la implantacion, se ha reportado que una
fuerte inmunotincion de claudina-4 se asocia con la incapacidad de establecer un embarazo
después de una fertilizacion in vitro (FIV), mientras que una débil inmunotincion asociada
a una fuerte inmunotincién de LIF es un buen predictor de embarazo exitoso (24). Sin
embargo no se han investigado otras Claudinas en el endometrio.

11
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Respecto a cuales son las integrinas que se pueden encontrar en el endometrio de mujeres
normales, estudios usando microarreglos, muestran que éstas varian durante el ciclo
menstrual (Fig. 6), siendo las Claudinas -3, -4 y -7 las que més fuertemente asociadas estan
con la fase del ciclo menstrual (25), mientras que se han observado por
inmunohistoquimica las Claudinas -1,-2,-3,-4,-5 y -7, siendo las Claudinas -1,-2, -3 y -5
(Fig. 7) las que mayor variacion presentan dentro del ciclo menstrual (26).

Por otro lado, al ser constituyentes de los epitelios al formar las uniones estrechas y como
se ha mencionado anteriormente , son una de las piezas clave que cambian para recibir al
blastocisto, se decidio investigar el papel que pueden estar ejerciendo en el endometrio.
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Figura 8. Variacion en la expresion de Claudinas en el endometrio durante el ciclo menstrual mediante microarreglos.
Se observa que claudina-3, -4 y -7 estan fuertemente asociadas a la fase del ciclo menstrual. PE, fase proliferativa;
ESE, fase secretoria temprana; MSE, fase secretoria media. (Tomado de Gaetje, et al., 2008)

Figura 9. Expresidn de Claudinas en el endometrio en las dos fases del ciclo menstrual y en hiperplasia, carcinoma tipo
| y carcinoma tipo Il. Notese que las Claudinas que mas variacién presentan en las fases del ciclo menstrual son
claudina-1, -2, -3 y -5. (Tomada de Sobel et al., 2006).
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2.7 Integrinas

Las integrinas son una gran familia de receptores transmembranales heterodiméricos que se
encuentran de manera ubicua a veces en altos numeros y median la adhesion célula-célula
asi como adhesion de las células a proteinas de la matriz extracelular (MEC). EIl ensamble
de dieciocho subunidades alfa y ocho subunidades beta da origen a 24 distintos
heterodimeros que tienen expresion célula especifica y traslape en la especificidad de
sustratos. Cada subunidad contiene un largo dominio extracelular N-terminal, un dominio
transmembranal de un solo pase, y un dominio citoplasmico C-terminal (27, 28, 29).

Las integrinas son Unicas en su capacidad para funcionar como moléculas sefializadoras
bidireccionales. En la sefializacion de adentro hacia afuera (“inside-out”), un activador
intracelular como talina se une a la cola citoplasmica de la subunidad B lo cual ocasiona
cambios conformacionales que resultan en un incremento en la afinidad por ligandos
extracelulares (activacion de la integrina). Estas sefiales “inside-out” controlan la fuerza de
la adhesién y permiten interacciones lo suficientemente fuertes entre las integrinas vy
proteinas de la MEC para permitir que las integrinas transmitan la fuerza requerida para la
migracion celular y el remodelado y ensamblaje de la MEC. Las integrinas también se
comportan como receptores tradicionales al transmitir informacion hacia las células
mediante la sefializacion de afuera hacia adentro (“outside-in”). La union de las integrinas
con sus ligandos extracelulares cambia la conformacion de la integrina y debido a que
muchas de los ligandos son multivalentes contribuye al agrupamiento de integrinas. La
combinacién de tales eventos conduce sefiales intracelulares que controlan la polaridad
celular, estructura del citoesqueleto, expresién de genes, supervivencia celular y
proliferacion (Figura 8). Es importante mencionar que aunque estos procesos se mencionan
separados, estan generalmente ligados, por ejemplo, la activacion de una integrina puede
incrementar la union de ligando resultando en una sefial “outside-in”. De manera inversa la
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unién de ligando puede generar sefiales que causen sefiales “inside-out” (30).

Las integrinas estan intimamente asociadas con el citoesqueleto a través del dominio
citoplasmico de la subunidad beta. EI complejo puede unir diversas proteinas del
citoesqueleto como a-actina, paxilina, talina, tenasina y vinculina. Estas proteinas se
agregan formando sitios de adhesion focal los cuales, aparte de actuar como anclaje para la
F-actina, contienen complejos de sefializacion que incluyen la cinasa de adhesion focal
(FAK, focal adhesion kinase), la cinasa unida a integrina 1 una serina/treonina proteina
cinasa. Los sitios de adhesion focal ademas pueden interactuar con proteinas intracelulares
como lo son moléculas de la via MAPK, GTPasa pequefias (ras y rho), cinasas de lipidos y
fosfolipasa C (31).

En cuanto a las integrinas y su importancia en el embarazo se han realizado estudios donde
se determind que en el endometrio se expresan las integrinas alfl, a4B1l y avp3. La
integrina avB3 ha mostrado tener especial relevancia en la implantacion del blastocisto. Su
expresion, detectada por inmunohistoquimica, y la de su ligando osteoponina coincide con
la ventana de implantacién y es la primera en interactuar con el trofoblasto. La expresion
aberrante de esta integrina ha sido asociada a la infertilidad inexplicable y otros desordenes
ginecoldgicos como endometriosis y sindrome de ovario poliquistico. Bajos niveles de
ARNmM de integrina en el dia 21 se ha asociado con una tasa de implantacion 50% més
baja que niveles normales (32).

2.8 LIF

LIF o factor inhibidor de leucemia (Leukemia Inhibitory Factor), es una citocina pleitrépica
perteneciente a la familia de IL-6 que es considerada como una de las citocinas esenciales
para llevar a buen término el embarazo en humanos. Inicialmente fue identificada como una
citosina que tiene la capacidad de inhibir la proliferacion de células de leucemia mieloide
de raton e inducir su diferenciacién hacia macro6fagos. En humanos es producido por
células endometriales, fibroblastos, hepatocitos, osteoblastos, monocitos, macréfagos,
células T, etc. LIF controla la receptividad uterina para la implantacion de blastocistos, el
comportamiento del trofoblasto al promover la proliferacion, invasién y diferenciacion.
En el endometrio tanto células epiteliales luminales como glandulares expresan LIF, siendo
el epitelio glandular el que presenta mayor expresion teniendo su pico mas alto durante la
fase secretora/postovulatoria del ciclo menstrual. La expresion del receptor de LIF (LIFR)
es mayor en las células epiteliales endometriales que en las células epiteliales glandulares.
Después de la fijacion del blastocisto al endometrio, las células del trofoblasto comienzan a
expresar LIF que puede influenciar sus funciones de manera autdcrina. Cuando LIF se une
a su recepto, se activa la cascada de sefializacion de STAT y RAS/MAPK en el trofoblasto
(33).
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3.0 Hipotesis

Se encontrara una diferencia entre mujeres con infertilidad primaria que se embarazaron,
las que no se embarazaron y mujeres fértiles en la expresion de integrina avp3 y LIF en
mujeres, mientras que solo algunas Claudinas mostraran diferencia ya que algunas son
constitutivas y estas diferencias se corresponderan con la capacidad de lograr un embarazo
clinico al someterse a Tecnologias de Reproduccion Asistida (TRA).
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4.0 Objetivos

4.1 Objetivo general.

Determinar en mujeres infértiles bajo tratamiento de estimulacion ovérica con esquemas
hormonales y técnicas de reproduccion asistida bien definidos, la presencia de diferencias
en la expresion de proteinas y compararlas con mujeres fértiles.

4.2 Objetivos particulares

Analizar los niveles de las proteinas en muestras de endometrio de mujeres con infertilidad
primaria por medio de la técnica de inmunohistoquimica.

Determinar las diferencias en los porcentajes de expresion e intensidad de la marca
generada por inmunistoquimica entre mujeres control, mujeres que lograron embarazarse y
mujeres que no embarazaron mediante la prueba estadistica P de Spearman.

Correlacionar los datos clinicos disponibles con los datos obtenidos de las
inmunohistoquimicas.

16
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5.0 Justificacion

A pesar del conocimiento que las técnicas de reproduccion asistida (TRA) han aportado
acerca del proceso de reproduccion humana y que han logrado resolver ciertos casos de
infertilidad, las tasas de implantacion son bajas incluso en ciclos naturales y es el principal
factor limitante para lograr un embarazo usando TRA. Se Sabe que una implantacion
exitosa requiere una interaccion sincronizada de sefiales endocrinas, autdcrinas y
parécrinas entre el blastocito y el endometrio, sin embargo no se conocen claramente cuéles
son las citocinas, quimiocinas o factores de crecimiento que intervienen en generar un
endometrio funcional.

De ahi la importancia de la busqueda de nuevos marcadores moleculares que permitan
identificar el estado ideal del endometrio para transferir el blastocisto y aumentar las
posibilidades de implantacion en mujeres infértiles.
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6.0 Materiales y Métodos

6.1 Anticuerpos

En la siguiente tabla se muestran los anticuerpos que se usaron, el proveedor y la dilucion:

Primarios monoclonales Dilucion Proveedor

Conejo anti-Claudina-1 1:50 GeneTex

Conejo anti-Claudina -2 1:50 Invitrogen

Cabra anti-Claudina -6 1:200 Santa Cruz, Biotechnology, Inc.
Raton anti-Integrina avp3 1:150 Abcam

Primarios policlonales

Conejo anti LIF 1:50 GeneTex

Conejo anti Claudina-5 1:75 Invitrogen

Se uso el Kit LSAB + System-HRP (DAKO) el cual contiene bloqueador de peroxidasa
enddgena, anticuerpo secundario biotinilado anti conejo, anti raton y anti cabra. Contiene
estreptavidina y solucidn sustrato-cromadgeno.

Para la contratacion de nucléos se utiliz6 CAT Hematoxilina (Biocare Medical). Para
montar las laminillas se utilizé medio de montaje (Richard-Allan, Scientific, Thermo).

Cada anticuerpo se prob6 en un control positivo de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor. También se estandarizaron las concentraciones para determinar cudl era la
dilucién més adecuada para realizar las inmunohistoquimicas en el endometrio.

6.2 Obtencion de muestras

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Angeles del Pedregal. Las
pacientes, evaluadas por los expertos de la Unidad de Reproduccion Asistida bajo la
direcciéon del Dr. Héctor Godoy, firmaron una carta de consentimiento informado. Se
tomaron biopsias de 8 pacientes control, las cuales han probado ser fértiles (considerado
asi porque han tenido uno o mas hijos en por lo menos dos afios antes del presente estudio),
no presentaban ningdn problema relacionado con infertilidad y se presentaron por otros
procedimientos como salpingoclasia. 24 mujeres infértiles primarias ( incapaces de tener
un embarazo después de un afio de relaciones sexuales sin uso de preservativos ni
anticonceptivos) que en el dia 17 del mes previo a la transferencia de embriones tuvieron
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un endometrio con un grosor de 10-12 mm evaluado por ecografia y que se ha reportado
antes como un grosor adecuado del endometrio e indicador de receptividad, fueron
sometidas a tratamiento de estimulacion ovérica y TRA, todas tuvieron un ciclo simulado
previo a la transferencia de embriones, se obtuvo una muestra de endometrio el dia 17 de
ese mismo ciclo menstrual. La edad de las pacientes se encontraba en un rango que va de
los 30 a los 47 afios con un promedio de 38 afios. Las muestras se fijaron en
paraformaldehido al 4% y se incluyeron en parafina. Cortes de 4 micrometros fueron
utilizados para determinar la expresion de cld-1,-2,-5,-6, integrina avp3 y LIF mediante
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos monoclonales y policlonales especificos
marcados con peroxidasa de rdbano (HRP).

6.3 Técnica de inmunohistoquimica
Se utiliz6 el Kit DAKO LSAB+system HRP (k0679)

1.- Se desparafinaron y rehidrataron los cortes de tejido (Se rotularon las laminillas con
lapiz punta diamante).

* Se verifico que alcoholes y xiloles estuviesen limpios, sin residuos de parafina
a) Xilol por 10 minutos

b) Xilol por 5 minutos

c) Xilol/alcohol(100% 0 96% y 1:1) por 5 minutos

d) Alcohol 100% por 5 minutos

e) Alcohol 100% por 5 minutos

f) Alcohol 96% por 5 minutos

) Alcohol 96% por 5 minutos

h) PBS 1X por 5 minutos

2.- Recuperacion antigénica

Se colocaron laminillas en koplin inmersas en buffer de citratos pH 6, el koplin en un vaso
de precipitados de 1L a bafio maria cuidando no meter agua corriente en el koplin (3/4 del
vaso), se calento al horno de microondas por 2-3 minutos o hasta que se observaron cuerpos
de nucleacion en las laminillas. Se Dejé enfriar por 30 minutos

3.- Lavado: se sumergio en PBS 1X eliminando los residuos y dejar 5 min con nuevo PBS
1X.

4.- Permeabilizacién
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Se sumergieron en solucion de triton 0.2%

. Se secaron las laminillas alrededor del tejido

. Se delinearon las muestras de tejido con plumon hidrofdbico

. Se colocaron en una camara humeda (recipiente con sanitas himedas cubiertas con
plastico)

. Se cubrio todo el tejido con la solucién

. Se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente en cdmara humeda

5.-Blogueo de peroxidasa endogena
Se agreg6 el blogueador de peroxidasa alrededor del tejido y se dejo por 15 minutos

6.- Lavado: Se sumergio en PBS-Tween 0.02% y un altimo de 5 min con PBS-tween
0.02%

7.-Blogueo

Se agreg6 solucién de PBS-albdmina libre de IgG al 2% (30 mL de PBS +3 mg de
albimina)

. Se cubri6 cada laminilla con la solucién
. Se incubd en camara humeda por 30 minutos

8.- Lavado: Se sumergi6o en PBS-Tween 0.02% y un Gltimo de 5 min con PBS-tween
0.02%

9.- Incubacidén con anticuerpo primario

. Se diluyd el anticuerpo en solucion de PBS-albimina 1% (cada anticuerpo primario
funciona a concentraciones diferentes por lo que se debe de titular)

. Se incubd por 2 horas a temperatura ambiente o 1 hora a 37°C o toda la noche a
4°C

La formula para conocer el volumen de anticuerpo que se debe de agregar es la siguiente:
Vab=Vt/dilucion
Donde:

Vab: Volumen del anticuerpo que se agregara al PBS-albumina 1%
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Vt: Volumen total al que se llevara la solucion de anticuerpo + PBS-albdmina 1%

Dilucién: es la dilucion a la cual se recomienda usar el anticuerpo o que se observé mejor
respuesta después de titular

10.- Lavado: Se sumergi6 en PBS-Tween 0.02% y un altimo de 5 min con PBS-Tween
0.02%

11.- Incubacion con anticuerpo 2°

. Se agreg6 biotina y se dejo incubando por 30 minutos en cdmara himeda a
temperatura ambiente, esta contiene anticuerpo contra ratén, cabra, conejo, etc.

. Lavado: sumergir vigorosamente en PBS-Tween 0.02% y un dltimo de 5 min con
PBS-tween 0.02%

. Se agreg06 estreptavidina acoplada a HRP y se dejo incubando a temperatura
ambiente en cdmara humeda por 30 minutos

12.- Revelado con DAB
Se prepar6 DAB en el momento de la siguiente manera:
. 980 uL de buffer + 20uL de DAB cromdgeno para preparar 1 mL.

13.- Lavado: Se sumergieron en PBS-Tween 0.02% y un ultimo de 5 min con PBS-tween
0.02%

Se vertieron los residuos en solucién de hipoclorito (cloro comercial)
14.- Contratincion de nacleos con hematoxilina de Hill

Se agregd hematoxilina cubriendo todo el tejido y se dejé durante 4 minutos. Se lavo la
hematoxilina de la siguiente manera:

. Agua corriente

. Agua destilada

. PBS 1x

. Agua corriente
15.-Deshidratacion de tejidos

a) Alcohol 96% por 3 minutos

b) Alcohol 100% por 3 minutos
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c) Alcohol 100% por 3 minutos

d) Alcohol 96% por 3 minutos

e) Xilol/alcohol (100% 0 96% y 1:1) por 3 minutos
f) Xilol por 10 minutos

Q) Xilol por 5 minutos

16.- Se monto con resina hidrofébica

6.4 Interpretacion

Las muestras fueron evaluadas por tres observadores experimentados que registraron las
diferencias en intensidad y porcentaje de expresion de cada muestra por lo que al final se
realiz6 un promedio de las tres mediciones, se tomaron fotografias con un microscopio
Nikon eclipse 80i.

Las laminillas fueron evaluadas por tres observadores distintos a los cuales se les pidio que
registraran en tres campos distintos, el porcentaje de células que expresaban la proteina en
la laminilla, luego se sacd un promedio de los tres campos por muestra y con estos se hizo
un promedio tomando en cuenta los registros de los tres observadores diferentes para cada
proteina evaluada; se les pidié también que registraran la intensidad de tincion de la marca
(categorizandola en distintos patrones: negativo, débil, moderado y fuerte). Todos estos
datos se anotaron. Este método ha sido usado por otros investigadores en el mismo tejido
(24, 26).

6.5 Estadistica

La base de datos se analiz6 con ayuda del programa estadistico JMP version 10.02 de SAS.
Se realizé un analisis univariado de integrina avf33 y embarazo y un analisis multivariado
de correlacion entre las demas proteinas que se corrobord con p de Spearman, puesto que se
utilizo estadistica no parametrica.
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7.0 Resultados
7.1 Grupos de estudio

Las caracteristicas generales tanto del grupo de estudio como el del grupo control mostré
diferencias importantes. EI grupo de estudio se subdividié en: aquellas que logro el
embarazo y las que no. La edad promedio de las 24 pacientes que conformaron el grupo de
estudio fue significativamente mayor que la del grupo control (38.2 vs 27.3 afios) (p <
0.05).

Tabla 1. Caracteristica de los grupos de estudio

Variable  Numero de pacientes Media +DE Rango

Grupo control

*Edad 8

27.37+4.3 22-34
*Menarca 8 13.42+1.71 12-17
*IMC 8 23.48+2.94 19.6-28.7

Grupo que logré embarazo

Edad 10 37.6+4 32-45
*Menarca 10 12.6x1.1 11-14
IMC 10 23.67+3.7 19.2-30

Grupo gue no logré embarazo

Edad 14 38.71+45  30-47
*Menarca 14 13+1.29 11-15
IMC 14 25.94+1.29 21-34

*No en todos los casos se disponia de los datos completos.

Sin embargo la edad no influyo en el éxito o fracaso del embarazo ya que ambos subgrupos
mostraron una pequefia pero no significativa diferencia en la edad promedio (37.6 vs 38.7
anos, respectivamente) (Tabla 1). Solamente hubo 1 paciente fuera del rango de edad
considerada como “ideal” (22 hasta los 30 afios) en el grupo control.
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La diferencia en cuanto a la edad de la menarca no fue significativa entre los grupos sin
embargo el indice de masa corporal de las pacientes del grupo de estudio que no logaron
embarazarse si fue significativamente mayor que el de las mujeres que si lograron el
embarazo y el grupo control (25.9 vs 23.6 y 23.4, respectivamente, p < 0.05).

La tabla 2 incluye la lista de los factores que se consideraron como responsables de la
infertilidad en las pacientes del grupo de estudio. Fue interesante observar que el llamado
factor masculino fue la anomalia comun en el grupo de estudio, y que el llamado factor
tubario junto con el factor masculino si fueron importantes en el subgrupo de mujeres que
no logro el embarazo.

Tabla 2.- Factores asociados a la infertilidad

Caracteristicas de las pacientes Numero de casos
que lograron embarazo
Masculino

Baja respondedora

Edad

Endometriosis

Sindrome de ovario poliquistico
Factor Tubario

Miomas

Hiperprolactinemia
Hidrosalpix

Caracteristicas de las pacientes NUmero de casos
que no lograron embarazo
Masculino

Factor Tubario

Edad

Sindrome de ovario poliquistico
Endometriosis

Baja respondedora

Baja reserva

Endocrino

P P EFEPDNNNMNDDND OO

P NDDNDNDDNDDNDN WSS

7.2 Expresion de Claudinas

La tabla 3 muestra el porcentaje promedio de expresion de las Claudinas que se evaluaron
en ambos grupos.

Tabla 3.- Expresion de Claudinas

24



Evaluacion de marcadores moleculares de receptividad endometrial en pacientes con infertilidad primaria

Promedios de porcentaje de proteina en endometrio
Ndmero de mujeres Cld-1 Cld-2 Cld-5 Cld-6 Intgr avp3  LIF

Mujeres control

8 18.1 45 2141 5537 48.58 6.85
Mujeres embarazadas

10 750 522 3250 16.8 20.84 2.44
Mujeres s/fembarazo

14 24.00 1291 36.86 37.43 28.44 16.38

Al graficar los resultados se observd que existe un rango de porcentaje de expresion de
algunas Claudinas, en particular Claudina 5 y 6 asi como integrina avp3 en el cual se puede
augurar con cierto grado de certeza el éxito del procedimiento (Grafica 1). A raiz de este
analisis se decidio efectuar andlisis multivariado y univariado de los resultados en busca de
correlaciones que puedan indicar el desarrollo de un endometrio “apto” para el embarazo.

Expresion de proteina en el endometrio

60
(5]
c
5
2 50 T
o
8
g 40 ~ B mujeres control
) (donadoras)
o 3
a» o 30 - .
L E B mujeres
$e embarazadas
()] & 20 .
s mujeres
= 10 - s/embarazo
€
: L
S 0 -
& & )

& & & T @&
&
Proteinas evaluadas &

Grafica 1. Se graficaron los porcentajes de expresion de claudinas-1,-2,-5,-6, de LIFy
de la integrina avf3.

7.3 Correlaciones en el grupo que logro el embarazo:

La expresion de Claudina 6 en el endometrio del grupo control fue de 55%, en las mujeres
embarazadas fue de 16.8% y en las mujeres no embarazadas fue de 37.4% (un incremento
del doble) esta diferencia entre grupos fue estadisticamente significativa (p<0.03). La
expresion de Claudina 1, 2, 5 y LIF fue significativamente mayor en el subgrupo de
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mujeres que no logro el embarazo, sin embargo en relacion a la expresion de integrina avp3
también se observo un incremento comparativo entre el subgrupo que no logro el embarazo
y el que si, pero en relacion al grupo control la expresion de integrina avp3 fue
considerablemente menor (p< 0.05). Sin embargo hubo una correlacion positiva entre la
expresion de la integrina avf3 y la claudina-5 (p=0.018, valor de tablas de .745 y un
a=.01), en este grupo. La correlacion mas importante fue la observada entre la expresion de
Claudina 6 y la Claudina 1 la cual fue estadisticamente muy significativa (p<0.0003).

7.4 Correlaciones en el grupo que no logré el embarazo:

En este subgrupo se observaron correlaciones interesantes y de hecho inesperadas. La
primera de ellas fue entre la expresion de Claudina 6 y Claudina 5 (p=0.0063 con un valor
r de 0.646 y un o=.01). La otra correlacion positiva que nos llamo la atencion fue la
observada entre el porcentaje de expresion de LIF y Claudina 1 (p=0.0409, valor de r de
0.646, y un 0=.01), asi como la de LIF con Claudina 2 que mostrd una correlacion de
manera inversa (p=0.0012, valor r de 0.646, y un a=.01).

7.5 Intensidad de la marca

Otro parametro que se evalud fue la reactividad de los epitelios a los diferentes marcadores.
La tabla 4 muestra la enorme diversidad de respuesta en relacion a la expresion de los
marcadores.

Tabla 4.- Reactividad de los epitelios

Grupo control

Respuesta Claudina Claudina Claudina Claudina avff LIF
-1 -2 -5 -6 3

Negativo 3/8 2/8 1/8 0/8 0/8 4/8

Débil 1/8 2/8 1/8 1/8 1/8 2/8

Moderado 3/8 3/8 5/8 6/8 5/8 2/8

Fuerte 1/8 1/8 1/8 1/8 2/8 0/8

Mujeres con embarazo
Respuesta  Claudina-1 Claudina-2 Claudina-5 Claudina-6 avf3 LIF

Negativo  3/10 2/10 1/10 3/10 1/10 5/10
Débil 4/10 3/10 3/10 2/10 4/10 3/10
Moderado 3/10 5/10 5/10 5/10 5/10 2/10
Fuerte 0/10 0/10 1/10 0/10 0/10 0/10
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Mujeres sin embarazo
Respuesta  Claudina-1 Claudina-2 Claudina-5 Claudina-6 avp3 LIF

Negativo  1/14 5/14 3/14 1/14 2/14  4/14
Débil 4/14 1/14 2/14 3/14 3/14 3/14
Moderado 9/14 7114 7114 9/14 8/14 7/14
Fuerte 0/14 1/14 2/14 1/14 1/14 0/14

Llamo fuertemente la atencion la ausencia de reactividad en el 100% de las células de los
epitelios de los marcadores que se evaluaron. Esta pobre reactividad fue més notoria en el
grupo de estudio, ya que en términos de porcentajes relativos, el grupo control fue en
general mas reactivo que el grupo en estudio (Figuras 9 a la 14). Llama también la atencion
el hecho de que la reactividad no mostrd diferencias entre el subgrupo que logro el
embarazo y el que no a excepcién de la Claudina 6 que curiosamente fue similar a la del
grupo control, particularmente en cuanto a lo moderado de la reactividad.

Proteina Epitelio Epitelio Estroma
luminal glandular
Claudina-1 + + -
Claudina-2 + + +
Claudina-5 + + +
Claudina-6 + + -
LIF + + +
Integrina avf3 + + -

7.6 Imagenes

Las imégenes que aqui se anexan son muestras representativas de la reactividad de los
endometrios que se analizaron. Del lado izquierdo se muestran los controles y del derecho
las tinciones del grupo problema.

Notacion: L=Lumen del Gtero, EL=Epitelio luminal, G=Glandula, EG=Epitelio glandular,
E=Estroma.
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Figura 9. Integrina avp3

Figura 11. Claudina 2
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Figura 14. LIF
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8.0 Discusion

Una de las primeras observaciones realizadas entre los diferentes grupos fue que la edad
promedio de ambos grupos era diferente ya que mientras que el grupo control tenia una
edad promedio de 27 afios el grupo de mujeres bajo tratamientos de reproduccién asistida
tenia 38 afios. La relacion entre la edad de la mujer y su fertilidad, declina marcadamente
con la edad debido a la disminucion en el ndmero de ovocitos y en la calidad de los
mismos debido a aneuploidias (34).

La segunda diferencia fue en el indice de masa corporal entre las mujeres del grupo que
logro el embarazo contra el que no lo logro. Un IMC de 23 se considera normal mientras
que un IMC de 25 se considera sobrepeso. Diversos estudios han demostrado que mujeres
con un IMC por encima de 25 muestran una reduccion en su fertilidad (35). Los efectos que
el sobrepeso y la obesidad causan se categorizan en hormonales, ovulatorios/ovaricos y
endometriales. En cuanto a los cambios endometriales que son los que nos interesan, se
sabe que el sobrepeso y la obesidad estd asociada con la resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia lo que se asocia con reduccion de glicodelina e IGFBP1. Bajos niveles de
glicodelina se han asociado con pérdida recurrente del embarazo (36, 37). IGFBP1 es una
proteina secretada por el endometrio decidualizado en la fase secretora del ciclo, y por ende
dependiente de progesterona (38), que facilita la adhesién en la interfase en madre/feto, la
perturbacion de estas moléculas pueden contribuir a disminuir la fertilidad. Valores
elevados de esta proteina se asocian con restriccion del crecimiento fetal y deficiente
funcién de la placenta (39). El sobrepeso y la obesidad estan claramente asociadas con un
estado pro-inflamatorio (40), muy particularmente conforme aumenta la edad de la persona
(41). Este estado pro-inflamatorio implica importante elevacién de citocinas, quimiocinas,
leptina, secretina y otras asi como mayor resistencia a la insulina (42). Estos eventos se dan
no solo en hombres sino también en mujeres y se ha observado que niveles elevados de
proteinas de fase aguda y citocinas pro-inflamatorias como IL-6, PAI1 y TNF ejercen un
efecto negativo sobre la implantacion vy el desarrollo embrionario temprano (43)

Respecto al patron de tincion, nuestros resultados confirmaron una observacion efectuada
previamente por Gatje y cols en el 2008 en biopsias con endometriosis eutdpica y ectdpica.
Estos autores observaron que el patron de tincion en cada biopsia que se evaluo, fue en la
mayoria de los casos heterogéneo, es decir glandulas negativas, tefiida débil y fuertemente
podrian estar presentes al mismo tiempo (25).

Las moléculas de adhesion celular (p. e. integrinas, selectinas, inunoglobulinas) son
ligandos de superficie que median la adhesidn célula-célula y son clave para la adhesion del
blastocisto en el epitelio luminal uterino (44). Dentro de estas moléculas de adhesion,
sobresalen las integrinas, que son una familia de proteinas cuya expresion en el endometrio
ha sido investigada de manera extensa (45). De todos los miembros de esta familia, la
integrina avB3 es considerada como el marcador de receptividad endometrial mas
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ampliamente caracterizado (46). Nuestros resultados mostraron que la expresion de esta
integrina en el subgrupo que logré el embarazo fue menor que el grupo control y el grupo
que no logro embarazo. Este resultado parece indicar que la menor expresion de integrina
favorecié la implantacion (determinada por el embarazo). En primera instancia este
resultado parece contradecir otros estudios donde se ha mostrado que la expresion de
integrina a,bs es un indicador de endometrio receptivo, sin embargo, cabe recalcar que las
muestra en este caso se tomaron en el dia 17 del ciclo, mientras que en la literatura se tiene
que la mayor expresion se alcanza en los dias 6-7 postovulatorios (47). En relacion con los
cambios en la expresion de integrina, se sabe que los niveles anormales de progesterona y
estrogenos durante los tratamientos de FIV para inducir la ovulacién afectan la morfologia
endometrial y quizas también la receptividad; por ejemplo, se demostré que la expresion
de ciertas integrinas por el endometrio se veian reducidas en el epitelio glandular después
de la induccion de la ovulacion, lo cual lleva a proponer que seguramente los niveles de
estradiol alcanzados durante la FIV tiene efectos negativos en la implantacion. Bajos
niveles de estradiol reduce el nimero de oocitos que se pueden capturar pero altos niveles
pueden ocasionar que el endometrio no esté en sincronia, expresando menores niveles de
integrinas que deriva en bajas tasas de implantacién (48). Otro punto importante a
considerar es que, a pesar de que la co-expresion de avb3 junto con a4Bl1, se relaciona con
el periodo que se considera como de mayor receptividad, lo cual es cierto
independientemente de si la mujer es fértil o no, si el endometrio esta fuera de fase o en
fase (47), la integrina avb3 es controlada de manera positiva por el factor de crecimiento
epidermal (EFG) o el factor de crecimiento epidermal de union a heparina (HB-EFG) (49),
y de manera negativa es regulada por el estradiol, lo cual podria explicar que los niveles de
integrina hayan sido bajos ya que las mujeres incluidas en el estudio tenian
presumiblemente altos niveles de estradiol. Esta Gltima observacidn es importante ya que
mi propuesta es que, en los protocolos de tratamiento a estas pacientes deberia ser
obligatorio tener evaluaciones mensuales de la concentracion sérica de estradiol y
progesterona, ya que la expresion de integrinas en el endometrio también es regulada por
progesterona (50).

Para que un endometrio sea capaz de soportar la implantacion del embrion requiere de una
irrigacion adecuada a traves de las cual se transporten nutrientes y oxigeno entre otras
moléculas. Consistente con este hecho se observo una relacion positiva entre la expresion
de Claudina 5 que se expresa en vasos (51) e integrina avb3 que es una molécula clave en la
angiogeénesis (52), aparte de ser un indicador de receptividad endometrial. Claudina-5 es la
Claudina predominante en las uniones estrechas que forman las células endoteliales
vasculares, estd Claudina es predominantemente formadora de barreras con baja
permeabilidad a cationes; ratones knock-out para esta proteina permiten la rapida
extravasacion moléculas marcadoras con un peso molecular debajo de 800 Da hacia el
cerebro y el parénquima del corddn espinal, mientras que en ratones control, la molécula se
queda confinada al compartimiento intravascular (53). Ratones nulos para Claudina 5

31



Evaluacion de marcadores moleculares de receptividad endometrial en pacientes con infertilidad primaria

mueren dentro de las 10 primeras horas después de nacidos, pero la causa aun no es clara
(54). Se desconoce el rol fisioldgico de esta Claudina en otros tejidos.

La expresion endometrial de Claudina 6 en pacientes que lograron embarazarse mostro una
correlacion positiva con la expresion de Claudina 1. Claudina 1 es una proteina que se
expresa de manera ubicua en casi todos los tejidos y su funcion es predominantemente de
barrera ya que aumenta la resistencia transepitelial. Los ratones nulos para Claudina 1
sufren de pérdida de funcién de barrera para el agua y macromoléculas en el estrato
granuloso de la epidermis (55, 56). Claudina 6 es una de las de las moléculas que mas
tempranamente se expresan durante la diferenciacion epitelial, in vitro parece actuar como
una barrera para Na* y CI" cuando se transfecta a células MDCK 1. Ratones transgénicos
que sobrexpresan Claudina 6 de manera desregulada muestran un pérdida de la barrera
normal de piel con la consecuente pérdida de agua transepidermal y muerte neonatal (57,
58). Estos resultados ponen de manifiesto que la mera presencia de Claudina 6 no basta en
la formacion de una barrera epitelial normal, sino que debe haber un balance preciso en la
cantidad de expresion de los diversos miembros que conforman las uniones intercelulares,
siendo la familia de las Claudinas solo uno de los muchos componentes (59, 60). Estudios
preliminares en nuestro grupo de trabajo, utilizando una linea celular de adenocarcinoma
gastrico humano sobrexpresando Claudina 6, sugieren una correlacion en el aumento de
Claudina 1 y activacién de MMP-2. Dado que en estos resultados observo el mismo patrén
de expresion, es posible que las mujeres que lograron embarazarse fue debido a que hubo
activacion de la MMP-2, que es una proteina clave en la invasion del blastocisto al
endometrio receptivo (61). Es por esta razon que posiblemente las mujeres que mostraron
una mayor expresion de Claudina 6 lograron embarazarse, ya que mostraron un epitelio
endometrial de mayor funcionalidad.

La expresion de LIF (leukaemia inhibitor factor) tampoco parecié tener correlacién con el
éxito del tratamiento. LIF es una proteina secretada por las células NK (62) que como se ha
observado recientemente pueden diferenciarse en el Gtero donde también secretan
interferon gama; ambas moléculas son importantes para la decidualizacion del endometrio
(63, 64). Hace algunos afios se reportd la posible asociacidn entre la expresion de LIF y
Claudina 4 en el endometrio como posible marcadores del éxito de los procedimientos de
reproduccion asistida (24). En dicho trabajo se concluyo, utilizando técnicas de
inmunohistoquimica, que el aumento en la expresion de LIF y la ausencia de expresion de
Claudina 4 eran los marcadores que sugerianun aumento en la posibilidad de lograr el
embarazo utilizando técnicas de reproduccion asistida. Estos resultados son compatibles
con los nuestros. También se ha mencionado que la expresion de LIF no se relaciona con la
concentracion de progesterona (65) lo cual Ilama la atencidn pues al parecer la hormona
esteroidea mas importante en todo el proceso de diferenciacion y maduracion del
endometrio fisioldgico es la progesterona. La progesterona se ha asociado con fertilidad
deficiente en mujeres con sindrome de ovario poliquistico (66) pero hasta la fecha se
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desconoce si ejerce alguna funcion reguladora en la expresion de Claudinas en el
endometrio o si regula la activacion de células NK en el Utero, pero recientemente se
observé que el uso de un antagonista de progesterona aumenta la citotoxicidad de las
células NK uterinas a través de la activacion de ERK (67) y ésta es la misma via de
sefializacion que regula la expresion de Claudinas en células epiteliales (68).

Finalmente los resultados pueden tener inconsistencias debido a: 1) el pequefio tamafio de
la muestra por lo cual no s pudo aplicar estadistica paramétrica y 2) no se estan tomando en
cuenta el factor masculino ni la calidad del embrion.

9.0 Apéndices

9.1 Soluciones

9.1.1 PBS 10X a pH 7.0 (Solucion stock)
Para preparar 1L

79g de NaCl

159 de Na2HPO4

6 g de Na2H2PO4

Se disuelve cada sal por separado, se mezclan, después se ajusta el pH y finalmente se afora
a 1L con ddH20.

9.1.2 PBS 1X a pH 7.0 para lavados
Para preparar 1L

Se toma una alicuota de 100 mL de PBS 10X a pH 7.0 (solucion stock) y se afora con
ddH20 para llegar a 1L.

9.1.3 PBS-Tween 0.2% para lavados

Para preparar 1L

Se toma PBS 1X se agregan 2 mL de Tween, se disuelve y se aforaa 1L con mas PBS 1X.
9.1.4 Buffer de citratos

Para preparar 100 mL

Se preparan por separado las siguientes soluciones:

-Acido citrico a 0.01 M
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0.2101 g de &cido citrico en 100 mL de ddH20.
-Citrato de sodio a 0.01 M
0.2941 g de citrato de sodio en 100 mL de ddH20.

Después se toman 9.5 mL de &cido citrico y 41.5 mL de citrato de sodio, se ajusta el pH a
6 y finalmente se afora a 100 mL.

NOTA: para ajustar el pH siempre se usan acido citrico y citrato de sodio, no usar NaOH
ni HCI.

9.1.5 PBS-Triton 0.2%

Para preparar 100 mL de PBS-triton se toman 200 pL de Triton y se agregan al PBS 1X,
luego se afora a 100 mL.

9.1.6 PBS-albumina 2%

Para preparar 100 mL se usa PBS a 1X, se le agregan 2 gramos de albumina y se afora a
100 mL.

9.1.7 PBS-albumina 1%

A partir de la solucién PBS-albimina al 2% se pueden tomar 50 mL de PBS albdmina y
agregar aforar a 100 mL con PBS 1X o prepararlo con 1 gramo de albimina en PBS 1X y
aforarlo a 100 mL.
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