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RESUMEN

Antecedentes: El criterio no invasivo más utilizado para evaluar el éxito en la
transferencia de embriones humanos es su desarrollo morfológico; sin
embargo, este criterio no contempla aquellos que realizan arresto celular.
Recientemente, se han detectado pequeños RNA no codificantes
denominados microRNAs (miRNAs) involucrados con el desarrollo
embrionario.

Objetivo Analizar la expresión de los miR-21-3p, -24-1-5p, -191-5p, y 372-5p
en el medio de cultivo de embriones fertilizados in vitro.

Material y Métodos: Se recuperó el medio de cultivo de los embriones en el
día 5 de desarrollo de pacientes embarazadas (n=25) y no embarazadas
(n=25). Se aisló el RNA total mediante el reactivo de TRIzol. La expresión de
los miRNAs se evaluó mediante la RT-PCR de punto final con iniciadores
específicos. Las bandas de expresión fueron cuantificadas mediante densidad
óptica. La expresión de los miRNAs es presentada como la media ±
desviación estándar y el análisis se realizó mediante la prueba de t de
Studentlas diferencias de expresión fueron significativas cuando el valor de p
fue menor a 0.05.

Resultados: Al evaluar el perfil de expresión del medio de cultivo de los
embriones humanos de las pacientes embarazadas se encontró que el miR-
191-5p aumento significativamente 5.2-veces con respecto a las no-
embarazadas (p ≤0.001). En tanto que el miR-24-1-5p aumento
significativamente 1.6-veces en las pacientes no-embarazadas con respecto a
las embarazadas (p =0.043). Finalmente, no se observaron diferencias
significativas en los miR-21-3p (p =0.38) y 372-5p (p =0.41) entre ambos
medios de cultivo.

Discusión:Nuestros resultados sugieren que el miR-191-5p podría ser
utilizado como un posible biomarcador de desarrollo embrionario, el cual tiene
como blancos moleculares los RNA mensajeros de las proteínas IGF2BP-1 e
IGF2R involucradas con la ventana de implantación. En tanto que el miR-24-
1-5p podría estar relacionado con malos pronósticos de desarrollo
embrionario.

Palabras clave:expresión de miRNAs, desarrollo embrionario, implantación.
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ABSTRACT

Background: Morphologic features are the most commonly used criteria for
embryo selection and subsequent transfer; however, such characteristics are
not valid for those in cellular arrest.

Objective: Quantify the expression of miR-21, -24, -191, and 372 in IVF
embryo culture media.

Material and Methods: Day 3 embryo culture media was collected from
pregnant patients (n=25) and non pregnant patients (n=25). RNA was isolated
using TRIzol method. miRNA expression was detected through RT-PCR with
specific primers. Expression bands were quantified using optic density. miRNA
expression is presented as mean ± Standard Deviation and analysis was
made with a T-student test, with significative differences smaller than 0.05.

Results:By evaluating expression profiles from pregnant patients we found
miR-191-5p significantly increased by 5.2 fold compared to non pregnant
patients (p ≤0.001). On the other hand, miR-24-1-5p significantly increased in
non pregnant patients, compared to pregnant patients (p =0.043). Finally, we
have not found any statistically significant difference regarding miR-21-3p  and
372-5p (p =0.41) when comparing both culture media.

Discussion:Our results suggest miR-191-5p could be proposed as a posible
biomarker of adequate embryo development, which is associated with targets
IGF2BP-1 and IGF2R involved with implantation window. On the other side
miR-24-1-5p could be related to bad embryo development prognosis.

Keywords: miRna´s expression, embryo development, implantation.
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1.0INTRODUCCIÓN

Las técnicas de reproducción asistida de alta complejidad consisten en la

estimulación ovárica controlada para la producción de múltiples ovocitos

maduros, la posterior captura de estos y su fertilización in vitro para generar

embriones los cuales se mantendránen medios de cultivo específicos donde

alcanzarán diferentes etapasde desarrollo como son escición (3 días) o de

blastocisto (5-6 días) y su posteriortransferencia a la cavidad uterina, donde

algunos se implantarán en el endometrio receptivo lográndose el

embarazo.Esta última fase de las técnicas de reproducción asistida es la

menos conocida desde el punto de vista fisiológico y fisiopatológico.1

La tasa de implantación embrionaria se define como el número de sacos

gestacionales observados ultrasonográficamente en la semana 6 del

embarazo divididos entre el número de embriones transferidos. A nivel

mundial la tasa de implantación se encuentra en 30-40%.2En el departamento

de Biología de la Reproducción del Instituto Nacional de Perinatologíade la

Ciudad de México, se ha reportado en los últimos cinco años la tasa de

implantación del 25%.

Estas cifras denotan la baja eficiencia de los métodos actuales tanto para

seleccionar a los mejores embriones, como en la determinación de la ventana

endometrial de implantación. Recientemente, se han descrito la expresión de

RNA no-codificantes involucrados con el desarrollo y diferenciación en

diferentes tipos celulares. En el presente estudio, se evaluó el perfil de

expresión de cuatro miRNAs embrionarios asociados al proceso de

implantación en pacientes que acudieron al programa de fertilización in vitro.
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2.0ANTECEDENTES

2.1 Receptividad uterina

El concepto de receptividad uterina se refiere a la capacidad del endometrio

para permitir la implantación embrionaria en desarrollo el cual ocurre

mediante complejas interacciones divididas en 3 estadios: aposición,

adhesión, e invasión(fig. 1).
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Durante aposición , el blastocisto cesa su migración, permanece estático y las

células del trofoectodermo se unen al epitelio endometrial receptivo, el

blastocisto posteriormente realiza el proceso de adhesión,  anclándose a la
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lámina basal y la matriz estromal extracelular, en este punto la unión

endometrio-embrionaria no puede ser destruida mediante lavado uterino; por

último se lleva a cabo la invasión, el proceso que involucra la penetración del

blastocisto en el epitelio luminal.7

El proceso de receptividad uterina eimplantación se presenta durante una

ventana reducida de tiempo, descrito por primera vez en modelos

experimentales.1,2Este hallazgo motivó diversas estrategias para su

búsquedaen el humano, determinando que esta ventana de implantaciónestá

comprendidaentre el 5oy el 6o día después de la ovulación, periodo

quecoincide con el incremento de progesterona plasmática.8En éste periodo

se ha observado en la superficie de las células endometriales la disminución

en el grosor de las glicoproteínas de membrana, y en sucarga electrostática9,

10así como cambios morfológicos en las microvellosidades epiteliales

generando grandes áreas aplanadas en la superficie.11, 12

Se ha reportado la biosíntesisde proteínas de superficiede tipo integrinas

localizadas principalmenteen eldominio apical(fig. 1A)13-15 y basolateral16-

19además demoléculas como los ligandos de selectina, que contribuyen a la

adhesión del trofoectodermo al epitelio endometrial, mientras que el

trofectodermo humano expresa L-Selectina, estableciendo un sistema

altamente coordinado entreligando-receptor.20Otras moléculas involucradas

son el heparán sulfato,21, 22la proteína MUC1(por sus siglas en inglés, mucin-1

cell surface associated)23, 24y las integrinas�v�3, �v�5y �5�, involucradas en

estadios tempranosde la ventana de implantación.25-28

La expresión espacio-temporaldemiembros de la familia delfactor de

crecimiento epidérmico (EGF; epidermal growth factor, por sus siglas en

ingles) y sus receptores (ErbBs) en el embrión y el endometrio durante el

periodo preimplantación, sugieren que estos factores de crecimiento podrían

estar regulando una interacción entre ellos.29Algunos de los miembros de esta

familia expresados durante la ventana de implantación son el propio EGF, el

factor Transformante de Crecimiento alfa(TGF-α), EGF de unión a heparina

(HB-EGF) anfiregulina (Ar), (-celulina (BTC) epiregulina (Er) y herregulina

(HRG).30 HB-EGF se expresa durante la ventana de implantación y también
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estimula el desarrollo de embriones humanos generados mediante ciclos de

fertilización in vitro.31

La expresión delfactor inhibidor de leucemia (LIF; por sus siglas en inglés,

leukemia inhibitor factor) incrementa justo antes de la implantación en las

glándulas endometriales y luminal 32, 33y se ha propuesto como una molécula

que estimula la implantación del blastocisto, 32mediante vías moleculares que

inhiben la diferenciación pero promueven la proliferación de las células madre

embrionarias en la masa celular interna, los mecanismos  conocidos del LIF

en el proceso de implantación son el incremento en la expresión de EGF y

otros genes de receptividad endometrial, así mismo, LIF promueve la

decidualización incrementando la producción de citocinas y prostaglandinas,

LIF también esta involucradoen la potenciación de la interacción embrión-

endometrio a través de pinópodos y moléculas de adhesión.Finalmente, LIF

está involucrado en el reclutamiento de leucocitos específicos que participan

en la respuesta inflamatoria durante la implantación.34

Se han desarrollado modelos experimentales que bloquean la acción del LIF,

lo cual ocasiona invariablemente fallo en la implantación.35

Mediante el uso de microscopía electrónica, se ha revelado la aparición cíclica

de estructuras que protruyen del polo apical de las células epiteliales durante

la fase secretora media denominados pinópodos.36 Estas podrían ser la

primera estructura que contacta con el embrión. Existe evidencia experimental

que demuestra la adhesión de blastocistos a células endometriales que

despliegan estructuras semejantes a pinópodo.18Los pinópodos son grandes

protuberancias ectoplásmicas de aspecto esponjoso que aparecen en la

membrana apical de células endometriales secretorias durante el periodo de

receptividad, sustituyendo a las microvellosidades. 37Estas estructuras están

relacionadas con el transporte apico-basal de fluídos y macromoléculas hacia

el estroma, los pinópodos reciben su nombre debido a esta actividad

pinocítica.38
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2.2 Análisis de expresión de genes asociados a lareceptividad uterina

Con el desarrollo del análisis genómico funcional, se ha logrado identificar

perfiles de expresión génica bajo distintas condiciones de receptividad o

embarazo, utilizando tecnología de microarreglos. 39Con esta técnica es

posible medir el nivel de expresión de miles de genes en un conjunto de

células, permitiendo descubrir genes o vías probablemente involucradas en

un proceso biológico, incluso cuando no existe una pista acerca de su

identidad. 40 La evaluación de la expresión génica global ha permitido

determinar perfiles de expresión de cada fase endometrial durante el ciclo

menstrual.41-44Para este propósito, se han tomado biopsias endometriales de

voluntarias sanas, en el tercer día posterior a la identificación del pico de

hormona luteinizante, (fase lútea temprana: LH+3) o en día LH+8 (fase lútea

media, durante la apertura de la denominada “ventana de implantación”).

Posteriormente se extrae el RNA y se evaluala expresión génica mediante

tecnología de microarreglos, utilizando un abordaje bioinformático.37

Dado que la adquisición de receptividad endometrial está fundamentalmente

dirigida por la progesterona,45, 46 se han determinado patrones de expresión

génica durante los ciclos menstruales espontáneos comparando perfiles de

expresión endometrial en distintos niveles de progesterona sérica: bajos

niveles de progesterona hacia los días 8-11, (fase proliferativa)41, 47,niveles

medios en los días 15-17 del ciclo menstrual42, 44, 48, 49 y con niveles pico de

progesterona (días 19-23, ventana de implantación).

Los patrones de expresión descritos en fase proliferativa difieren

significativamente de la expresión durante la ventana de implantación, dentro

de los genes con elevación importante  en la expresión con respecto a la fase

proliferativa se encuentran proteínas involucradas en el transporte y

señalización del colesterol como M12529 que codifica ApoE y se expresa 100

veces más durante la ventana de implantación, J02611 que codifica ApoD,

genes relacionados con la biosíntesis de prostaglandinas, como PLA2,

(fosfolipasa A2) y el receptor de PGE2 (prostaglandina E2). Además de genes

relacionados con el metabolismo de hidratos de carbono como

glucoroniltransferasa I, y GlcNAc6ST (N-Acetilglucosamina-6-O-
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sulfotransferasa) y genes involucrados con proteínas secretadas como

glicodelina (globulina endometrial alfa-2 asociada con el embarazo)

mamaglobina, Dickkopf-1 (hdkk-1) y la proteína de unión a factor de

crecimiento insulinoide 2 (IGFBP-2).50

Los estudios de microarreglos han determinado expresión diferencial en al

menos 63 transcritos entre mujeres con falla en la implantación comparadas

con mujeres que lograron embarazo,51 de los cuales se pudieron identificar 14

genes coincidentes con los reportados en otros estudios,52, 53y al menos 4 de

ellos están relacionadas con la regulación del sistema inmunológica. De estos

14 genes, cinco están también disminuidosen el endometrio eutópico de

mujeres con endometriosis, 41, 48estos 5 genes son los siguientes: la proteína

alfa de unión al componente 4 del complemento, (C4BPA), glicodelina,

proteína activadora de RAP1 GTPasa, (RAP1GA1), receptor de endotelina

Tipo B, (EDNRB) y ankirina 3, (ANK3). El aumento en la expresión de dichos

genes tiene relevancia clínica ya que las tasas de implantación de pacientes

con endometriosis son menores en pacientes con esta patología que ingresan

a protocolos de reproducción asistida, lo cual se ha atribuído típicamente a

alteraciones embrionarias secundarias a daño ovocitario, sin embargo estas

alteraciones en el endometrio eutópico demuestran que también podría estar

implicado en la disminución de la tasa de implantación. 54

Recientemente se ha descrito una herramienta genómica que determina un

microarreglo en conjunto con un predictor bioinformático para predecir

ventana de implantación. Esta herramienta se denomina ERA (Endometrial

Receptivity Array; por sus siglas en inglés). 55

2.3 La herramienta ERA (endometrial receptivity array)

Con la llegada de la tecnología de microarreglos, el número de posibles

blancos moleculares en la receptividad endometrial se ha incrementado

sustancialmente, y la genómica funcional de la receptividad endometrial se ha

investigado ampliamente desde la década pasada, tanto en ciclos

estimulados, como naturales.40
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De acuerdo con la información obtenida acerca del aumento o disminuciónde

los genes involucrados en la ventana de implantación, Ruíz-Alonso y

colaboradores (2013) desarrollaron una herramienta diagnóstica que puede

identificar un endometrio receptivo con el uso de una marca transcriptómica

específica presente en ciclos tanto naturales como con reemplazo hormonal.
55 El arreglo de receptividad endometrial consiste de un arreglo de 238 genes

expresados en distintas etapas del ciclo endometrial y esta acoplado con un

predictor computarizado que es capaz de identificar el estatus de receptividad

de una muestra endometrial y diagnosticar la ventana de implantación

personalizada de la paciente independientemente del aspecto histológico de

la muestra.56

La precisión de la prueba ERA es superior a la histología endometrial, y los
resultados son reproducibles en los mismos pacientes incluso 29-40 meses
después de la primera evaluación, la concordancia entre los patólogos que
evalúan biopsias de endometrio contra la aparición del pico de LH arrojó
valores de 0.618 (0.446-0.791) y 0.685 (0.545-0.824). la variabilidad
interobservador entre patólogos mostró un índice Kappa de 0.622 (0.435-
0.839). la concordancia del ERA contra la aparición del pico de LH demostró
un valor de 0.922 (0.815-1.000). La reproducibilidad del ERA demuestra un
100% de consistencia.57

Los autores del ERA seleccionaron los genes basándose en el análisis de

distintos perfiles de expresión del genoma completoentre el endometrio

receptivo y no receptivo (pre-receptivo) utilizando los datos de expresión

cruda obtenidas previamente.57Se llevó a cabo un análisis estadístico y

aquellos genes que demostraron una diferencia absoluta de 3-veces y una

tasa de falsa aparición menor a 0.05 fueron seleccionados. Con los genes

seleccionados se construyó un microarreglo denominado ERA. Esta

herramienta se ha probado contra biopsias endometriales para determinar la

huella de expresión génica característica de la receptividad endometrial.56Las

muestras para análisis ERA se colectan mediante biopsia endometrial,

posteriormente se almacenan en nitrógeno líquido a -80 °C. El RNA obtenido

es convertido mediante la transcripción reversa (RT-PCR)a cDNA y

posteriormente es amplificado para determinar el estado endometrial y utilizar

esta información en un ciclo de transferencia embrionaria posterior.56
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A pesar de que se han logrado enormes avances en la indentificación de

marcadores endometriales que ayuden a determinar la ventana de

implantación, poco se sabe sobre los patrones de expresión que se realizan

en los embriones y su aplicación en la clínica, por lo tanto es imperativo

encontrar biomarcadores moleculares equiparables al estudio ERA

relacionados con la calidad embrionaria y su capacidad de implantar en un

endometrio receptivo.En este sentido, los microRNA son moléculas

prometedoras yase secretan y pueden ser cuantificadas en el medio de cultivo

embrionario53, además están relacionadas con el desarrollo embrionario

desde su descubrimiento hace más de 25 años. 49

2.4 Tipos de RNA

El ácido ribonucleico (RNA) es una molécula de síntesis celular conocida

principalmente por su papel en la exportación de información genética desde

el núcleo hacia el citoplasma donde normalmente se traduce a proteínas(fig.

2). 58
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Figura 2. Tipos de RNA clásicos y no-clásicos. Se muestra la estructura y número de
nucleótidos aproximados del RNA clásicos: mensajero (mRNA), ribosomal (rRNA), de
transferencia (tRNA) y no-clásicos RNA no codificante (ncRNA) entre los que se encuentra el
de interferencia (siRNA) y los microRNAs (miRNAs).

El ácido ribonucleico (RNA) comprende una gran variedad de moléculas con

distinta longitud, estructura y funciones. En términos generales los RNA

clásicos o codificantes están implicados directamente con la síntesis de

proteínas, y estos incluyen 3 subtipos: 1) RNA mensajero, que transporta la

información génica desde el núcleo hacia el citoplasma, en un proceso

denominado transcripción 59éstas moléculas miden alrededor de 1000

nt;602)RNA ribosomal que constituye la estructura fundamental de los

Ribosomas, (2/3 rRNA y 1/3 proteína) en eucariontes se agrupa en

subunidades 60S (Subunidad grande o LSU) y 40S, (Subunidad Pequeña o

SSU). La LSU actúa como Ribozima, catalizando la formación de enlaces

peptídicos;los ribosomas tienen 3 sitios de unión denominados A, P y E, el

sitio A se une a un aminoacil-tRNA, el sitio P contiene el enlace éster del

peptidil-tRNA del último aminoácido en la cadena en crecimiento, y el sitio E,

que recibe al tRNA que estaba sujeto dentro del último aminoácido.61los

ribosomas pueden freagmentarse en subunidades S (la S representa

unidades Svedberg, una unidad no-métrica del coeficiente de sedimentación,

que mide la velocidad a la que una partícula se sedimenta); 62y 3)RNA de

transferencia, una molécula adaptadora de 76-90 nucleótidos que funciona

como un vínculo físico entre el mRNA y los aminoácidos.63intercambiar

tripletes de nucleótidos por el aminoácido correspondiente de acuerdo a la

complementariedad de pares de bases con el RNA mensajero, (codón-anti-

codón)64 (fig. 3). Recientemente se han descubierto nuevos tipos de RNA,

denominado RNA no codificante con estructura, biogénesis y funciones

novedosas(tabla 1).
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Sin embargo, recientemente se han descubierto nuevos tipos de RNA,

denominado RNA no codificante con funciones novedosas(tabla 1).

2.5 Los microRNAs

Los microRNAs (miRNAs)constituyen una amplia familia de moléculas de

RNA no codificante de alrededor de 21 nucleótidos. Estos se descubrieron

hace más de 20 años como reguladores post transcripcionales clave de la

expresión génica.66El papel regulador de estas pequeñas moléculas de RNA

ha comenzado a ser explorada en el sistema reproductor humano.

Originalmente descubiertos en el nematodo Caenorabditis elegans,estas

pequeñas moléculas controlan la expresión génica post transcripcional al

silenciar la traducción del RNA mensajero o al promover su degradación en el

citoplasma. 66Recientemente se ha demostrado que los miRNAs juegan un

papel importante regulando lamaduración del ovocito donde se ha

demostrado que los ovocitos en Meiosis II presentan aumento en la expresión

de cuatro miRNAs, (hsa-miR-193a, -297, -625 y -602) y baja expresión de

once miRNAs (hsa-miR-15, -20a, -141*, -212, -299-5p, -339-5p, -376a, -486-

5p, -662, -768-5p, y -888*). El estudio concluye que existen diversos miRNAs

en ovocitos humanos que presentan cambios dinámicos durante la meiosis67,

foliculogénesis, función del cuerpo lúteo, 68y se ha determinado que miR-

199a-3p, miR-145 y miR-31 incrementan su expresión en el estadio folicular y

demuestran una franca disminución en la transición lúteo-folicular, los miRNAs

regulan la actividad folicular y lútea modulando múltiples factores, por ejemplo

miembros de la superfamilia del factor transformador de crecimiento (TGF-β),

cinasas tipo receptor de activina, (ALKs) y proteínas de la familia SMAD

(Small Body Size-Mothers Against Decantaplegic). 68Ademas, los miRNAs se

han asociado con la implantacióny desarrollo embrionario temprano.69La

deleción de dos componentes esenciales en la biogénesis de miRNAs:Dicer y

su cofactor Dgcr8 (Di George Syndrome Critical Region 8), en ratones

conduce al arresto embrionario en día E6.5 y E7.5, poco después de la

implantación. 70
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El fenotipo knockout de Dicer desarrolla un epiblasto con gastrulación primaria

y expresión del mesodermo temprano, sin embargo la estría primitiva presenta

fallo en la elongación y existe pérdida de la expresión de marcadores

endodérmicos definitivos como el gen homeótico Hex (Haematopoietically

Expressed Homeobox) y Cerl1 (Cerberus Like 1). 71

2.6 Biogénesis de los miRNAs

Los miRNAs se transcriben mediante la RNA polimerasa II y/o RNA

polimerasa III como un transcrito largo inicial de 100-1000 nucleótidos,

denominado pri-miRNAs, o miRNa primario, el cual está usualmente

encapuchado en el extremo 5´y poliadenilado en el extremo 3´. Los pri-

miRNAs son procesados secuencialmente mediante las ribonucleasasDrosha

y Pasha (DGCR8) para generar un pre-miRNA de 60-70 nucleótidos, el cual

tiene un fosfato 5´ y un segmento sobresaliente de 2 nucléotidos en el

extremo 3´ (fig. 3).66Estos productos son posteriormente exportados al

citoplasma mediante la exportina-5 72donde se unen a la ribonucleasaDicer y

son procesados para generar un doble cadena miRNA:miRNA.73Por último, se

propone que una helicasa (aún no caracterizada) desdobla el dúplex y forma

los miRNAmaduros (fig. 3). 62
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Figura 3 Biogénesis y maduración de los miRNAs. El proceso se inicia en el núcleo al
activarse las secuencias genéticas del miRNA activado mediante la RNA polimerasa de tipo II
(transcripción) generando el transcrito primario (pri-miRNAs) el cual es procesado por el
complejo de Drosha y (RNAsa III) y la proteína DGCR8 (DiGeorge syndrome critical región
gene 8) y forman un complejo llamado microprocesadorcomo se muestra. La RNAsa III
(Drosha) a través de su dominio de unión a RNA de doble cadena (dsRBD) reconoce al
substrato del pri-miRNA, y mediante sus dominios de RNAsa III (RIIIds a-b) escinden las
cadenas laterales del pri-miRNA para formar un pre-miRNA. Posteriormente, la exportina 5
junto con el cofactor RAN transportan los pre-miRNA del núcleo al citoplasma. En el
citoplasma, la RNAasa de tipo III (Dicer) procesa al pre-miRNA generando al miRNA dúplex
de aproximadamente 22 pares de bases. Posteriormente el miRNA dúplex es reconocido por
secuencias del complejo de argonauta tipo 2 (AGO2) los cuales concluyen con las ediciones
dando lugar al miRNA maduro el cual regulará diversas señales en la misma célula o en
células vecinas o incluso ser transportadas a otros sitios mediante la circulación sanguínea.
Cuando Dicer ha generado a la molécula de miRNA madura este permanece unido y
posteriormente es liberado por una helicasa. Modificado de Bartel DP. MicroRNAs: genomics,
biogenesis, mechanism, and function. Cell. 2004; 116:281-297

Estos miRNA´s maduros se incorporan al complejo silenciador inducido por

RNA (RISC) y se unen a la secuencia complementaria 3´UTR de su blanco de

mRNA específico. Esto resulta en la inhibición de la traducción de mRNA o

promueve su degradación y conduce al silenciamiento génico post

transcripcional, (PTGS). 74Además, el silenciamiento génico post

transcripcional inducido por RNA (RITS) que utiliza AgoI en lugar de AgoII en

su complejo efector, fue descrito hace más de una década. 75Dicho complejo

ejerce modificaciones DNA/Histona, (por ejemplo metilación) en el genoma y

por lo tanto desencadena el silenciamiento génico. Aunque se ha identificado
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el RITS en diversas especies, su presencia aún no se ha demostrado en el

ser humano. En la mayoría de los casos, la región “semilla” (las 7-8 pares de

bases después de la primera o segunda base del extremo 5´del miRNA)

complementa de forma perfecta la secuencia blanco de mRNA. El

apareamiento de bases de nucleótidos también ocurre en el extremo 3´del

miRNA, aunque se cree que es más débil y de menor importancia que el

apareamiento 5´. Los desajustes del dúplex miRNA:miRNAs ocasionan la

generación de estructuras protuberantes en la región central, lo cual podría

ser útil en la regulación de mRNA. Debido a lo pequeño de los elementos de

reconocimiento, el mismo miRNA puede reconocer cientos de genes blanco, y

así, cada gen puede ser blanco de varios miRNAs. 76Desafortunadamente, la

complejidad combinada de la interacción éstos elementos hace que la

comprensión de la biología de los miRNA sea una tarea difícil.

2.7 Función de los miRNAs.

Los miRNA se expresan en todos los tejidos y regulan un amplio espectro de

procesos, tales como la diferenciación celular, proliferación y apoptosis.77Más

aún, las funciones de los miRNAs pueden ser muy diferentes unas de otras.

Por ejemplo, en el cáncer, varios miRNAs se han caracterizado ampliamente y

se han clasificado como reguladores de la oncogénesis (oncomiRs); en

contraste, otros se han descrito como supresores de tumores, tales como la

familia let-7 que puede dirigirse a oncogenes tales como RAS, MYC, HMGA2,

y puntos de revisión del ciclo celular. 78Existe una tendencia creciente hacia la

identificación de miRNAs con fines diagnósticos en biología de la

reproducción, aunque la mayoría de los estudios  no investigan su papel

funcional, solamente consideran predicciones in silico. Las patologías

estudiadas que son relevantes para la reproducción son la endometriosis,
79cáncer endometrial, 80 receptividad endometrial, 81decidualización,
82preeclampsia, 83y embarazos ectópicos. 84

Los miRNAs podrían encontrarse eventualmente  en el origen de patologías

idiopáticas en biología de la reproducción, pero se requiere investigación

básica para dilucidar los efectos específicos que tienen diferentes miRNAs en
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los diversos tipos celulares que componen el endometrio. Estas moléculas no

sólo están presentes en tejidos sino también en una gran variedad de

muestras biológicas, (por ejemplo sangre, suero, plasma, orina y saliva). Dado

el pequeño tamaño de los miRNAs, se deben emplear métodos de  extracción

específica de RNA para asegurar su obtención, lo cual ha conducido al

desarrollo de kits por varias empresas para lograr una obtención óptima. La

correcta purificación de la fracción de pequeños  RNA debe ser confirmada

mediante electroforesis en gel. Sin embargo, el empleo de reactivos como el

trizol son igualmente efectivos, permiten la extracción total, incluídos los rna

pequeños.

2.8 Caracterización funcional de los miRNAs.

La función de los miRNAs esta asociada a la regulación de los mRNA

blancos. Por lo tanto, se han desarrollado varios abordajes bioinformáticos y

experimentales para identificar genes blanco de los miRNA. Varias

plataformas de sitios de internet, incluyendo Targetscan, Mird, Miranda,

Mirmap, Microcosm, y Diana Lab, predicen genes  blanco basados en las

secuencias complementarias de su 3´UTR;85sin embargo, las predicciones in

silico también requieren confirmación in vivo/in vitro, de tal forma que se han

desarrollado varias estrategias, tales como:a)el uso de oligonucleótidos

sintetizados y verificados en diversos modelos, los miRNAs sintéticos

mimetizan al miRNA maduro para dirigirse a mRNAs específicos;

b)“antimiRs”, oligonucleótidos complementarios a los miRNAs endógenos

diseñados para unírseles e inhibir su función; 86c)“protectores blanco” –

oligonucleótidos complementarios a una sección específica del mRNA de un

gen blanco que son utilizadas para protegerlos de un miRNA dado; y,

d)esponjas de miRNAs –un marco de lectura abierto (ORF) ligadora  una

región 3´UTR con múltiples sitios de unión específicos de miRNAs que actúa

como un inhibidor competitivo de la unión a miRNA.87De forma importante,

todas estas moléculas pueden ser transfectadas dentro de las células y su

efecto puede ser investigado mediante análisis de Western Blot o PCR



��

cuantitativo. Como un control de transfección, se utilizan miRNAs “aleatorios”

carentes de cualquier homología génica conocida en los mamíferos. 88

La señalización directa a genes con miRNA puede ser explorada con ensayos

de luciferasa, al combinar sistemas utilizando los genes “firefly” y “renilla”. La

mayoría de los genes de interés, los cuales se predice son blancos de

miRNAs, están disponibles dentro del sitio de multiclonación del plásmido con

la luciferasa/firefly (MCS) ya ligado dentro de sus regiones 3´UTR. Cuando los

oligonucleótidos sintéticos (“aleatorios”, mimetizantes, o antimiRs) y sus

vectores son cotrasfectados dentro de una línea celular de mamífero, el vector

expresa constitutivamente la luciferasa “renilla” y “firefly”; 89sin embargo, si la

represión de la traducción es realizada por un miRNA específico en la región

3´UTR del mRNA de la luciferasa “firefly”, su señal de luminescencia (pero no

la de la luciferasa “renilla”) disminuye. El gen de la luciferasa “renilla”, bajo el

control de un promotor constitutivo, puede ser contransfectado (en el mismo o

un distinto plásmido) dentro de las células con una señal normalizante. 90Una

vez que los genes blancos de miRNAs se predicen y confirman, la

caracterización funcional requiere ahora el análisis de las funciones biológicas

que controlan estos genes. Por lo tanto, aún se deben realizar más

experimentos para evaluar parámetros tales como la proliferación,

modificaciones del citoesqueleto, invasión celular, y propiedades de migración

y sus procesos de diferenciación y des-diferenciación.

2.9 Los miRNAs como biomarcadores.

Actualmente, en algunos casos se conoce con precisión el papel de los

miRNAs circulantes y sus efectos de estas moléculas en sitios distantes del

lugar de su síntesis. Otra característica de los miRNAs es su presencia en el

plasma humano en una forma sumamente estable que se encuentra protegida

de la actividad de RNAasas endógenas.91Como resultado de esta

característica, los miRNAs están siendo actualmente evaluados como

biomarcadores circulantes en la detección de muchos procesos humanos

tanto fisiológicos como patológicos. Se han detectado niveles elevados de

miRNAs en el suero de pacientes con cáncer. 92Varios estudios pioneros han

detectado miRNAs de presunto origen placentario en el suero de mujeres
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embarazadas. 93Otros han demostrado que los miRNAs asociados a la

placenta humana estaban significativamente elevados en suero de pacientes

embarazadas, y sus niveles correlacionaban con el estadio del embarazo.94

Los miRNAs en suero son relativamente estables, y no son degradados

después de la exposición a altas temperaturas, altos o bajos niveles de pH, o

ciclos de congelación-descongelación. 84Este fenómeno podría ser explicado

por el reciente hallazgo de complejos proteína-lipoproteína (también

conocidos como exosomas) que actúan como vehículos de miRNAs.
95Recientemente se ha descrito que estas vesículas de 20-100 nm contienen

miRNAs y son liberadas  a través de mecanismos dependientes de la

maquinaria secretora de ceramidas, las cuales pueden ser transferidas a

células receptoras mediante endocitosis. Los miRNAs podrían ser también

transportados en lipoproteínas de alta densidad HDLs, e internalizadas en

células receptoras mediante una vía que involucra nSMase2(neutral

SphyngoMyelinase 2). 95Sin embargo, otro estudio reciente demostró que

hasta un 90% de los miRNAs séricos y plasmáticos no están encapsulados en

vesículas, sino que se cofraccionan en complejos proteicos, en particular

complejos AgoII-miRNA. 96

Varios miRNAs presentes en el suero predicen o se correlacionan con

estados patológicos y su pronóstico en varios tipos de neoplasias. Más aún,

comparado con los abordajes transcriptómicos o proteómicos, es más fácil

adaptar su uso en clínica dado que sólo existen aproximadamente 1500-2000

miRNAs humanos detectables.50 Sin embargo, un obstáculo importante para

el uso de miRNAs como un método biomarcador no invasivo es la presencia

de información contradictoria publicada en relación a las mismas patologías.

Esto podría explicarse por la falta de estandarización metodológica común en

el campo, tal como la obtención de la muestra o técnicas de normalización de

PCR cuantitativo. Respecto a lo primero, es importante controlar o evitar la

hemólisis así como el uso de EDTA dado que este bloquea la reacción de la

polimerasa en el PCR. Respecto a lo segundo, la consistencia en los

resultados podría ser mejorada al agregar miRNAs sintéticos (derivados de

distintos organismos) a la mezcla de PCR, tales como “cel-miR-39” de C.

elegans.97
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2.10.Los miRNAs embrionarios

Se ha descubierto que los miRNAs, a diferencia de otros pequeños RNA no

codificantes, se expresan de forma muy importante en los embriones

humanos en día 5 de desarrollo, y estos se pueden medir en el medio de

cultivo, los patrones de expresión intracelulares difieren entre blastocistos

euploides y aneuploides, (el miR-372 fue el que demostró mayor nivel de

expresión en embriones euploides), además de que se encontró una

expresión diferencial dependiendo del sexo embrionario 98. Por otro lado, no

existen estudios que evalúen el perfil de expresión de miRNAs en embriones

humanos en día 3 de desarrollo, pese a la evidencia de su expresión desde

estadios mas tempranos del desarrollo, incluso en línea germinal (fig 4). 99

Figura 4 Expresión de los pequeños RNA no-codificantes en diferentes estados de
desarrollo. En el estadio pre-embrionario (ovocito-ovocitos MII), la línea germinal femenina,
presenta en elmayor porcentaje la expresión de RNA pequeños no codificantes corresponde a
siRNAs y piRNAs, lo cual tiene un sentido funcional, ya que debido a la inestabiidad genómica
durante la recombinación se presenta un alto nivel de expresión de elementos genéticos
móviles, (p. Ej. retrotransposones) y son necesarios los piRNAs y siRNAS para silenciarlos.
A partir de la MII, se observa un aumento progresivo en la expresión de miRNAs que culmina
con la fertilización por un espermatozoide. Los miRNAs adquieren un papel relevante ya que
regulan vías de diferenciación y pluripotencia, mientras que los piRNAs y siRNAs van
disminuyendo su porcentaje de expresión a medida que el genoma se estabiliza y disminuye
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la transcripción de elementos genéticos móviles. La figura se obtuvo de Ohnishi y
colaboradores (2010). 99

Onishi y colaboradores (2010) describieron la transición en la expresión

depequeños RNA no codificantes en el desarrollo temprano de embriones

murinos, demostrando el cambio en la expresión a partir de línea germinal,

donde más del 90% de la expresión corresponde a  piRNAs y siRNAs,

relacionados con el silenciamiento de elementos genéticos móviles, hacia la

expresión de miRNAs, que están  asociados a la regulación de genes de

pluripotencia y diferenciación, como Nanog (un factor de transcripción

involucrado con la autorrenovación de Células Madre Embrionarias),

Smad1,(un transductor de señales y regulador transcripcional en vías

relacionadas con morfogénesis, desarrollo y apoptosis) N-myc

(Myelocytomatosis-N), Zfx (Zinc Finger X Chromosomal protein),

Socs3(Supressor of Cytokine Signaling), Tbx3 (T-Box Transcription factor 3), y

Chd1 (Chromodomain Helicase DNA-Binding Protein); la expresión de

miRNAs en día 3 de desarrollo corresponde aproximadamente al 50% de la

producción total de RNA pequeños no codificantes.

miRNAS y DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO

Se piensa que los miRNAs controlan vías críticas esenciales en el desarrollo y
diferenciación embrionarias. Por ejemplo, la expresión diferencial de miRNAs,
en particular los embriones con expresión nula (knockout) de miRNAs
pertenecientes a la familia miR-302 en pollos, conduce a defectos del tubo
neural. Aunque múlitples genes incrementan su expresión debido a esta
alteración, el aumento en uno de los genes blanco, Fgf15 en el neuroepitelio,
induce la diferenciación neuronal precoz.100Se ha descrito que miR-206
interactúa con la región no traducida 3´(UTR) de Otx2 (Orthodenticle
Homeobox 2), un miembro de la subfamilia de factores de transcripción con
homeodominio; regulando la proliferación celular neural y apoptosis via Otx-2.
101Las células madre embrionarias humanas son células pluripotentes
derivadas de la masa celular interna de embriones en estadio de blastocisto,
que pueden mantenerse indefinidamente en cultivo.102 La pluripotencia,
diferenciación y proliferación de las hESCs (Human Embryonic stem Cells)
están influenciadas por factores de transcripción que median sus acciones en
conjunto con miRNAs. Se ha determinado que los miRNAs participan en la
transición de células pluripotentes hacia formas diferenciadas de
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organogénesis, por ejemplo el miRNA-877 induce la degradación del mRNA
de SOX2 (Sex determining Region Y-Box2), un potente antagonista
mesodérmico, lo cual dirige la diferenciación de un programa cardiaco. 103 El
miR-372 y let-7 actúan de forma antagónica en la diferenciación de la línea
celular a partir de células madre embrionarias humanas (hESC); el bloqueo
(knockdown) de algunos de los blancos moleculares de miR-372 como
SMARCC1 (SWI/SNF Related, Matrix Associated, Actin Dependent Regulator
Of Chromatin Subfamily C Member 1), MECP2 (Methyl-CpG Binding Protein
2), CDKN1 (Cycline Dependent Kinase Inhibitor), RBL2 (RB transcriptional
Correpressor 2), RHOC (Ras homolog Family member C) y TGFBR2
(Transforming Growth Factor Beta Receptor 2) incrementa la producción de
células germinales primordiales.104El estado de pluripotencia de las hESC
involucra la expresión de miRNAs de la familia Let-7 y la expresión
concurrente de las proteínas LIN28, (LIN28A y LIN28B), 105 las cuales tienen
un papel fundamental en la pluripotencia y reprogramación celular mediante la
regulación transcripcional de la expresión de Oct4, Nanog y Sox4.106, 107Los
microRNAs podrían incluso determinar el destino embrionario antes de la
implantación alterando la receptividad endometrial.108En blastocistos con fallo
de implantación, el miR-661 demostró la mas alta expresión en medios de
cultivo, la internalización de miR-661 por células endometriales epiteliales
humanas disminuyó la unión  del modelo esferoidal de trofoblasto (un sistema
tridimensional de cultivo celular que mimetiza muchas de las características in
vivo del trofloblasto) vía inhibición de PVRL1 (Poliovirus Receptor
Related)109también conocido como Nectina-1, una proteína involucrada en la
adhesión celular. 110

En embriones humanos, existe al menos un estudio que evalúa el perfil de

expresión de miRNAs. En el estudio de Rosenbluth et al, (2013) se analizaron

mediante TLDA (Taqman Low Density Array) 754 miRNAs, de los cuales 135

se detectaron en embriones euploides utilizando un valor de Ct promedio de

35. Los miRNAs de mayor expresión en medio de cultivo embrionario, (que

fueron el 5%) presentaron valores Ct de mas de 28.5, y se detectaron

consistentemente en todas las muestras. La expresión de varios de los

miRNAs, incluyendo el miR-372 , -720, y el -302c, se confirmaron en ensayos

de PCR en  tiempo real. 98Estos autores encontraron expresión diferencial de

39 miRNAs en embriones euploides vs embriones aneuploides, estos

miRNAS, se expresaron de forma significativamente mayor en embriones

euploides, para confirmar el análisis TLDA, eligieron 7 miRNAs con una

diferencia de al menos ocho veces entre los dos grupos de embriones, con

un incremento en la expresión de los 4 miRNAs en embriones euploides
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respecto a los embriones aneuploides. Los miRNAs seleccionados  en la

validación de qPCR fueron miR-27, -141, -339-3p, y -345, los cuales

demostraron una expresión diferencial en la cohorte expandida.98Las

principales vías génicas reguladas por estos miRNAs de expresión diferencial

en embriones euploides y aneuploides fueron la vía de señalización MAPK,

vías de adhesión focal, regulación del citoesqueleto de actina, y la vía de

señalización Wnt.

Además, se demostró que el miRNA-518d, del cluster C19MC, (el cluster

humano más grande, mide mas de 100 kb, contiene 46 genes pre-miRNA, y

esta localizado en el cromosoma 19) 111presenta expresión diferencial en

embriones masculinos vs embriones femeninos; se confirmó mediante qPCR

que miR-518d-5p se expresa de forma significativamente mayor en embriones

masculinos, (5.6 veces más que en femeninos).53 Uno de los blancos

moleculares de miR518d es el gen del factor de Transcripción 3 relacionado a

mab-3/doble-sexo, un gen que se considera crítico en la determinación sexual

masculina.112Otros miembros de este cluster regulan la migración de las

células trofoblásticas humanas.111El cluster C19MC, que sólo se encuentra en

primates, desempeña un papel crucial en el desarrollo de los mamíferos y se

ha reportado que se regula mediante impronta genómica, con la expresión

exclusiva del alelo paterno en la placenta, con una impronta materna

específica adquirida en el ovocito.113

De manera interesante, también RNU48, un RNA pequeño nucleolar

(snoRNA) que a menudo se utiliza como control en experimentos de miRNAs,
114se confirmó 1.7 veces más elevado en embriones masculinos respecto a

los femeninos.98 La tabla 2 muestra los miRNAs con mayor nivel de expresión

en embriones humanos en el quinto día de desarrollo.
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A continuación se detallan las funciones, blancos moleculares y vías

involucradas en la regulación de los 4 miRNAs seleccionados, con énfasis en

su papel dentro del desarrollo embrionario y la implantación.

2.10.1 miR-21-3p

Este miRNA se encuentra altamente expresado en hESCs, 115así como en las

neoplasias malignas, la mayoría de sus genes blanco son supresores
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tumorales, por lo que miR-21 promueve la proliferación celular,116invasión,

metástasis, inestabiliadad genómica y mutación, inflamación, inmortalización

replicativa, metabolismo celular anormal, angiogénesis, evasión de la

apoptosis, destrucción inmune y supresión del crecimiento.En particular, el

miR-21 está fuertemente asociado a la evasión de la apoptosis, además se ha

involucrado en la migración e invasión celular en osteosarcoma, lo cual podría

relacionarse a la capacidad de implantación embrionaria.

2.10.2 mir-24-1-5p

Este miRNA inhibe el desarrollo de células B y potencia el desarrollo de

monocitos y granulocitos, lo cual indica una función directamente relacionada

con la diferenciación celular. 117

En embriones murinos, se ha demostrado que el miR-24 es esencial para la

diferenciación de Células madre embrionarias en progenitores

hematopoyéticos, el fenotipo de la supresión de miR24 no involucra un

defecto general del mesodermo dado que se observa producción de

precursores mesodérmicos, así como células endoteliales y cardiacas

derivadas del mesodermo. 118

2.10.3 miR-191-5p

El primer reporte que señala la regulación de mir-191 en el desarrollo

proviene de la observación de que especímenes post mortem de corteza

prefrontal humana mayores de 41 años expresan niveles más elevados de

miR-191 comparados con individuos menores de 15 años. Se sugiere que

miR-191 disminuye la expresión del factor de crecimiento neurotrófico

derivado del cerebro (BDNF)  y de esta forma contribuye al desarrollo cortical.
119 miR-191 también es uno de los miRNA mas importantes en tejido neural

de la rata, y su expresión incrementa 2 a 5 veces durante el desarrollo

cortical, lo que sugiere un papel en la diferenciación cortical.120La asociación

de miR-191 con la diferenciación celular se ha hecho patente en los últimos

años, miR-191 se encontró con expresión disminuída durante la diferenciación

eritroide, CFU-E (Colony Forming Unit) hacia estadio Ter19+, mientras que EL

incremento de su expresión inhibe la enucleación y condensación de la
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cromatina, lo que sugiere que miR-191 juega un papel crucial en la

eritropoyesis.121Los niveles de miR-191 se expresan de forma diferencial en

monocitos comparados con sus descendientes más diferenciados, las células

dendríticas.122Los niveles de miR-191 cambian de manera importante en

osteoblastos después del tratamiento con regeneradores óseos, por lo que se

propone que miR-191 podría mediar estas funciones de reparaciónen dicho

tejido.123Todos estos hallazgos sugieren que miR-191 tiene un papel

importante en el desarrollo y la diferenciación.

Los blancos moleculares de miR-191 van desde remodeladores de la

cromatina hasta factores de transcripción y reguladores del ciclo celular, por

ejemplo SATB1(Special AT-rich –sequence-binding-protein-1), la supresión de

esta proteína se ha asociado con senescencia celular. 124EGR1, (early growth

response protein 1) un factor de transcripción tipo dedos de Zinc

fundamentalmente involucrado en el crecimiento celular, desarrollo y

homeostasia de células madre.125Otros genes blanco importantes son SOX4 y

SRY, involucradosen la regulación del desarrollo, diferenciación, proliferación,

apoptosis y transición epitelio mesenquimatosa.126y reguladores del ciclo

celular como CDK6, (Cinasa dependiente de ciclinas tipo 6)127y CCND2

(ciclina D2) que al ser inhibida por miR-191 suprime la vía P13/AKT

suprimiendo la proliferación celular.128

2.10.4 miR-372-5p

El miR-372 forma parte de una gran familia de miRNAs que se expresan en

células madre embrionarias de ratón, denominada ESCC miRNAs, y sus

blancos son múltiples inhibidores de la vía Ciclina-Cdk2, lo cual promueve el

programa de ciclo celular específico de estas células.129 Esta familia de

miRNAs potencia la eficiencia de reprogramación de los fibroblastos

embrionarios hacia IPSCs, (Induced pluripotent Stem cells).130, 131Esta

liberación del ciclo celular sugiere un incremento en la eficiencia de la des-

diferenciación.

Los ortólogos humanos de miRNAs ESCC también se expresan en altos

niveles en células madre embrionarias humanas, disminuyendo su expresión

durante la diferenciación; estos miRNAs incluyen al cluster humano miR-302
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(hsa-miR-302a-d)  en particular el miR372, que es ortólogo del miR-294

murino.132 Hsa-miR-372 promueve la reprogramación celular al regular la

transición epitelio-mesenquima, a través de múltiples blancos moleculares, los

cuales se agrupan en 5 módulos funcionales: a)regulación del ciclo celular,

(CDKN1A, RBL2, CDC2L6); b)regulación epigenética (MECP2, MDB2,

SMARCC2); c) transporte vesicular (RAB5C, RAB11FIP5); d) señalización

celular (AKT1, ARHGAP26); y e) transición epitelio mesenquimatosa (RHOC,

TGFBR2).133

3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La falla en la implantación es una patología que afecta a cerca del 15% de las

pacientes que ingresan a tratamientos de fertilización in vitro; hasta el

momento no se ha logrado encontrar una causa definitiva que explique

porque embriones de calidad morfológica adecuada no logren generar un

saco gestacional (evidencia de implantación) en presencia de un endometrio

receptivo.Actualmente no existen métodos cuantitativos para el análisis de la

capacidad de implantación embrionaria, únicamente se utiliza en la clínica la

morfología embrionaria como marcador cualitativo de la calidad y capacidad

de implantación de éste. Sin embargo, este método no ha demostrado una

correlación clínica aceptable, ya que incluso los embriones aneuploides

pueden presentar una morfología normal, y algunos embriones euploides

pueden presentar morfologías anormales. Los miRNAs pueden ser utilizados

como biomarcadores de implantación ya que son secretados activamente al

medio extracelular,  se pueden determinar blancos moleculares relacionados

con la expresión de marcadores de implantación endometriales además de

estar involucrados directamente con vías de diferenciación, proliferación y

mantenimiento de pluripotencia en el embrión.
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4.0 PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN

1.- ¿Existirá diferencia en la expresión de los miR-21-3p, -24-1-5p, -191-5p y -

-372-5p en los medios de cultivo de embriones transferidos a pacientes que

logran la implantación con respecto de aquellas que no la logran?

5.0JUSTIFICACIÓN

Gracias a las técnicas de reproducción asistida de alta complejidad se han

logrado superar la mayoría de las causas de infertilidad humana; sin embargo,

una vez que se ha estimulado el ovario para la posterior obtención de ovocitos

y su fertilización in vitro, existe un gran número de casos en los que se

transfieren embriones aparentemente sanos y no se logra la implantación.

El proceso de implantación humana es sumamente complejo e involucra una

comunicación molecular continua entre el endometrio y el embrión. Esta

comunicación está mediada por moléculas muy diversas, desde citocinas y

hormonas hasta miRNAs.

Actualmente no existen métodos cuantitativos para el análisis de la capacidad

de implantación embrionaria, únicamente se utiliza en la clínica la morfología

embrionaria como marcador cualitativo de la calidad y capacidad de

implantación de éste. Sin embargo, este método no ha demostrado una

correlación clínica aceptable, ya que incluso los embriones aneuploides

pueden presentar una morfología normal, y algunos embriones euploides

pueden presentar morfologías aberrantes. Por lo que en el presente estudio,

se propuso determinar en el medio de cultivo de embriones con buen

desarrollo morfológico si existen diferencia significativas en la expresión de

cuatro miRNAs entre aquellos embriones con y sin implantación.

6.0. OBJETIVOS E HIPÓTESIS
6.1Objetivo general
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Evaluar en el medio de cultivo la secreción de cuatro miRNAs embrionarios

asociados al proceso de implantación en pacientes que acudan al programa

de fertilización in vitro.

6.2Objetivos particulares

1. Determinar la expresión delmiR-21-3p, -24-1-5p, -191-5p, y -372-5pen

el medio de cultivo de los embriónes con buen desarrollo morfológico y

que lograron su implantación.

2. Determinar la expresión del miR-21-3p, -24-1-5p, -191-5p, y -372-5p en

el medio de cultivo de los embriones con buen desarrollo morfológico y

que no lograron su implantación.

3. Comparar el nivel de expresión de los miRNAs entre el medio de cultivo

de los embriones con y sin implantación.

6.3 Hipótesis

Existirá mayor expresión de los miRNAs en el desarrollo de los

embrioneshumanos de las pacientes que tengan evidencias clínicas de

implantación con respecto a los casos negativos.

7.0 MATERIALES Y MÉTODOS

7.1 Características de la muestra de estudio

Para demostrar los objetivos planteados se incluyeron dos tipos de

parámetros con respecto a las pacientes y al desarrollo de los embriones:
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1.Pacientes con diagnóstico de infertilidad, definida como la

incapacidad para concebir en una pareja sexualmente activa posterior a un

año de coito sin protección anticonceptiva.

2. Embriones con buen desarrollo morfológico transferidos a la cavidad

uterina.

Criterios de inclusión

Maternos:Pacientes previamente sometidas a un protocolo de estudio de

infertilidad y que cumplan criterios para realizar fertilización in vitro(oclusión

tubaria bilateral, endometriosis leve o moderada, edad mayor o igual a 35

años, anovulación crónica sin éxito en técnicas de baja complejidad).

Embrionarios:Embriones en día 3 del desarrollo y que se transfieron a la

cavidad uterina con calidad embrionaria tipo I, IIo III.

Criterios de no inclusión

Maternos:Cáncer endometrial, antecedente de miomectomía con ingreso a

cavidad uterina, hiperplasia endometrial, endometriosis severa.Pacientes cuyo

factor de infertilidad sea el masculino. Pacientes a quienes se transfieran dos

o más embriones en cavidad uterina.

Embrionarios:Aquellos embriones que se transfieran en conjunto con otro

embrión, embriones que se transfieran en un estadio distinto al día 3 de

desarrollo (blastocisto), embriones con mala calidad morfológica (calidad IV o

inferior)

Criterios de exclusión

Aquellos casos en los que la madre no acuda a un estudio ultrasonográfico 4

semanas después de presentar una prueba de embarazo positiva.

7.1.1Estimulación hormonal de las pacientes
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Las pacientes incluidasrecibieron estimulación ovárica controlada con el uso

de Gonadotropinas exógenas (FSH con o sin suplemento de LH) durante un

periodo no mayor a 12 días, con la adición de análogos de Hormona

Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) para evitar un pico prematuro de LH.

Una vez que se alcance un diámetro folicular de 18 mm por dos o más

folículos se estimulará la maduración ovocitaria final mediante el uso de

Gonadotropina Coriónica Humana para simular el pico de LH endógeno

debido a la similitud estructural de estas hormonas, 34-36 horas después de

la administración de Gonadotropina Coriónica Humana se llevará a cabo la

captura folicular a través de los fondos de saco vaginales utilizando guía

ultrasonográfica. Una vez que se obtengan los ovocitos se procederá a

realizar la fertilización in vitro o la inyección directa de los espermatozoides al

citoplasma ovocitario, la decisión de la técnica de fertilización dependerá

fundamentalmente del factor masculino. Ante un factor masculino

severamente afectado en concentración espermática, movilidad o morfología,

se optará por la Inyección Intracitoplásmica de espermatozoides, estos

embriones serán excluídos. 24 hs posterior a la captura folicular se evaluará

la fertilización mediante el análisis morfológico de los zigotos,

fundamentalmente por la presencia de un segundo corpúsculo polar.

Los ovocitos fertilizados exitosamente se mantendrán en medios de cultivo

específicos (PLUS de Vitrolife�G-1) durante tres a cinco días para ser

transferidos directamente al útero utilizando cánula de transferencia de Cook

flexible técnica Soft Pass, con guía Ultrasonográfica abdominal.

7.1.2 Extracción del RNA total a partir del medio de cultivo de los embriones

humanos en desarrollo.

De los embriones en dia tres de desarrollo se tomó50 μl del medio de cultivo y

fue mezclado con 100 μL del reactivo de TRIzol (InvitroGen; Carlsbad, CA).

La mezcla se agitó vigorosamente por 15 seg y se incubó por 15 min a 30°C.
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Posteriormente a cada muestra se le añadió 100μl de cloroformo (Invitrogen)

y se agitó por 15 segundos. La mezcla fue incubadapor 5 min a 30°C. Al

término la muestrafuecentrifugada a 4 000 rpm por 15 min y la fase acuosa se

transfirió a un tubo nuevo al cual se le agregó 550 μl de isopropanol

(Invitrogen) y 1 μl de glucógeno (Invitrogen). Posteriormente la mezcla

fueincubada por 1 hora a -20°C.

Al término de éste tiempo las muestras fueron centrifugadas a 4 000rpm por

30 min. Al pellet se le adicionó 1 ml de etanol al 100% y se agitó

vigorosamente por 15 segundos y fueron nuevamente centrifugadas a 4000

rpm por 15 min. El procedimiento se repetió una vez más con etanol al 75%.

Finalmente los tubos se dejan a tempratura ambiente y en posición invertida

para permitir la evaporación del etanol. Al día siguiente se disuelve el RNA

con 20 μl de agua inyectable.

7.1.3 Reacción de retro-transcripción.

Para la obtención del cDNA se utilizó el kit de RT-PCR system (RT-PCR, cat

A1250; Promega Madison WI, USA). Se tomaron 2.5 μL de cada una de las

muestras y se preparó el mix de RT con 5 μL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 μL

dNTP [10 mM], 2 μL MgSO4 [50 mM], 10 μL agua libre de RNAsas, 1 μL de

AMV RT y 1 μL de iniciador específico de RT miR-451 [20 pmol; tabla 3]. La

síntesis del cDNA se realizó durante 45 minutos a una temperatura de 45°C.
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7.1.4 Reacción de aplificación por PCR.

A partir del cDNA obtenido se trabajó con 10 μL del mismo y con un mix de

PCR el cual contenía 5 μL de Buffer AMV-Tfi 5X, 1 μL dNTP [10 mM], 2 μL

MgSO4 [50 mM], 10 μL agua libre de RNAsas,  1 μL de Tfi, 1 μL  de iniciador

específico para PCR miR-451 [20 pmol; tabla 4] y 1 μL iniciador universal [20

pmol]. Cada uno de los tubos fueron procesados en el termociclador con el

siguiente programa: 94°C para una elongación inicial durante un minuto y 40

ciclos con 94°C durante 30 segundos, 56°C en 30 segundos, 72°C durante 30

segundos. Se realizó una elongación final de 72° durante 10 minutos.

����� .��(�	���	�������� ���	������ ���	)*�	�������/� ���

�� �� !������������� $������

$�+�� (�	���	��,-+'-

��*�� 9OO99O97797997O4

��*�*�� 9OO99O4O994794O7

�
�*�� 9OO99O9779OO7749

���*�� 9OO99O99497774O4O

/�� ���������� ���� ����������� ��������� ��� ������ L�.

LLL+��1���+�)+



��

Los amplificados de cada reacción fueron sometidos a geles de agarosa al

4% a voltaje constante por 40 minutos y las bandas deexpresión fueron

visualizadas en luz UV. Las imágenes fueron capturadas usando el sistema

fotodocumentador (Gel Doc 2000. Bio-Rad, USA). De cada banda de

expresión se obtuvo la densidad óptica mediante el programa ImageJ (NIH;

USA).

7.4Análisis estadístico

Los valores de expresión de cada miRNA son mostrados como la

media�desviación estándar y se determinó la diferencia estadística

significativa menor a 0.5 mediante la prueba de t-Student.

8.0 RESULTADOS

8.1Amplificaciónde PCR de punto final de los miRNAs procedentes del medio
de cultivo de los embriones humanos en desarrollo.

Para validar la expresión de los miRNAs se prosiguió a su estandarización

para lo cual se tomó como referencia el medio de cultivo de un embrión

concalidad tipo II y que logró generar un saco gestacional (implantación

positiva).

La figura 5 muestra la estandarización por temperatura (50°C, 52°C, 54°C y

56°C)y por concentración de MgSO4 (0.5, 1, 1.5 y 2 mM) para el miR-21-3p

(A-B), y 24-1-5p (C-D).
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Se observa a las diferentes temperaturas la banda de interés de 75 pares de

bases; sin embargo, se encontraron otras bandas ubicadas entre los 200 y 50

pares de bases y una de menor peso molecular de aproximadamente 15

pares de bases (fig. 3A y C). La curva con diferentes concentraciones de

MgSO4 reduce significativamente la detección de las bandas de mayor

tamaño; sin embargo, no se observó la disminución en la banda de menor

tamaño(fig. 3B y D). Con estos resultados se sugirió para los miRNA-21-3p y

el miR-24-1-5p la temperatura de 54 °C y con 1 mM de MgSO4.

La figura 6 muestra la estandarización por temperatura (54, 56 y 57) y por

concentración de MgSO4 (0.5, 1, 1.5 y 2 μL) para el miR-191-5p y el miR-372-

5p.
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Se observa a las diferentes temperaturas la banda de interés ubicada a 75

pares de bases, la curva con diferentes concentraciones de MgSO4 reduce

significativamente la detección de las bandas de mayor tamaño; sin embargo,

no se observó la disminución en la banda de menor tamaño (fig. 4).

Con estos resultados se sugirió para los miRNA-191-5p y -372-5p la

temperatura de 57 °C y 56 °C respectivamente y con 1 mM de MgSO4.La

tabla 5 muestra las condiones de concentración de MgSO4 y de temperatura

para cada miRNA del medio de cultivo de los embriones humanos.
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Con éstas condiciones se prosiguió a determinar en el medio de cultivo el

perfil de expresión de los cuatro miRNAs de los 50embriones que fueron

transferidos para su implantación y clínicamente se obtuvieron dos grupos de

pacientes:1) con embarazo clínico (n=25); y2) sin embarazoclínico (n=25).

8.2 Expresión de los miRNAs de las pacientes embarazadas y no

embarazadas.

La figura 7 muestra el perfil de expresión de los miRNAs obtenidos del medio

de cultivo de los embriones humanos de pacientes embarazadas (fig 7A) y no-

embarazadas (fig. 7B).

En el grupo de las pacientes embarazadas se determinó la banda de interés

mediante su densidad óptica relativa, siendo las medias +/- 1desviación

estándar: 71.5 ± 2.0; 47.18 ± 2.9; 134.91 ± 15.91; y 37.43 ± 3.8 para el miR-

21, -24, -191 y -372 respectivamente.

En las pacientes embarazadas encontramos que el miR-191-5p es el que más

se expresa en tanto que el miR-372-3p es el que presentó menor expresión

(fig. 5A). No se encontró en la literatura un miRNA constitutivo de embriones

humanos, se muestran los valores ajustados por concentración de RNA.
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La figura 7B muestra el perfil de expresión de los miRNAs obtenidos del

medio de cultivo de los embriones humanos de pacientes no embarazadas. A

la banda de interés se le determinó la densidad óptica relativa las cuales

fueron de 65.56 ± 2.6; 77.0 ± 8.3; 24.82 ± 4.3; y 40.76 ± 3.7 para el miR21-3p,

miR24-1-5p, miR-191-5p y miR-372-5p respectivamente.

En pacientes sin embarazo el miR-24-5p es el que más se expresa en tanto

que el miR-191-5p es el que presentó menor cantidad de expresión (fig. 5B).

La figura 7C muestra la comparación en el nivel de expresión de los cuatro

miRNAs en el medio de cultivo de los embriones humanas de las pacientes

embarazadas y no-embarazadas.

El miR191-5p aumento significativamente 5.2-veces en el medio de cultivo de

los embriones humanos de las pacientes embarazadas con respecto a las no-

embarazadas (p ≤0.001); en tanto que el miR-24-1-5p aumentó

significativamente 1.6-veces en el medio de cultivo de los embriones humanos

de las pacientes no-embarazadas con respecto a las embarazadas (p =0.043;

tabla 8).

Finalmente, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en

los miR-24-1-5p (p =0.38) y 372-5p (p =0.41) entre ambos medios de cultivo.
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9.0 DISCUSIÓN

Se ha demostrado que durante el desarrollo de los embriones murinos desde

la etapa de divisiónhacia blastocisto predomina la expresión de los miRNAs

con respecto a otros RNA no-codificantes lo cual apoya su papel en la

regulación de distintas vías de diferenciación y proliferación celular 99. En

nuestro estudio al determinar la expresión de cuatro miRNAs en el medio de

cultivo se encontró que 1) en las pacientes embarazadas se expresa

principalmente el miR-191-5p, en tanto que en las pacientes no-embarazadas

aumentó el miR-24-1-5p (Fig 5C); y 2) los miRNAs que no mostraron cambio

entre las pacientes embrazadas y no embarazadas fue el miR-21-3p y el -372-

5p (Fig 8C).

La figura 8 muestra un modelo dela acción que tiene el miR191-5p sobre los

marcadores endometriales en la ventana de implantación así como del miR-

24-1-5p sobre la proliferación y migración celular.
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Rosenbluth y colaboradores (2014) demostraron un aumento en el miR-191

en el medio de cultivo de los embriones en desarrollo el cual estuvo asociado

con implantación 136. En los resultados de este estudio se observó un

aumento significativo de 5.2-veces en el medio de cultivo de los embriones

humanos de las pacientes embarazadas con respecto a las no-embarazadas.

Recientemente Wang y colaboradores (2016) demostraron que la expresión

del miR-191-5p modula diferentes proteínas dos de las cuales pertenecen a

la famila del factor de crecimiento tipo insulina (IGF2BP-1 e IGF2R) con la

ventana de implantación134.

Los hallazgos de este estudio, así como lo reportado en la literatura aportan

evidencia indirecta de que los miRNAs además de representar potenciales

biomarcadores de viabilidad, podrían ser secretados al medio extracelular con

la finalidad de inducir la activación en las céluas o tejidos blanco favoreciendo

su implantación y desarrollo embrionario.

De manera interesante se observó que el miR-24-1-5p se expresó 1.6-veces

en los embriones de pacientes no-embarazadas (Fig 5C). Estudios previos se

ha demostrado que algunos miRNAs, en particular los niveles elevados de

miR-645 se correlacionan con  resultados obstétricos adversos, como

preeclampsia y restricción del crecimiento intrauterino98, 136, por lo que

algunos miRNAs se asocian con mal pronóstico y otros con viabilidad

embrionaria.

El hallazgo en nuestro estudio de que miR-24-1 estuvo fuertemente

expresado en embriones con incapacidad para implantar en el endometrio,

apoya la teoría de que existe un subgrupo de miRNAs que pueden reflejar

una pobre calidad embrionaria. En el futuro, la descripción completa del

mirNAoma embrionario podría ser una herramienta sumamente útil en el

campo clínico.

Con respecto al miR-21-3p y el -372-5p que no mostraron cambios en la

expresión entre las embarzadas y no embarazadas (Fig 5C). Se ha

determinado mediante software de predicción que ambos miRNAs podrían ser

considerados “constitutivos” ya que ambos están implicados en la regulación
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de MAP3K-1y la ciclina CDK6, genes críticos en el ciclo celular, señalización y

vías de apoptosis137. Se ha demostrado que miR-372 ayuda en la inducción

de fibroblastos humanos hacia células madre pluripotenciales, lo cual sugiere

un papel importante de este y otros miRNAs en el equilibrio entre la

diferenciación y el mantenimiento de la pluripotencia celular133.

10.0 PERSPECTIVAS

Las diferencias encontradas en la expresión del miR-24-1-5p y del miR-191-

5psugieren que éstos podrían tener implicaciones funcionales sobre la

expresión de marcadores de implantación a nivel endometrial, lo que

establecería la comunicación coordinada entre las células embrionarias y el

epitelio endometrial.

Se deberá determinar la cuantificación de estos miRNAs en tiempo real para

poder confirmar lo que se observó en este estudio.

Posteriormente será importante realizar en el futuro estudios experimentales

que determinen las vías moleculares reguladas por los miR24 y miR191 en

células endometriales y su significado funcional durante la ventana de

implantación, ya que se tiene evidencia de su función sobre el desarrollo
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embrionario temprano pero se desconoce el efecto del incremento de su

expresión (en el caso de miR-191) y la disminución en su expresión (en el

caso de miR-24) sobre tejidos distantes, en este caso el endometrio decidual.
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12.0 PRODUCTOS DERIVADOS DE ESTE TRABAJO

Análisis de expresión diferencial de cuatro miRNAs en el medio de
cultivo de embriones humanos en desarrollo.

XVII Reunión Internacional de Ciencias Médicas.
León, Guanajuato., 26 al 28 de abril, 2017.
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