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1. INTRODUCCION

La implantacién embrionaria es un evento critico para el establecimiento de un
embarazo viable, la cual ocurre cuando un blastocisto maduro y competente
localizado en la cavidad uterina se adhiere al endometrio receptivo e invade el
estroma (Fig. 1). Se ha postulado que la sincronia entre el embrién-endometrio es

un elemento crucial para la consecucion del embarazo. (1)

Figura 1 El proceso de implantacién involucra un intercambio de informacién molecular que es poco conocido. Entre

los fendbmenos mejor estudiados se encuentra la expresion de moléculas de adhesién y la formacién de protrusiones

denominadas pindpodos en el epitelio endometrial. La figura fue modificada de Elsebeth Staun-Ram (2)

Los fendmenos de decidualizacion del epitelio endometrial, asi como el desarrollo

de la capacidad adherente del trofoectodermo han sido evaluados de forma aislada;

6



sin embargo, existen pocos estudios que describan la comunicacién molecular entre
el endometrio y el embrion, y la informacion es aun mas escasa tratandose de la

interaccion previa a la implantacién en humanos. (3)

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion hemos comparado el perfil de
expresion de cuatro miRNAs en el medio de cultivo de embriones humanos del 5to
dia de desarrollo y que fueron transferidos a las pacientes sometidas a fertilizacion
in vitro (Fig. 2). En las pacientes con evidencia clinica de implantacion (saco
gestacional en el ultrasonido) encontramos que el miR-191-5p aumenté
significativamente 5.2-veces su expresion con respecto a los embriones no-
implantados (p <0.001), en tanto que el miR-24-1-5p disminuyo significativamente

su expresion 1.6-veces (p =0.043), lo cual es consistente con estudios previos. (4)
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Figura 2 Expresion de los miRNAs de embriones humanos en desarrollo. Se muestra la densidad 6ptica de expresion entre las
pacientes embarazadas y no-embarazadas. La expresion de los hsa-miRNAs se realizé en el medio de cultivo. Los datos son

mostrados como la media + deviacién estandar. Se indica la diferencia significativa la cual fue realizada mediante la prueba de t-

Student y se tomé como diferencia significativa un alfa < a 0.05 (La imagen fue tomada de Acufia-Gonzalez et al. (4)



En el miR-21-3p (p =0.38) y miR-372-5p (p =0.41) no encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (Fig. 2). Dichos hallazgos
sugieren que el miR-191-5p podria constituir un mensajero bioquimico embrionario
dirigido a la regulacion en la expresion de miRNAs asociados a la receptividad a

nivel endometrial.

Mediante ensayos de prediccion in-silico se ha demostrado que el miR-191-5p y el
miR-24-1-5p estan implicados en la regulacion de vias de sefializacion mediado por
la MAP3K-1 asi como de la proteina CDK6 asociada al ciclo celular y con vias de
apoptosis. (5) Recientemente, Cuman y colaboradores (2015) determinaron en
células trofoblasticas humanas (HTR-8/SVneo) transfectadas con el miR-661
embrionario la reduccion en la expresion de las proteinas de adhesion nectina-1
(Poliovirus receptor-related 1; PVRL1), asociada a metastasis tipo 1 y 2 (MTA) y
efrina de tipo B (ephrin type-B receptor 2; EPHB2) involucradas con la receptividad
y adhesion endometrial los cuales fueron corroboradas por el analisis de expresion

en biopsias endometriales de pacientes no embarazadas. (6)



2. ANTECEDENTES
2.1 La implantacion embrionaria afecta la tasa de embarazo

La infertilidad es una patologia que afecta alrededor del 15% de las parejas a nivel
mundial. (7) Las técnicas de reproduccion asistida de alta complejidad son la
modalidad terapéutica que ofrece mejores posibilidades de éxito; sin embargo, la
eficiencia de las técnicas no es Optima, en gran parte esto se debe a casos de falla
en la implantacion, donde embriones de adecuada calidad morfolégica son
transferidos a la cavidad endometrial y el resultado es negativo. (8) La implantacion
embrionaria es uno de los eventos menos conocidos en la reproducciéon humana, la
caracterizacion de los procesos biologicos y patologicos involucrados en este
fendmeno podria facilitar la generacion de estrategias diagnosticas y terapéuticas,
lo que incrementaria la tasa de embarazo en pacientes sometidas a fertilizacion in
vitro. (9)

Se han descrito algunas moléculas secretadas que participan en la comunicacion
entre el endometrio y el embridn, por ejemplo; los esteroides ovaricos (10) citocinas
como el Factor Inhibidor de Leucemia LIF, (11) el Factor de Crecimiento Epidérmico
ligado a Heparina (HB-EGF) (12) y algunas glicoproteinas como la Osteopontina
(OP); (10, 13) sin embargo, los mecanismos por los cuales influyen en la capacidad

de implantacién embrionaria son poco claros, o incluso desconocidos. (3)

Aunque cada una de estas moléculas esta involucrada con vias de receptividad
endometrial, estas son secretadas por tejidos de origen materno (endotelio, ovario,
epitelio endometrial), y en la gran mayoria de los casos, se han evaluado en
modelos animales (14). Recientemente se ha demostrado la existencia de miRNAs
extracelulares en el fluido endometrial, y también en los medios de cultivo
embrionario, indicando que ambos sintetizan y secretan activamente estas
moléculas de RNA no codificante, y sugiere un posible papel en la comunicacion

endometrio-embrién en el momento previo a la implantacion. (15)



2.2 El universo del RNA

El &cido ribonucleico (Ribonucleic Acid, RNA por sus siglas en inglés) es una
molécula de sintesis celular conocida principalmente por su papel en la exportacién
de informacion genética desde el nucleo hacia el citoplasma donde normalmente se

traduce a proteinas. (16)

El RNA puede formar estructuras con funciones diversas. Clasicamente se han
descrito 3 tipos: a) RNA mensajero, que forma parte de un transcrito cuyo origen es
el DNA (Deoxyribonucleic acid, DNA por sus siglas en inglés); b) el RNA ribosomal,
gue forma parte de los ribosomas, y c) el RNA de transferencia que participa en la
traduccion de los RNA mensajeros.

Por otro lado, existe una gran cantidad de moléculas de RNA que se denominan en
su conjunto RNA no codificante, ya que no participan directamente en la traduccion
de proteinas, en funcién de su longitud se clasifican en: 1) RNA largos, (IncCRNA)
gue miden mas de 200 nucleotidos con funciones diversas como la inactivacion del
cromosoma X, la impronta y la regulaciéon de la transcripcion de otros genes
(splicing); (17) y 2) RNA pequeiios, los cuéles a su vez se subdividen en distintas
subclases como los piwi-interacting RNAs (piRNAs); (18) small interfering RNA
(siRNASs); (19) y microRNAs (miRNASs). (20)

2.2.1 Los miRNAs estructura y funcion

Los miRNAs son una clase particular de RNA pequefios, que miden en promedio 22
nucleotidos de longitud y se sintetizan a partir de un transcrito primario de alrededor
de 1500 nucledtidos (pri-miRNA), éste transcrito sufre una primera edicidén
intranuclear mediada por la RNAsa Drosha (21) y una segunda edicion citoplasmica
mediada por la RNAsa Dicer (Fig. 3). (22) EIl miRNA maduro, producto de la edicién
del transcrito primario contiene una secuencia inicial en su extremo 5" de 6-8
nucledtidos que constituye la “semilla” (23) y brinda especificidad de union con sus

blancos moleculares, los RNA mensajeros, con quienes encuentra
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complementariedad en la region 3'no traducida (3" UTR). Dicha unién tiene lugar en
un complejo proteico denominado RISC (RNA mediated Silencing Complex) (24) en
donde miembros de la familia de proteinas Argonauta (Ago) facilitan el
silenciamiento del mMRNA, (25) inhibiendo la traduccion de la proteina codificada en
el mensajero. (26) La disminucion en las concentraciones de los blancos

moleculares desencadena respuestas biologicas diversas.

CITOPLASMA MEDIO EXTRACELULAR
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Figura 3 Biogénesis y maduracion de los miRNAs. El proceso se inicia en el nlcleo al activarse
las secuencias genéticas del miRNA activado mediante la RNA polimerasa de tipo Il (transcripcién)
generando el transcripto primario (pri-miRNA) el cual es procesado por el complejo de Drosha
(RNAsa Ill) y la proteina DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region gene) y forman un complejo
llamado microprocesador como se muestra en la figura. Drosha, a través de su dominio de unién a
RNA de doble cadena (dsRBD) reconoce el sustrato del pri-miRNA, y mediante sus dominios de
RNAsa Il (Rlllds a-b) escinde las cadenas laterales del pri-miRNA para formar un pre-miRNA que
sera exportado del nicleo al citoplasma por la exportine 5. En el citoplasma, la RNAasa de tipo I
(DICER) procesa al pre-miRNA generando al miRNA dulplex de aproximadamente 22 pares de bases.
Posteriormente, el miRNA dulplex es reconocido por secuencias del complejo de argonauta tipo 2
(AGO2) los cuales concluyen con las ediciones dando lugar al miRNA maduro el cual regulard
diversas sefiales en la misma célula o en las células vecinas o incluso ser transportadas a otros sitios
mediante la circulacion sanguinea. Cuando Dicer ha generado a la molécula de miRNA madura este
permanece unido y posteriormente es liberado por la helicasa.
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Los miRNAs maduros son secretados al medio extracelular mediante diversos
mecanismos Ccomo son: exosomas, microvesiculas, cuerpos apototicos,
lipoproteinas de alta densidad y complejos proteicos (27) una vez en el medio
extracelular los miRNAs se mantienen estables lo que permite un andlisis no-
invasivo. (28, 29) Los miRNAs circulantes pueden modular tejidos distantes, (30)
este fendmeno se ha descrito incluso en la regulacion de proteinas asociadas a
receptividad endometrial mediada por miRNAs embrionarios.(4) Existen evidencias
cientificas que demuestran que algunos tipos de comunicacién intercelular son
mediados por los miRNAs los cuales se expresan en diferentes etapas del desarrollo
embrionario, (31) y en la implantacion. (32)

Matkovich y colaboradores (2013) han descrito la regulacion de miRNAS mediada
por miRNAs en el tejido cardiovascular mediante la construccion de modelos
transgénicos que sobre-expresan miR-143, -378 y -499 y demostrando mediante
analisis de genoma completo que el miR-378 y miR-499 regulan indirectamente la
transcripcion de 15 a 30 miRNAs cardiovasculares, lo cual explica, en parte, como
se amplifican pequefos efectos de los miRNAs para generar fenotipos notables.
(33)

2.3 Los RNAs pequefios en el embrion y la linea germinal.

Los RNA’s pequefios no codificantes desempefian un papel fundamental en la
gametogénesis y el desarrollo embrionario temprano. (34) Se sabe que existe una
transicion en la expresion de estas moléculas, desde siRNAs y piRNAs en la linea
germinal, hacia una produccion fundamentalmente de miRNAs en el tercer dia del

desarrollo embrionario. (35)
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Figura 4 Expresion de los pequefios RNA no-codificantes en diferentes estados de desarrollo.
En el estadio pre-embrionario (ovocito-ovacitos MII), la linea germinal femenina, presenta en el
mayor porcentaje la expresion de RNA pequefios no codificantes corresponde a siRNAs y piRNAs,
lo cual tiene un sentido funcional, ya que debido a la inestabiidad genémica durante la recombinacién
se presenta un alto nivel de expresion de elementos genéticos moviles, (p. €j. retrotransposones) y
son necesarios los piRNAs y siRNAS para silenciarlos. A partir de la Mll, se observa un aumento
progresivo en la expresion de miRNAs gue culmina con la fertilizaciéon por un espermatozoide. Los
miRNAs adquieren un papel relevante ya que regulan vias de diferenciacion y pluripotencia, mientras
gue los piRNAs y siRNAs van disminuyendo su porcentaje de expresion a medida que el genoma se
estabiliza y disminuye la transcripcion de elementos genéticos moviles. La figura fue adaptada de
Ohnishi y colaboradores. (35)

Los piRNAs son RNA’s pequefios de alrededor de 30 nucleotidos (nt) de longitud
gue estan asociados a proteinas de la familia PIWI y son practicamente especificos
de la linea germinal, actuan protegiendo la integridad del genoma en periodos de
hipo-metilacion, silenciando elementos genéticos moéviles potencialmente dafiinos.
(36) Los siRNAs (RNA"s pequenios de interferencia) tienen funciones mas alla de la

linea germinal, pero se expresan fundamentalmente en el desarrollo embrionario
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temprano manteniendo el estado de pluripotencia en el zigoto, al tiempo que ejercen
un silenciamiento de retrotransposones LINE1. (37)

Por otro lado, la expresion de miRNAs comienza hacia el segundo dia de desarrollo
embrionario cuando las marcas epigenéticas han restaurado la estabilidad
genomica mediante metilacion del DNA y la expresion de los elementos genéticos
moviules esta controlada. (35) La expresion de los miRNAs esta relacionada con
fendmenos de regulacién de la pluripotencia y reprogramacion celular, asi como en
la diferenciacion temprana. (38) Reportes recientes sugieren que el desarrollo

embrionario se acompafia de modificaciones dinamicas en la expresion de miRNAs.

Utilizando el modelo de nematodo se ha demostrado que en Caenorhabditis elegans,
los miRNAs lin-4 (39, 40) y let-7 son criticos para el control temporal del desarrollo
larvario. (41) Estudios en el pez cebra demuestran fuerte expresion de miRNAs
durante y después de la segmentacion; la mayoria de estos miRNAs muestran una
especificidad tisular sorprendente. (42) Asi mismo, en el desarrollo embrionario
murino se presenta una regulacion temporal en la expresion de miRNAs entre los
dias 5.5y 11.5. (43) Las células madre embrionarias (ESC, Embryonic Stem Cells,
por sus siglas en inglés) expresan relativamente pocos miRNAS, pero existe un
incremento global en su expresion en el momento de su diferenciacion hacia
cuerpos embrioides. (43) También se ha descrito un cluster de miRNAs especificos
de Células Madre Embrionarias (ESC) que se encuentra reprimido hasta el
momento de la formacién de los cuerpos embrioides. (44) La inactivacion genética
de las vias de biosintesis de miRNAs practicamente anula la capacidad de las ESC
para diferenciarse, dicha observacion fortalece la nocion de que estos cambios en
la expresion de miRNAs tienen una funcion esencial en el desarrollo embrionario
temprano. (45, 46) A continuacién, se detallan algunas de las relaciones entre

mMiRNAs y vias morfogenéticas mas estudiadas en el desarrollo embrionario.
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2.4. Los miRNAS en la diferenciacion del trofoectodermo.

Hacia el estadio embrionario de 8 células, las blastdbmeras son totipotenciales y
mantienen la capacidad de contribuir a todos los linajes celulares embrionarios y
extraembrionarios. (47, 48) En el estadio de 8 células tardio, las blastdmeras
incrementan los contactos intercelulares para formar una morula compacta; en este
momento las blastdbmeras adquieren una polarizacién apical-basal, (49) las
subsecuentes divisiones celulares asimétricas producen dos distintas poblaciones
celulares: una externa en contacto con el medio ambiente, y una interna
completamente rodeada de células externas. La segregacién del trofoectodermo
(TE) de las células de la masa celular interna (ICM: Inner Cell Mass, por sus siglas
en inglés) constituye la primera etapa de diferenciacion embrionaria en los
mamiferos. (50) A medida que progresa el desarrollo, el trofectodermo se epiteliza
y sus derivados formaran el componente fetal de la placenta. Las células de la masa
celular interna, (ICM, Inner Cell Mass) se segregaran en dos poblaciones distintas:
el epiblasto (formara todos los tejidos del embrion) y el endodermo primitivo, que

origina el saco vitelino. (48)

Recientemente, se han identificado algunos factores de transcripcién que funcionan
como moduladores criticos de la segregacion ICM/TE. Oct4 (Octamer binding
transcription factor 4) especifico de la ICM, (51) mantiene la segregacion, su
inactivacion genera embriones que desarrollan un trofoectodermo (TE) funcional,
pero carecen de epiblasto y saco vitelino. (52) Nanog es un factor especifico del
epiblasto que acttia en concierto con Oct4 y podria bloquear la diferenciacion hacia
endodermo primitivo. (53) Cdx2 (caudal type homeobox 2) es un factor del
Trofoectodermo que es necesario para el desarrollo trofoectodérmico (54, 55) los
embriones con inactivacion de Cdx2 sufren apoptosis dentro del TE y presentan

letalidad preimplantacién. (55)

Existe evidencia que demuestra cambios dinamicos en la expresion de miRNAs
durante la diferenciacion trofoectodérmica, de forma notable, multiples miembros de

la familia let-7 de miRNAs cambiaron significativamente su expresiéon durante el
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periodo de diferenciacion, lo cual se ha asociado a estados de diferenciacion en
otros contextos, (56) estos miRNAs de la familia let-7 se encuentran dispersos en
distintos loci pero tienden a expresarse de forma coordinada para regular ciertos
procesos del desarrollo embrionario. (57-60)

El miRNA-24 también sufre una induccion importante durante la diferenciacion
trofoectodérmica, este contiene una secuencia de complementariedad perfecta en
la semilla con la region no traducida 3'de Cdx2 (ademas de ser esta proteina un
blanco detectado en las herramientas TargetScan, Pic Tar, y miRTIF), lo cual
sugiere que miR-24 podria contribuir a la represion de Cdx2 en este contexto, (61)
ya que los niveles de Cdx2 van disminuyendo a medida que la diferenciacion

trofoectodérmica progresa.

Los miRNAs que presentan expresion diferencial en el blastocisto con respecto al
estadio de morula son el miR-21, -29c, -96, -125a, -214, -297, -424, y ademas de
let-7 incrementan su expresion significativamente conforme progresa la
diferenciacion. Estos miRNAs también se han asociado a otros procesos de
diferenciacion, por ejemplo miR-21 incrementa durante la diferenciacion de la linea
celular de leucemia HL-60, (62) y ademas suprime al factor de transcripcion REST
gue mantiene la auto-renovacion y pluripotencia celular, (63) la familia let-7 esta
fuertemente asociada con la diferenciacion en multiples escenarios, (56) miR-214
se ha implicado en la diferenciacion de células musculares al modular la
sefalizacion Hedgehog, (64) miR-125 es fuertemente inducido en la diferenciaciéon
neural de las células de carcinoma embrionario, (65) y podria estar involucrado en
un asa de retroalimentacion en el neurodesarrollo mediante el reclutamiento de las
células madre neurales. (59) El miR-424 que es el que demuestra el mayor aumento
en su expresion hacia el estadio de blastocisto, estimula el programa de
diferenciacion monocito-macrofago. (66) EI miRNA que muestra disminucion
consistente en su expresion es el miR-376-a, (60) un miRNA localizado en un gran
cluster improntado de miRNAs especifico de los mamiferos placentarios. (67) Los
blancos moleculares de estos miRNAs con expresion diferencial muestran una clara

regulacion de las vias mediadas por proteinas Ras, (Rat Sarcoma) que son un
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conjunto de interruptores-reguladores moleculares en una gran variedad de rutas
de transmisién de sefiales celulares que controlan diferentes fenébmenos: integridad
del citoesqueleto; proliferacion, diferenciacion, adhesion y migracién, y apoptosis, y
la via MAPK/p38, (Mitogen Activated protein Kinases/p38), que regula la
diferenciacion, apoptosis y autofagia en respuesta a distintos tipos de estrés celular,
lo cual es congruente con la nocion de que la diferenciacion trofoectodérmica esta
especificada por la sefializacion RAS-MAPK. (68) Ademas, estos miRNAs de
expresion diferencial regulan, mediante ciertos blancos moleculares, la via de
sefializacion de integrinas, lo cual es consistente con el papel central de la
sefializacion mediada por contacto en la especificacion del trofoectodermo y la

implantacion. (2)

Por otro lado, también se han descrito miRNAs altamente especificos de las Células
Madre Embrionarias y que estan fuertemente relacionados con el mantenimiento de
la pluripotencia, (2) en particular el clister miR-302, el miR-290 y el cluster miR-
17/92, mismos que tienden a disminuir su expresion a medida que el trofoectodermo

se especializa.

2.4.1 Los miRNAs en la regulacion de la adhesividad embrionaria.

La implantacién requiere la invasion del trofoblasto dentro de la decidua y miometrio
interno para establecer el intercambio feto-materno y la tolerancia inmunoldgica del
aloinjerto feto-placentario. Las células trofoblasticas se diferencian en trofoblasto
velloso y trofoblasto extravelloso, este ultimo tejido es el que presenta capacidad de

invasion en la decidua y miometrio maternos.

El cliuster mas grande de miRNAs en la especie humana es el C19MC,
(Chromosome 19 miRNA Cluster) es especifico de los primates y se expresa casi
exclusivamente en la placenta, células madre (69, 70) y en algunos
adenocarcinomas endocrinos y hepaticos. (71, 72) La expresion de miRNAs del

cluster C19MC es mucho mayor en las células del trofoblasto velloso respecto al
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trofoblasto extravelloso, lo que sugiere que miRNAs de este clUster favorecen vias
de diferenciacion y especializacion en este tejido, mientras que el trofoblasto
extravelloso permanece en un estado de diferenciacion mas primitivo, lo que le
confiere la capacidad de invasion, migracion y proliferacion. El incremento en la
expresion del cluster C19MC mediante transfeccion de plasmidos bacterianos
atenla la migracion trofoblastica a través de la interaccion con una red de enzimas

y proteinas que regulan la motilidad. (73)

La expresion de los miRNAs del cluster C19MC en el trofoectodermo se relaciona
con la especializacion del tejido hacia una placenta madura, se ha demostrado que
Su expresion incrementa significativamente en el trofoblasto desde el primero hasta
el tercer trimestre, de igual manera, los miRNAs del clister miR-371-3 (también
localizado en el cromosoma 19) incrementan ligeramente su expresion a lo largo del
embarazo. (74) Los miRNAs del cluster C19MC también se encuentran en
abundancia dentro de vesiculas derivadas de trofoblastos, incluyendo exosomas,
(75) lo que sugiere una funcién en la sefalizacion materno-placentaria, (76) también
se ha demostrado que el contenido de los exosomas trofoblasticos ricos en miRNAs
del cluster C19MC, confiere resistencia viral a células receptoras. (77) Algunos de
los blancos moleculares comunes a los miRNAs representativos del cluster CL19MC
(517-3p, 518b, -519d, 5209, 515-5p, -1323) tienen funciones relacionadas con la

motilidad, migracion o invasividad celular. (73)

El miRNA-155 inhibe la proliferacion y migracion del trofoblasto extravelloso,
mediante la inhibicion de la traduccion de Ciclina D1. La expresion inducida de miR-
155 en células del trofoblasto extravelloso disminuye la proliferacion celular e
invasividad, ademas el miR-155 regula los niveles de la proteina cinasa inhibidora
dependiente de ciclinas p27, y la proteina citoesquelética filamina A. (78) La via
ciclina D1/p27 esta directamente involucrada en la transicion del ciclo celular de la
fase Sala G1.

2.5 Los miRNAs en el desarrollo y diferenciacion embrionaria.
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2.5.1 Funcion del miR-191-5p en el desarrollo y la diferenciacion.

La expresion del miR-191-5p muestra una disminucion significativa a medida que
incrementa la edad de los individuos en la corteza prefrontal analizada post-mortem,
se ha propuesto que la regulacion del Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro
(Brain Derived Neurotrophic Factor BDNF) un blanco de miR-191 podria contribuir
al desarrollo cortical. (79) Asi mismo, su expresion incrementa 2-5 veces en cultivos

neurales de rata, lo cual sugiere un papel en el desarrollo neuronal. (80)

Los incrementos en la expresién de miR-191-5p se han asociado también con la
senescencia replicativa, ademas inhibe la proliferacion en cultivos primarios de
queratinocitos, actuando a través de sus blancos moleculares SATB1 y CDKG6. (81)
El miR-191-5p exhibe un patrén de expresion circadiano en el hepatocito murino,
con una relacion inversa a los niveles de expresion de Bma-1, un factor de

transcripcion circadiano. (82)

El miR-191-5p también tiene funciones en la diferenciacion celular, en la linea de
diferenciacion eritroide, miR-191 disminuye significativamente su expresion en el
estadio CFU-E a Terl19+, mientras que el incremento en su expresion inhibié la
enucleacion eritroide y la condensacion de la cromatina, lo cual sugiere que miR-
191-5p juega un papel crucial en la eritropoyesis, mediante sus blancos Riok3 y
Mxil. (83) De la misma forma, en células dendriticas derivadas de monocitos, el

miR-191 se encuentra disminuido con respecto a monocitos no diferenciados. (84)

En estudios de regeneracidon ésea, se ha encontrado que miR-191-5p incrementa
su expresion en la linea celular de osteoblastos MG63 expuestas a un regenerador
0seo (Bio Oss), donde disminuye la expresiéon de algunos genes homeaoticos como
noggin y EN1. (85)

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

permitir la implantacién de un embriéon en desarrollo, la cual ocurre mediante
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complejas interacciones divididas en 3 estadios: aposicion, adhesion, e invasion
(Fig. 5).

Previo a la implantacién

Epitelio

Endometrio
Pinépodos
Moléculas de adhesion
celular (CAM) Embrion

Integrinas - R— Ploidia
Selectinas - Tasa Metabdlica

Cadherinas Eclosion
Inmunoglobulinas
Factor inhibitorio de
leucemia (LIF)
Citocinas
Interleucina (IL)-13, -6
Prostaglandinas

=ny

Glandulas epiteliales

Decidualizacién

FIGURA 5 Factores endometriales y embrionarios asociados con la ventana de implantacion.
Previo a la implantacién se promueve en el endometrio el desarrollo de proyecciones en el epitelio
celular (pinénopodos), (86, 87) aumento en la expresién de moléculas de adhesion celular (aV33
integrina, e-cadherina), (86, 88) y moléculas asociadas con la respuesta inflamatoria. (10) (A). Se ha
demostrado que la tasa de implantacién embrionaria es mayor en embriones euploides, se aumenta la
tasa metabolica (B) lo que favorece su adhesién e invasividad en el epitelio endometrial (C). La figura
fue modificada de Koot y colaboradores (89)

El proceso de receptividad uterina e implantacion se presenta durante una ventana
reducida de tiempo, descrito por primera vez en modelos experimentales. (90) Este
hallazgo motivo diversas estrategias para su busqueda en el humano, determinando
gue esta ventana de implantacion (88) estd comprendida entre el 50 y el 60 dia
después de la ovulacion, (91) periodo que coincide con el incremento de
progesterona plasmatica. (92) En éste periodo se ha observado en la superficie de
las células endometriales la disminucion en el grosor del glicocalix, (93) y en su
carga electrostatica (92, 94) asi como cambios morfolégicos en las
microvellosidades epiteliales generando grandes areas aplanadas en la superficie.
(86, 95, 96)
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Se ha reportado la biosintesis de proteinas de superficie de tipo integrinas
localizadas principalmente en el dominio apical (Fig. 5) (86, 88) y basolateral (97,
98) ademas de moléculas que contribuyen a la adhesion del trofoectodermo al
epitelio endometrial como los ligandos de selectina, mientras que el trofectodermo
humano expresa Selectina, estableciendo un sistema altamente coordinado entre

ligando-receptor. (99)

Otras moléculas involucradas son el heparan sulfato, (100, 101) la proteina MUCL1
(Mucin-1 Cell surface associated; por sus siglas en inglés) (93, 102) y las integrinas
avB3, avp5 y obpf, involucradas en estadios tempranos de la ventana de

implantacion. (44)

La expresion espacio-temporal de miembros de la familia del Factor de crecimiento
epidérmico (EGF; epidermal growth factor, por sus siglas en ingles) y sus receptores
(rbBs) en el embridn y el endometrio durante el periodo preimplantacion, sugieren
gue estos factores de crecimiento podrian estar regulando una interaccion entre
ellos. (103) Algunos de los miembros de esta familia expresados durante la ventana
de implantacion son el propio EGF, el factor transformador de crecimiento alfa, TGF-
a, EGF de unién a heparina (HB-EGF) anfiregulina (Ar), B-celulina (BTC) epiregulina
(Er) y Herregulina (HRG). (104) HB-EGF se expresa durante la ventana de
implantacion y también estimula el desarrollo de embriones humanos generados

mediante ciclos de fertilizacion in vitro. (104)

La expresién del factor inhibidor de leucemia (LIF; por sus siglas en inglés, leukemia
inhibitor factor) incrementa justo antes de la implantacion en las glandulas
endometriales y en el liquido endometrial (105, 106) y se ha propuesto como una
molécula que estimula la implantacién del blastocisto. (107) Lo anterior ha sido
demostrado en modelos experimentales mediante la inyeccidn intrauterina del

anticuerpo monoclonal anti-LIF, que inhibe la implantacion. (108)

21



A través del uso de microscopia electrénica, se ha revelado la aparicion ciclica de
estructuras que protruyen del polo apical de las células epiteliales durante la fase
secretora media denominados pinopodos. (87) Estas podrian ser la primera
estructura que contacta con el embrion. Existe evidencia experimental que
demuestra la adhesion de blastocistos a células endometriales que despliegan

estructuras semejantes a pinépodo. (96)

2.6.1 Andlisis de expresion de genes asociados a la receptividad uterina

Con el desarrollo del andlisis gendmico funcional, se ha logrado identificar perfiles
de expresién génica en el endometrio durante el periodo de maxima receptividad
(ventana de implantacion), utilizando tecnologia de microarreglos. (109) Con esta
técnica es posible medir el nivel de expresion de miles de genes en un conjunto de
células, permitiendo descubrir genes o vias probablemente involucradas en un
proceso bioldgico, incluso cuando no existe una pista acerca de su identidad. (110)
La evaluacion de la expresion génica global ha permitido determinar perfiles de
expresion de cada fase endometrial durante el ciclo menstrual. (111, 112) Dado que
la adquisicion de receptividad endometrial esta fundamentalmente dirigida por la
Progesterona, (113, 114) se han determinado patrones de expresion génica durante
los ciclos menstruales espontaneos comparando perfiles de expresion endometrial
bajo distintos niveles de Progesterona sérica: niveles pico de progesterona (dias 19-
23, ventana de implantacion) (111, 115, 116) y bajo niveles muy bajos de
progesterona (dias 8-11, fase proliferativa) (117) o con niveles medios de
Progesterona en dias 14-16 del ciclo menstrual, cercano a la fase de ovulacion, dos

dias después del pico de Hormona luteinizante (LH+2). (118)

Los estudios de microarreglos han determinado expresién diferencial en al menos
63 transcritos entre mujeres con falla en la implantacion comparadas con mujeres
sanas, (119) de los cuales se pudieron identificar 14 genes coincidentes con los
reportados en otros estudios, y al menos 4 de ellos estan relacionadas con la
regulacion del sistema inmune. (120) De estos 14 genes, cinco estan también

disminuidos en el endometrio eutépico de mujeres con endometriosis, estos 5 genes
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son los siguientes: la proteina alfa de unién al componente 4 del complemento,
(C4BPA), Glicodelina, Proteina Activadora de RAP1 GTPasa, (RAP1GAl),
Receptor de Endotelina Tipo B, (EDNRB) y Ankirina 3, (ANK3). (121)

Recientemente se ha descrito una herramienta genémica que utiliza un microarreglo
en conjunto con un predictor bioinformatico para determinar ventana de
implantacion. Esta herramienta se denomina ERA (Endometrial Receptivity Array;

por sus siglas en inglés). (118)

2.6.2 La herramienta ERA (endometrial receptivity array)

Con la llegada de la tecnologia de microarreglos, el numero de posibles blancos
moleculares en la receptividad endometrial se ha incrementado sustancialmente, y
la genomica funcional de la receptividad endometrial se ha investigado ampliamente
desde la década pasada, tanto en ciclos estimulados, como naturales. De acuerdo
con la informacion obtenida acerca del aumento o disminucidon de los genes
involucrados en la ventana de implantacion, Horcajadas y colaboradores (109)
desarrollaron una herramienta diagnéstica que puede identificar un endometrio
receptivo con el uso de una marca transcriptdmica especifica presente en ciclos
tanto naturales como con reemplazo hormonal. El arreglo de receptividad
endometrial (ERA por sus siglas en inglés) consiste en 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 implantacion personalizada
de la paciente independientemente del aspecto histolégico de la muestra. (122) La
precision de la prueba ERA es superior a la histologia endometrial, y los resultados
son reproducibles en los mismos pacientes incluso 29-40 meses después de la

primera evaluacion. (123)

Los autores del ERA seleccionaron los genes basandose en el analisis de distintos
perfiles de expresion del genoma completo entre el endometrio receptivo y no

receptivo (pre-receptivo) utilizando los datos de expresion cruda obtenidas
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previamente. Se llevd a cabo un analisis estadistico y aquellos genes que
demostraron una diferencia absoluta de = 3 veces y una tasa de falsa aparicion
menor a 0.05 fueron seleccionados. Con los genes seleccionados se construy6 un
microarreglo denominado ERA. Esta herramienta se ha probado contra biopsias
endometriales para determinar la huella de expresién génica caracteristica de la
receptividad endometrial. (124) Las muestras para analisis ERA se colectan
mediante biopsia endometrial, posteriormente se almacenan en Nitrégeno Liquido
a -80 C. El RNA se extrae utilizando el método de TRIzol de acuerdo con el protocolo
estandar, (Life Techonologies, Inc., Gaithersburg, Waldbronn, Germany).
Posteriormente se realiza una Transcripcion Reversa (RT-PCR) y el cDNA
resultante se amplifica para determinar el estado endometrial y utilizar esta

informacion en un ciclo de transferencia embrionaria posterior. (123)

Aunque la herramienta ERA ha demostrado su utilidad clinica y es utilizada de forma
rutinaria en pacientes con falla de implantacion, aliin no existe una herramienta que
describa el perfil de expresion de miRNAs en el epitelio endometrial y permita

mejorar los resultados de las técnicas de reproduccion asistida.

3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La falla en la implantacion es un problema clinico frecuente en pacientes sometidas
a tratamientos de fertilizacion in vitro. Se trata de un fendmeno complejo que
involucra interacciones moleculares entre el embrion en desarrollo y el endometrio
receptivo. La comunicacion entre ambos es poco conocida y no se han establecido
las vias de sefalizacion involucradas. El conocimiento acerca del proceso de
implantacion en humanos es escaso, por lo que en el presente estudio nos

propusimos contestar la siguiente pregunta de investigacion.

4.0 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El miR-191-5p embrionario inducird cambios en el perfil de expresion de miRNAs

en las células endometriales?
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Para contestar esta pregunta utilizamos la linea celular endometrial RL95-2 la cual
fue transfectada con el miR-191-5p embrionario y evaluamos el perfil de expresion

de diversos miRNAs.

5.0 JUSTIFICACION

Es importante realizar estudios experimentales con tejidos humanos que ayuden a
explicar el fendmeno de la implantacion desde el punto de vista molecular, ya que
solamente al tener un amplio conocimiento de la fisiologia se podran desarrollar

estrategias diagnosticas, pronosticas y terapéuticas.

Aunque existe evidencia de que al menos un miRNA embrionario puede regular la
expresion de proteinas endometriales asociadas a implantacibn, no se ha
demostrado si los mMiRNAs embrionarios modulan la expresion diferencial

de miRNAs endometriales involucrados con la ventana de implantacion.

Lo novedoso en el presente estudio radica en que no se han descrito moléculas de
origen embrionario con la capacidad de incrementar la receptividad endometrial en
humanos por lo que realizaremos el andlisis de los miRNAs en las células

endometriales humanas en un modelo in vitro. Lo anterior permitird obtener
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informacion del intercambio molecular entre ambos componentes del sistema,

(endometrio y embrion).

6.0 OBJETIVO E HIPOTESIS

6.1 Objetivo general

Determinar el perfil de expresién de los miRNAs en las células endometriales
estimuladas con el agomiR-191-5p embrionario y establecer blancos moleculares

asociados a la ventana implantacion.

6.1.1 Objetivos particulares

1. Establecer la expresion diferencial de los miRNAs en las células
endometriales RL95-2 transfectadas con el agomiR-191-5p embrionario.

2. Determinar blancos moleculares relacionados con la actividad de los miRNAs
de expresion diferencial relacionados con la ventana de implantacion.

3. Describir vias moleculares involucradas con la accion de los blancos

moleculares en el contexto del proceso de receptividad endometrial.
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6.2 Hipotesis.

El miR-191-5p exdgeno modificara el perfil de expresion de diversos miRNAs

asociados a la ventana de implantacion.

7.0 MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefo del estudio

Tipo de estudio: Experimental de comparacion de clase.

Tipos de disefio Experimental biomédico.

a) Variable dependiente: Perfil de expresion de miRNA’s en la linea celular RL95-2
endometrial.

b) Variable independiente: Concentracion del agomiR-191-5p embrionario en el

tratamiento de células endometriales en cultivo.

7.2 Caracteristicas y establecimiento de la linea celular RL95-2

La linea celular humana RL95-2 (ATCC, CRL-1671; Manassas, Virginia, USA)
proviene de carcinoma de epitelio endometrial de la especie Homo sapiens. Su
morfologia es epitelial, y de crecimiento adherente. Las células fueron
resuspendidas en 10 mL de medio de cultivo DMEM F12 (ATCC 30-2006; Manassas,
Virginia, USA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF, Gibco, Bethesda,
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MD, USA) y 1% de antibiético (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL,
Gibco, Bethesda, MD, USA). Las células fueron expandidas en caja de cultivo
celular de 25 cm? (Corning Tewksbury, MA, USA) e incubadas a 37°C con 5% de
CO. hasta alcanzar una confluencia celular mayor al 80%.

Posteriormente, las células fueron disgregadas con la adicién al medio de cultivo de
10% de tripsina (Invitrogen, CA, USA) por 2 minutos y la caja fue incubada a 37°C
con 5% de COa. Al término de la incubacién se recuperé el medio de cultivo y se
centrifugd a 1,400 rpm durante 5 minutos y el paquete celular fue resuspendido en
1 ml de medio suplementado y se realiz6 un conteo celular en la cdmara de
Neubauer con azul de tripano para diferenciar entre células muertas (que se tifien
de azul) de las células vivas con membranas integras (incoloras). Una vez realizado
el conteo celular se colocaron 80,000 células en placas de 12 pozos (Corning) en 1
mL de medio DMEM F12 suplementado con antibiotico y suero. La transfeccion de
las células RL95-2 endometriales con el agomiR-191-5p se realiz0 hasta obtener

una confluencia celular mayor al 80%.

7.3 Transfeccion y viabilidad celular.

Las célulasRL95-2 fueron transfectadas por 6 horas con el agomiR-191-5p a
concentraciones de 15, 30, y 60 pmol con las recomendaciones de la casa comercial
(Creative Biogene Biotechnology; USA) utlizando 100 nM lipofectamina 2000
(Invitrogen). Posteriormente, en cada intervalo de tiempo se recuperé el medio de

cultivo para la obtencién del RNA total (ver seccion 7.4).

Las células fueron lavadas con solucién salina y se determiné la viabilidad celular
usando azul de tiazolil (Bromuro 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio; MTT,
Sigma-Aldrich, St Louis, USA) como fue descrito por Mossman et al (125). Las
células de cada tratamiento fueron incubadas por 3 horas y posteriormente fueron
incubadas con 100 pL de isopropanol acido (HCI 0.1 N en isopropanol absoluto) y

finalmente se determind la absorbancia a 570 nm. (Fig. 6)
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Figura 6. Reduccion del MTT por las deshidrogenasas mitocondriales.
Las enzimas deshidrogenasas mitocondriales (Dhasas Mit) del complejo 11
reducen la sal de tetrazolio (color amarillo) a formazan (color pdrpura).

7.4 Obtenciéon del RNA total del medio cultivo celular.

A 500 pL del medio de cultivo de cada ensayo experimental se les adicion6 500 L
del reactivo de TRIzol (InvitroGen). (4) EI RNA fue resuspendido con 20 pl de agua
inyectable. La concentracion del RNA total de cada muestra fue determinada
mediante la relacion de Azeoizs0 Y de Azeor230 €n el espectrofotometro NanoDrop One
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

La tabla 1 muestra la identificacién y la concentracion de los medios de cultivo las
cuales fueron enviadas a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y
Bioinforméatica de la Universidad Nacional Autbnoma de México con el registr6 de

identificacion ID Project_RAcufia_2021 para su secuenciacion.
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Tabla 1. Identificacion de las muestras de RNA del medio de cultivo.

TIEMPO DE CONCENTRACION
ID MUESTRA CONDICION ESTIMULACION | A260/280 | A260/230 (ng/mL) VOLUMEN

Control

Project_Racufia_01 | lipofectamina 1.37 0.15 40 20uL
transfeccion con

Project_Racufia_02 15nmol agomiR 1.78 0.43 40 20ulL
transfeccion con

Project_Racufia_03 30nmol agomiR 1.48 0.16 40 20pL
transfeccion con

Project_Racufia_04 60nmol agomiR 3 HORAS 1.19 0.19 40 20plL
Control

Project_Racufia_05 lipofectamina 1.16 0.055 40 20pL
transfeccion con

Project_Racufia_06 | 15nmol agomiR 0.69 0.065 40 20pL
transfeccion con

Project_Racufia_07 | 30nmol agomiR 1.1 0.055 40 20pL
transfeccion con

Project_Racufia_08 60nmol agomiR 6 HORAS 1.16 0.09 40 20plL
Control

Project_Racufia_09 lipofectamina 1.46 0.045 40 20uL
transfeccion con

Project_Racufia_10 | 15nmol agomiR 1.36 0.07 40 20uL
transfeccion con

Project_Racufia_11 | 30nmol agomiR 1.52 0.07 40 20uL
transfeccién con

Project_Racufia_12 | 60nmol agomiR 24 HORAS 1.31 0.075 40 20uL

7.5 Secuenciacién masiva de los miRNAs y analisis bioinformatico.

La expresion masiva diferencial de los miRNASs se realiz6 mediante la secuenciacion
de nueva generacion (SNG) usando la plataforma de NextSeg550 (lllumina, San
Diego, CA, USA) (126, 127) y la cuantificacion del RNA-Seq se realiz6 mediante la
plataforma NovaSeq (lllumina) con estrategia de 150 bp, previa transcripcion
reversa para conversion del RNA en cDNA. Estos adaptadores contienen
secuencias complementarias que les permiten unirse a la celda de flujo, de esta

forma los fragmentos pueden ser purificados y amplificados.
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Después de la secuenciacion, el instrumento de software identifico6 nocleotidos
(proceso denominado base calling). Para el analisis de los datos, se import6 la
secuenciacion a una herramienta de analisis estandar DRAGEN v3.5 (Dynamic
Read Analysis for GENomics, Illumina). (128)

7.6 Descripcion de vias moleculares relacionadas con la receptividad endometrial
Los andlisis funcionales se llevaran a cabo utilizando 2 plataformas: 1) IPA
(Ingenuity Pathways Analysis, QIAGEN Inc.,
https://www.giagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis) aporta
el andlisis que detalla la descripcion de vias moleculares y los procesos bioldgicos
relacionados con vias candnicas involucradas con los blancos moleculares (129) y
2) DAVID, un algoritmo que agrupa los genes blanco en categorias funcionales de:

procesos bioldgicos, componentes estructurales, o de funciones moleculares. (130)
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8.0 RESULTADOS.

8.1 Establecimiento y viabilidad de la linea celular RL95-2.

La figura 7 muestra la imagen representativa de la linea celular RL95-2 después de
cinco dias de cultivo. Las células fueron estimuladas por 3, 6, y 24 horas con 100
nM de lipofectamina sola o en combinacion con el agomiR-191-5p a tres
concentraciones (15, 30, y 60 pmol) y en cada caso se determing la viabilidad celular
mediante el ensayo de MTT (fig. 7B) y la expresion del miR-191 (fig. 7C).
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Figura 7 Morfologia y viabilidad de las células RL95-2 endometriales de humano. Se aprecia
la formacion de monocapa celular con forma cuboide y en contacto con otras células. Las imagenes
fueron tomadas con el objetivo de 10X y 20X. La barra representa la dimension en micras (pum)
(A). Viabilidad de las células RL95-2 en los diferentes tratamientos de transfeccion (B). grupo
control sin tratamiento (C-), adicién de lipofectamina 100 nM (LIPO), agomiR- (control), y con la
adicion de 15, 30, y 60 pmol de agomiR-191-5p. En el ensayo se incorporé el descoplante
metabolico carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP; barra en amarillo). La viabilidad se
realizé en 3 experimentos independientes y en ninguno de los casos se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p =0.593). Los datos se muestran como la
media + Desviacion Estandar. Producto de la amplificacion de 73 pb del miR-191-5p obtenido de
las células RL95-2. Marcador de DNA de 100 pb (M, InvitroGene).
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La figura 7B muestra la viabilidad de las células RL95-2 después de 6 horas de
tratamiento. El grupo control (sin tratamiento, C-) tuvieron una absorbancia de
0.219+40.15 la cual aumento con la estimulacion de lipofectamina (1.02-veces),
agomiR- (1.09-veces), y con 15 (1.14-veces), 30 (1.17-veces), y 60 (1.09-veces)
pmol del agomiR-191-5p; sin embargo, no encontramos diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (fig. 7; p =0.593).

Después de que se evalué la viabilidad de las células RL95-2 transfectadas con el
agomiR-191-5p se procedid a obtener el perfil de expresion de los miRNAs del

medio de cultivo celular.

8.2 Perfil de expresion diferencial de miRNAs

Mediante la Secuenciacion de Nueva Generacion obtuvimos un total de 541 hsa-
mMiRNAs humanos los cuales fueron detectadas en el medio de cultivo de las células
RL95-2 de las diferentes condiciones experimentales (ver anexo 1). Los datos de
secuenciacion de ARN pequefios se depositaron en el Gene Expression Omnibus
(nimero de acceso GEO; GSE121406). El analisis revelé 5 miRNAs con expresion
diferencial que alcanzaron la diferencia establecida como punto de corte en las
células tratadas con el miR-191-5p con respecto a la expresion de con las células

control.

8.3 Secuenciacion de RNAs pequefios

Para caracterizar los perfiles de expresion de los miRNAs del medio de cultivo de
las células endometriales, la secuenciacion masiva obtuvo un total de 4,322,087
lecturas limpias. 1,066,170 fueron secuencias especificas de las células control,
1,807,605 fueron especificas de las células tratadas y 391, 038 fueron secuencias

de lectura comUn en todas las muestras.
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8.4 Expresion diferencial de miRNAs en células tratadas con agoMIR-191-5p

Se utilizé el programa DESeg?2 en lenguaje R, version 1.26.0 (Int. Max Planck Res
School for Computational Biol Res, NIH) el cual es de acceso libre
http://www.bioconductor.or/packages/release/bioc/html/DESeq2.html se
identificaron mediante andlisis binomial negativo los miRNAs que exhiben patrones
de expresion significativamente diferentes entre las lineas celulares RL95-2 control
y las tratadas obteniendo un total de 541 miRNAs, la mayoria de los cuales no

guardaron una relacion lineal con la dosis ni el tiempo de exposicién al tratamiento.

Del resultado de expresion de masiva de miRNAs se realizaron un total de 45
comparaciones pareadas entre el grupo control vs los tratamientos experimentales
y solo se tomaron como significativos cuando la regulacibn mostro una tasa de
cambio = 2 veces de incremento o disminucion en la expresion con relacion

directamente proporcional a la dosis y tiempo de exposicion al agoMIR-191-5p.

La figura 8 representa el cambio de expresion con respecto a la concentracion del
agomir y el tiempo de estimulacion. EI 89.4% de los miRNAs secuenciados
mostraron inconsistencias con respecto a la concentracion del agomir y al tiempo
de estimulacion. El 9.6% aunque mostraron una diferencia significativa no tuvieron
una tasa de cambio =2 con respecto al grupo control y solamente el 1% mostré una

tasa de cambio =2 con respecto al grupo control.
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Figura 8. Modulacion de miRNAs en las células RL95-2 estimuladas con el agomiR-191. Se muestra
la regulacion diferencial de 57 miRNAs con respecto al grupo control (C). Se muestra el incremento de
expresion de 3 miRNAs con log; FC>2 y con valor a p<0.05 con efecto de la dosis y el tiempo de exposicion
al agoMIR 191-5p.

La tabla 2 muestra la tasa de cambio en la expresion de 57 miRNAs
correspondientes a la figura 8 detectados en el medio de cultivo de las células RL95-
2. Sobre la base de la definicién de comparacién de conglomerados utilizada en el
presente estudio, se observé que 3 miRNAs aumentaron, hsa-mir-18a, hsa-mir-20a,
y hsa-miR-92-5p, y 2 miRNAs disminuyeron, hsa-mir-19a y hsa-mir-139-5p,

significativamente el nivel de expresion con respecto al grupo control.
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Tabla 2. Tasa de cambio de miRNAs representativos detectados en el
medio de cultivo de las células endometriales RL95-2 estimulados con el
agomiR-191-5p.

miRNAs Mirbase
nimero de acceso

tasa de cambio valor de P
(control/tratamiento)

hsa-miR-182 MI0000093 2.31633572 0.001856681 *
hsa-miR-202 MI0000076 2.166698266 0.00232568 *
hsa-miR-92a-1 MI0000072 2.133691423 0.00340542 *
hsa-miR-30d-5p MI0000255 1996629871 0.059089723 ¢
hsa-miR-382-5p MI0000790 1.993613246 0.005592734 ¢
hsa-miR-378a MI0000786 1.991819909 0.009359307 ¢
hsa-miR-222-3p MI0000299 1.991044996 0.009226886 ®
hsa-miR-494-5p MI0003134 1.987655311 0.007436781 ¢
hsa-miR-134-5p MI0000474 1.987654113 0.008263455 ¢
hsa-miR-30b MI0000441 1.984167796 0.004729916 8
hsa-miR-105-2 MI0000112 1.984012422 0.008367616 ¢
hsa-miR-503-5p MI0003138 1.978787651 0.006342567 ¢
hsa-miR-127-5p MI0000472 1.973698634 0.007497681 ¢
hsa-miR-105-1 MI0000111 1973545431 0.001788191 ¢
hsa-miR-197-5p MI0000239 1.96930252 0.275742594
hsa-miR-16-1-3p MI0000070 1.952562173 0.80687517

hsa-miR-7-2-5p MI0000264 1901928013 0.073663983
hsa-miR-96-5p MI0000098 1.881772745 0.298488409
hsa-miR-301b MI0000089 1.840421208 0.214001194
hsa-miR-137-3p MI0000454 1.831548105 0.309677748
hsa-miR-30a-5p MI0005525 1.806871809 0.688771332
hsa-miR-200c-5p MI0000650 1.776267359 0.814803673
hsa-miR-136-5p MI0000475 1.774360942 0.420846348
hsa-miR-181c-5p MI0000271 1.747939155 0.253723213
hsa-miR-125a MI0000469 1.685412353 0.688771332
hsa-miR-103a-1 MI0000108 1.654235859 0.765217998
hsa-miR-26b-3p MI0000084 1.650288678 0.442229945
hsa-miR-7-1-5p MI0000263 1533734563 0.479590272
hsa-miR-98-5p MI0000100 151682521 0.035493992
hsa-miR-101-1-5p MI0000103 1504044719 0.765217998
hsa-miR-561-5p MI0003567 -1.52978705 0.576223797
hsa-miR-126-5p MI0000471 -1.572163541 0.59570534

hsa-miR-7-3-5p MI0000265 -1.604060194 0.600160938
hsa-miR-101-2-5p MI0000739 -1.611473998 0.411010577
hsa-miR-9-1-5p MI0000466 -1.62652475 0.435811656

El valor de corte utilizado como tasa de cambio en la expresién de los miRNAs fue >2.0 y
estadisticamente significativo de *p<0.05 con respecto al grupo control. Se indican aquellos
miRNAs cercanos al valor de corte cercano a 2 y estadisticamente significativos & p<0.05 con
respecto al grupo control.
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Continua tabla 2

miRNAs Mirbase tasa de cambio valor de P
nimero de acceso (control/tratamiento)

hsa-miR-103a-3 MI0000108 -1.654235859 0.665463537
hsa-miR-133b MI0000822 -1.691861824 0.499857766
hsa-miR-103a-2 MI0000108 -1.728486111 0.63923549

hsa-miR-200b-5p MI0000342 -1.729126512 0.143228653
hsa-miR-562-5p MI0003567 -1.737369812 0.965341479
hsa-miR-424-5p MI0001446 -1.772549085 0.513662247
hsa-miR-300 MI0005525 -1.806871809 0.362566534
hsa-miR-17-3p MI0000071 -1.830414525 0.535301903
hsa-miR-200a-5p MI0000737 -1.887272938 0.960904701
hsa-miR-41-5p MI00002464 -1.918844268 0.927660047
hsa-miR-210 MI0000286 -1.973231611 0.040325367 §
hsa-miR-873-3p MI0005564 -1.974140489 0.006918301
hsa-miR-133a-3p MI0000450 -1.974937956 0.00543327 §
hsa-miR-345-5p MI0000825 -1.976693672 0.021284542 5
hsa-miR-130a MI0000448 -1.976984848 0.002685956 $
hsa-miR-10a MI0033895 -1.984613132 0.098671705
hsa-miR-31 MI0000089 -1.986728612 0.049170094 $
hsa-miR-181a-1-5p MI0000289 -1.992405895 0.062937608
hsa-miR-141-3p MI0000457 -1.992589523 0.003386874 §
hsa-miR-345 MI0000825 -1.999492541 0.001668754 $
hsa-miR-19a MI0000073 -2.141977849 0.002812841 *
hsa-miR-139-5p MI0000261 -2.248816502 0.002186777 *

El valor de corte utilizado como tasa de cambio en la expresién de los miRNAs fue >2.0 y
estadisticamente significativo de *p<0.05 con respecto al grupo control. Se indican aquellos
miRNAs cercanos al valor de corte cercano a 2 y estadisticamente significativos & p<0.05 con
respecto al grupo control.

En la linea celular tratada, has-mir-18a, has-mir-20a, y hsa-miR-92-5p se
incrementd su expresion con respecto a las dosis y al tiempo de estimulacion
mientras que has-mir-19a y has-mir-139-5p disminuyeron su expresion de manera

dosis dependiente (fig. 9, y tabla 2)
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Figura 9. Efecto de dosis y tiempo. Se muestra en escala logaritmica (log; FC) el incremento en la
expresion de los 3 miRNAs como un efecto de la dosis y el tiempo de exposicién al agoMIR 191-5p.
Circulos: miR-20a, tridangulos miR-18a, diamantes miR-139-5p. El tiempo de exposicidn se expresa
en horas.

8.5 Blancos moleculares de los miRNAs que modificaron su expresion

La relacion entre las variaciones en la expresion de los miRNAs fue predicha
mediante el andlisis del software TargetScanHuman v8.0 targetscan.org/vert_80/
(Bioinf Res Com., Whitehead Inst Bio Res, Cambridge, MA, USA). Un total de 25
interacciones entre los miRNAs y sus mRNAs blancos fueron encontradas (fig. 9).
El aumento de 3 miRNAs (hsa-miR-18a, hsa-miR20a-5p, y hsa-miR-92a-5p) estan
asociados con la diminucién de 15 mRNA blancos y la disminucion de dos miRNAs
(hsa-miR 19a-5p, y hsa-miR-139a-5p) estaria asociado con el incremento de 10

MRNA blancos, (se seleccionaron los 5 blancos con mayor afinidad termodinamica)
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Figura 10. Regulacion de mRNA mediada por miRNA’s.

Se establecieron un total de 25 interacciones de las cuales 15 reduce la expresion del mRNA por
accion del aumento de 3 miRNAs (rojo) y 10 aumentan la expresién del mRNA por accién de la
disminucion de 2 miRNAs (amarillo).

miR-18a

Se describen 5223 transcripciones con sitios de union a miR-18a que contienen un
total de 7978 sitios de empalme con sitios UTR, la mayoria de los cuales son falsos
positivos. La figura 11 muestra cinco blancos de mRNA ordenadas por contexto

ponderado acumulativo que mostraron la mayor afinidad termodinamica de unién.
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Figura 11. HIST1H2AK, histonas de tipo 1, y H2ak; CYB561D1, familia del citocromo b561, miembro D1; TEX22,
testiculo expresado 22; SNX8, clasificacion de nexina 8; NMNAT3, nicotidaminanucledtido adeniltransferasa 3.
* La secuencia se obtuvo de la base miRBase.

La expresion del hsa-miR-18a estaria reduciendo la concentracion de 5 mRNA
blancos, por lo que su traduccion se encontraria significativamente disminuida en

las células endometriales que se exponen a un embrién competente.

miR-20a-3p

Se obtuvieron 4375 transcripciones con sitios de union al miR-20a-5p que contienen
un total de 5953 sitios de empalme con sitios UTR, la mayoria de los cuales son
falsos positivos. La figura 12 muestra cinco blancos de mRNA ordenadas por
contexto ponderado acumulativo que mostraron la mayor afinidad termodinamica de

union.

40



miR-20a-3p 4

T

AAASZ

5°G

dlsmlnuye

/ \

[ TRT HMGNZ [ GABRGl APOL A2 WAPAL ]

Figura 12. TRT, transtirhetina; HMGNZ2, high mobility group nucleosomal binding domain2; GABRG1 gamma-
aminobutyric acid (GABA) A receptor, gamma 1; APOL2 apolipoprotein L, 2; WAPAL wings apart-like homolog.
* La secuencia se obtuvo de la base miRBase.

La expresion del hsa-miR-20a-5p reducira la concentracion de estas 5 mMRNA
blancos por lo que sus proteinas se encuentran significativamente disminuidas en

las células endometriales que se exponen a un embriGn competente.

miR-92a-1-3p

Se describen 3264 sitios de transcripcion con sitios de union al miR-92a-5p que
contienen un total de 4069 sitios de empalme con sitios UTR, la mayoria de los
cuales son falsos positivos. La figura 13 muestra cinco blancos de mRNA ordenadas
por contexto ponderado acumulativo que mostraron la mayor afinidad

termodinamica de union.
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Figura 13. LMLN, metalopeptidasa 8; ATN1, atrofina 1; CXCL9, ligando 9 de quimiocinas con motivo C-X-C;
SLC25A23 acarreador mitocondrial de fosfato miembro23; PRKAB2, Icinasa de proteina activada por AMP
subunidad beta 2 no-catalitica. * La secuencia se obtuvo de la base miRBase.

La expresion del hsa-miR-92a-5p reducira la concentracion de estas 5 mMRNAs
blancos por lo que sus proteinas se encontraran significativamente disminuidas en

las células endometriales que se exponen a un embrion competente.

Blancos moleculares de los miRNAs con disminucion en la expresion

miR-19a-5p

Se describen 4894 transcripciones con sitios de unién a miR-19a-5p que contienen
un total de 7236 sitios de empalme con sitios UTR, la mayoria de los cuales son
falsos positivos. La figura 14 muestra cinco mRNAs que presentaron la mayor

afinidad termodinamica de union.
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Figura 14. KCNJ6, canal rectificante interno de potasio subfamilia ] miembro6; SMCO3, proteina de membrana
de paso unico; HOXA6, homeobox A6; TBC1, familia de dominios TBC1 miembro 19; ZNF28, proteina de dedo
de zinc28. * La secuencia se obtuvo de la base miRBase.

La disminucién encontrada del hsa-miR-19a-5p se espera que la concentracion de
5 mMRNAs se encuentre significativamente incrementada en las células

endometriales que se exponen a un embrion competente.

miR-139a-5p

Se describen 3128 transcripciones con sitios de unién a este miRNA, que contienen
un total de 3767 sitios de empalme con sitios UTR, la mayoria de los cuales son
falsos positivos. La figura 15 muestra cinco mRNAs que presentaron la mayor

afinidad termodinamica de union.
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Figura 15. HOXA6, homeobox A6; FNK3K, fructosamina 3 quinasa; ANXA2R, receptor de anexina A2; BLOC1S6,
biogénesis del complejo de orgdnulos lisosomales, C2CD4D, dominio dependiente de calcio C2 que contiene
4D. * La secuencia se obtuvo de la base miRBase.

Al disminuir hsa-miR-139a-5p se espera que la concentracion de estas 5 proteinas
se encuentre significativamente incrementada en las células endometriales que se

exponen a un embrién competente.

8.6 Vias Bioldgicas asociadas a los miRNAs de expresion diferencial.

De los 5 miRNAs con expresion diferencial, 4 pertenecen a la familia miR17-92:
miR18-a, miR19a-5p, miR-20a-3p, y miR-92a-5p, correspondiente a un clister de
transcripcion policistronica en el cromosoma 13, que se encuentra en el contexto
genémico: Coordenadas (GRCh38; GCA 000001405.15) chrl3: 91351314-
91351391 [+], descrito en mirBASE. Dicho cluster se denomina miR-17-92. La

familia miR-17 ~ 92 de mIRNA esta compuesta por tres genes de miRNA
policistronicos relacionados, altamente conservados, que codifican colectivamente
para un total de quince miRNAs. Estudios recientes que demuestran que estos

mMiRNAs son esenciales para el desarrollo de vertebrados y la homeostasis.

Estudios previos han demostrado que los genes miRNA estan dispuestos como
grupos en el cromosoma. Los miembros de un grupo de miRNA suelen compartir

similitudes de secuencia y coordinan la regulacion de procesos biolégicos similares.
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Cuando los miembros de un grupo de genes exhiben similitud de secuencia y
regulacién homologa, forman familias de genes miRNA, que aumentan ain mas la
diversidad de la distribucién del grupo de genes miRNA. Los estudios anteriores se
han centrado generalmente en la expresion y regulacion de miRNAs individuales,
mientras que los estudios que investigan la expresion y funcion de los miRNAs
agrupados son poco frecuentes y los estudios que examinan el perfil de expresién
de los clusters de miRNA a nivel de todo el genoma son particularmente limitados.
Sin embargo, los patrones de expresion de los miRNAs homélogos dispuestos como

clusters suelen estar coordinados.

Los grupos o clusters de miRNAs poseen una red reguladora compleja, asociada
con la expresién, en comparacion con la regulacion de los miRNAs individuales. Los
miembros miRNA de ciertos grupos de genes estan funcionalmente asociados y
pueden dirigirse o regular genes idénticos o la misma familia de genes, o dirigirse a
varios componentes proteicos de la misma via de sefializacion. Las secuencias de
los miembros en el grupo de genes miR-17-92 estan altamente conservadas en
todos los vertebrados, y el grupo de genes miR-17-92 ha recibido una amplia
atencion, ya que se ha sugerido que esta involucrado en el desarrollo de 6rganos
de mamiferos, que es una funcion que se cree que esta estrechamente asociada
con el inicio del desarrollo de tumores sdlidos. Los miembros del grupo de genes
mMiR-17-92 se expresan en niveles altos en numerosas células tumorales, incluidas
las del linfoma de células B, asi como el cancer de pulmoén, higado, vejiga, colon,
estbmago y pancreas. Ademas, se cree que los miembros del grupo de genes miR-
17-92 inducen tumorigénesis principalmente al inhibir la expresion de genes que

regulan los oncogenes y el ciclo celular.

El patrén unico de distribucion y expresion de los grupos de genes miRNA ha
sugerido que pueden poseer importantes funciones reguladoras. Como numerosos
mMiRNAs se distribuyen en grupos, la mayoria de estos grupos de genes se
transcriben simultaneamente y co-regulan una serie de procesos biolégicos. Por lo
tanto, la investigacion de grupos de genes miRNA, en lugar del estudio de la

expresion de miRNAs individuales, puede presentar una nueva estrategia de
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investigacion. Como la tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento se ha
utilizado ampliamente en la investigacion de miRNA, es posible que los estudios
sobre la expresion y la funcién de los grupos de genes mejoren adn mas la

investigacion referente a los miRNAs.

En el presente estudio, se revel que el grupo has-miR-17-92 exhibié un patrén de
expresion inconsistente, ya que 3 miembros de la familia incrementaron su
expresion de forma proporcional al tratamiento, pero uno de ellos, miR-19a, se
reguld a la baja en presencia de dosis crecientes y mayor tiempo de exposicion al
miR-191-5p, en la linea celular RL-95-2. Esto sugiere que dicho tratamiento
desencadena un aumento global de la transcripcion policistronica de la region
intragénica donde se ubica la familia miR17-92 en el cromosoma 13, pero existe
algin mecanismo poco conocido que de manera selectiva disminuye la expresion
de un Unico miembro de la familia en respuesta al miR-1915p, sefialando que los
blancos moleculares de miR-19a-5p (KCNJ6, SMCO3, HOXA6, TBC, ZNF28)
incrementan su expresion en el tejido endometrial en presencia de embriones

competentes.

El anico miRNA no relacionado con la familia 17-92 que demostré una disminucién
continua en su expresion con mayores dosis de agomir-191-5p, fue hsa-mir-139-5p.
Este miRNA se ha relacionado con distintos tipos de tumores, en particular con
cancer endometrial. Se ha demostrado previamente que el miR139-5p disminuye su
expresion en cancer de endometrio humano, comparado con células no neoplasicas.
La sobreexpresion de miRNA-139-5p inhibe significativamente la viabilidad celular
y la migracion de las células neoplésicas. Se ha identificado a HOXA6 como el
principal blanco molecular de este miRNA, por lo que se espera que la traduccion
de dicha proteina incremente significativamente en células endometriales expuestas
al agoMIR-191-5p procedente de un embrién competente. HOXA6 es un miembro
de la familia de genes HOX (Homeotic Box) que regulan la morfogénesis
embrionaria, ademas de ser esencial en la formaciéon de pinépodos en el epitelio
endometrial al momento de la ventana de implantacién. Hoxal0 también se expresa

abundantemente en pacientes con endometriosis. Su expresion aberrante fue
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observada por primera vez en casos de leucemia. Tanto la disminucién como el
aumento en la expresion de HOXAG6 han sido relacionados con procesos implicados
en el cancer, incluyendo la proliferacion, apoptosis, transicion epitelio-
mesenquimatosa (que es también un evento fundamental del desarrollo embrionario

temprano) y resistencia a la quimioterapia.

Estos hallazgos no solo proporcionan nuevos biomarcadores potenciales para
diferenciar entre el endometrio receptivo y no receptivo, sino que también revelan
algunas las vias moleculares reguladas por miRNAs asociadas con los mecanismos

subyacentes al desarrollo embrionario temprano.

Tras una revision de la literatura previa sobre la ventana de implantacion y la
expresion de miRNA, también se identificd que la expresion de la familia miR-200
aumento significativamente durante el periodo de receptividad del endometrio. Se
observo que los niveles de expresion de has-miR-200a, has-miR-429 y has-miR-
141 en la familia miR-200 aumentaron significativamente en la linea celular RL-95-
2, en comparacion con la linea celular tratada. Este hallazgo también se verificd

mediante secuenciacion.

Los presentes hallazgos preliminares orientan hacia un estudio in vivo en el que se
pueda administrar miR-191-5p directamente en el endometrio de mujeres con ciclos
regulares para determinar su efecto durante la fase progestacional, en particular

durante la ventana de implantacion.
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9.0 DISCUSION.

La receptividad endometrial desempefia un papel fundamental en la determinacion
de la implantacion exitosa del blastocisto en los ciclos de Fertilizacién in vitro. (131)
Variaciones en la expresion génica en pacientes infértiles ha sido asociada con
fallas en la sincronizacion en la ventana de receptividad produciendo deficiencias

en la implantacion. (132)

Los resultados en el presente estudio sugieren que al transfectar a las células
endometriales RL95 con el miR-191-5p embrionario el cual ha sido relacionado con
la tasa de implantacion (4) se incrementa significativamente la expresion del miR-
18a, miR-20a-5p, miR-92a-5p y se disminuyen la expresion del miR-19a-5p y miR-
139a-5p (Fig. 10) lo cual fue demostrado mediante secuenciacion profunda de
nueva generacion (NGS).

Estos miRNAs modulan proteinas relacionadas con la decidualizacion a través de
las vias de sefalizacion asociadas a marcadores de implantacion como el LIF
(Leukemia inhibitor factor), (107) PRL (prolactina) (133), y el IGFBP-1 (Insulin
Growth Factor Binding Protein-1), (134) y a nivel epigenético estos miRNAs estan
involucrados con la metilacion del DNA (135) y con la actividad de RNAs largos no
codificantes (INcRNA) (136) los cuales han sido analizados y vinculados con la
ventana de implantacion. Recientemente, Ching et al (2021) demostraron en 25
pacientes con repetidas fallas de implantacion la expresion de miRNAs regula la
expresion de los miR-20b-5p, miR-155-5p, y miR-718 lo cual fue demostrado

mediante tecnologia de microarreglos. (137)

De los 5 miRNAs de expresion diferencial detectados mediante la secuenciacion de
NGS 4 pertenecen al claster 17-92 (miR-18a, miR-19a-5p, miR-20a-5p y miR-92a-
5p). Dicho cluster se encuentra altamente conservado en los vertebrados y se ha
demostrado que su version truncada (carente de miR-92) produce un linfoma de
células B (onco-miR), (138) y con procesos patoldgicos del tejido endometrial como
la endometriosis, (139) la hiperplasia endometrial atipica y el adenocarcinoma

endometrial. (140) Actualmente, no existen estudios que evallen la relacion del
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claster 17-92 con la receptividad endometrial en humanos, aunque se ha descrito la
participacion de alguno de sus miembros en los primeros dias de la gestacién en

roedores. (32)

MiRNAS CON INCREMENTO DE EXPRESION: miR-18a, miR-92a-1, miR-20a

Blancos moleculares y su funcion biol6gica: mir-18a

Mediante andlisis in Silico se determin6 que los principales blancos moleculares del
miR-18a estan involucrados en la actividad de oxidorreduccion y con el transporte
intracelular (Figura 10).

TEX22 (Testis Expressed 22), miembro de una familia que desempefia un papel
fundamental en la reproduccion humana, particularmente en la gametogenesis. Se
ha descrito su expresion en testiculo y ovario, aunque se desconoce su funcién en
el endometrio humano. Se sabe que su deficiencia esta involucrada directamente

en infertilidad de origen masculino. (141)

CYB561D1 (Cytochrome b561 family member D1), cuya funcion molecular
corresponde a una proteina reductasa transmembranal que utiliza ascorbato como
donador de electrones, a través de la membrana para reducir cationes de hierro, y
radicales mono-dehidro L-ascorbato en otro compartimento celular. Ademas, posee
actividad de union al grupo hemo y actividad oxido-reductasa. Durante la ventana
de implantacion se presenta un incremento significativo del potencial oxidorreductor
en el epitelio endometrial. Al disminuir las concentraciones de CYB561D1 se podria
explicar el incremento del potencial oxidorreducor durante la ventana de
implantacion. (142) Se ha descrito que los radicales libres de oxigeno incrementan
el estrés oxidativo y en altas concentraciones son deletéreos para la implantacion,
pero en bajas concentraciones son valiosas moléculas de sefializacién para los

procesos de invasividad del trofoectodermo hemocorial del ser humano. (143)

SNX8 (Sortin Nexin 8) es otra proteina regulada a la baja por miR-18a, esta proteina
presenta actividad de union a proteinas y unién a fosfatidilinositol. Esta involucrado

en el transporte temprano de proteinas del endosoma, y se localiza en el complejo
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retromero y en el complejo trans-Golgi. Funciona regulando el tréfico intracelular de
moléculas y vesiculas, potencialmente también de exosomas para la secrecion y
almacenamiento de miRNAs al medio extracelular. La disminucion de SNX-8
mediada por miR18a podria inhibir el transporte de moléculas endosémicas hacia
el sistema trans-Golgi, lo cual inhibiria el transporte intracelular de moléculas
favoreciendo la exportacion de vesiculas hacia el medio extracelular. (144) Esta via

ha sido poco estudiada en el tejido endometrial.

HIST1H2AK es otra proteina regulada a la baja por miR-18a. Las histonas son
proteinas nucleares responsables de la estructura de las fibras cromosémicas. En
eucariotas, dos moléculas de cada una de las histonas “core” (H2A, H2B, H3 y H4)
forman un octamero, alrededor del cual se enredan aproximadamente 146 bp de
DNA en unidades repetitivas denominadas nucleosomas. La histona ligadora H1
interactta con el DNA ligador entre nucleosomas y funciona en la compactacion de
la cromatina dentro de estructuras de alto orden. Este gen carece de intrones y
codifica una histona dependiente de la replicacidon, que es un miembro de la familia
de histonas H2A. Los transcritos carecen del extremo poli-A, pero contienen un

elemento de terminacién palindromico. Se encuentra en 6p22—p 21.3.

El control epigenético de la receptividad endometrial y la decidualizacion
fundamentalmente apunta a la expresion de genes marcadores, y la combinacion
de estudios in vivo e in vitro. Se ha descrito el papel de las histonas en el
mantenimiento de la quiescencia uterina en el embarazo temprano, ademas de que
la metilacion de histonas esta relacionada con la diferenciacion endometrial a través
del ciclo menstrual, la disminuciéon de histonas promueve la expresion de genes
esenciales en la decidualizacion como WNT4, ZBTB16, PROK1 y GREB1. (145)

NMNAT3 (Nicotinamide nucleotide adenililtransferase) es una enzima que utiliza
ATP para catalizar la sintesis de nicotinamida o acido nicotinico mononucleétido. La
proteina codificada se localiza en la mitocondria y podria también tener un papel
neuroprotector como chaperona molecular. Presenta una amplia expresion en el

ovario y testiculo. La disminucién en la expresion de esta enzima en el endometrio
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estaria relacionada con la deplecion de NAD, y consecuente incremento del estrés
oxidativo al suprimir las reacciones redox dependientes de NAD. (146).

Blancos moleculares y su funcion biolégica: mir-20a-3p

Se evaluaron las 5 proteinas cuyo mRNA presenta la mayor afinidad termodinamica
por miR-20a-3p: HMGNZ2, (High Mobility Group nucleosomal binding domain)
APOL2, (Apolipoprotein-like homolog) WAPAL (Wings-apart-like homolog),
GABRG1 (Gamma aminobutyric acid receptor GAMMA-1), CCL4 (Chemokine C-C
motif) ligand 4.

Al incrementar la expresion del miR-20a, disminuye CCL4, Chemokine (C-C Motif)
ligand 4, también conocida como proteina 1-beta (MIP-1 Beta) una proteina que
bloquea la quimiotaxis (migracion) de las uNK (Uterine Natural Killer). También
posee Actividad citocina, se localiza en la region extracelular, regula procesos
biologicos de quimiotaxis de monocitos, neutrofilos y linfocitos, asi como la
respuesta celular al factor de necrosis tumoral, se asocia a vias acopladas a

proteinas G, y regula la adhesion celular.

Su disminucion inhibe la migracién de células NK uterinas (uUNK: uterine Natural
Killer cells). Michael J. Robertson, Role of chemokines in the biology of natural Killer
cells) La disminucién de esta variante en el endometrio se relaciona con un
incremento en los mediadores de inflamacion y disminucion en la angiogénesis. Las
células NK son los leucocitos mas abundantes durante la gestacion y son reclutados
y activados mediante hormonas ovaricas. Existen dos subpoblaciones de células
NK: las CD 56 (dim) C16+, que migran en respuesta a CXL y CXC3L1;ylas NKCD56
(bright) CD16-, las cuales migran en respuesta a CCR5 y CCR7. En el primer
trimestre, las células NK representan el 70% de los linfocitos deciduales. En el
embarazo normal, las NK generan un microambiente que es compatible con la
gestacion y promueven la placentacion saludable, existe una cooperacion entre

NK’'s y trofoblasto en lo que se conoce como eje inmuno-trofoblasto, que regula la

51



placentacion, la respuesta inmunoldgica y la remodelacion del aporte vascular

(angiogénesis).

APOL-A2 (Apolipoprotein-like homolog) es un miembro de la familia de genes de la
apolipoproteina L, son proteinas de union a lipidos, cuya funcion molecular es la
unién a receptor de sefalizacion, union a lipidos y unién a particulas de
lipoproteinas de alta densidad. Se ubica en el componente celular del citoplasma,
la membrana del reticulo endoplasmico y la membrana celular. Se involucra en los
siguientes procesos bioldgicos: desarrollo de organismos multicelulares, procesos
metabdlicos de lipoproteinas, procesos metabdlicos del colesterol, respuesta de
fase aguda. Apol-2 interactia con IFN-gamma, CD81, TNF-alfa y Bcl-2, regulando
la respuesta inflamatoria sistémica, procesos metabolicos de lipidos (colesterol).
Posee un potencial anti-implantacion, postulamos que la elevacion del miR-20a, al
disminuir sus concentraciones, se relaciona con unincremento en las caracteristicas
receptivas del tejido endometrial, de igual forma se ha descrito que la gonadotrofina
corionica humana secretada por el trofoblasto humano inhibe potentemente la
expresion de APO-A1 (147)

WAPAL (Wings-apart-like homolog) regula procesos tales como la inhibicién de la
replicacion del DNA, regulacion negativa de la actividad de unién a la cromatina,
regula la cohesion de las cromatides hermanas, todo lo anterior inhibe la asociacion
de las cohesinas con las cromatides. La localizacion celular de WAPAL es en el
aparato de Golgi, puentes intercelulares, y el citoesqueleto del microtubulo. Las
patologias asociadas con la deficiencia de esta proteina son el Sindrome de
Cornelia De Lange, y el Sindrome focomélico de Roberts. La cohesién de las
cromatides asegura que los cromosomas se dividan de manera precisa tanto en

mitosis como en meiosis.

HMGN2 (High Mobility Group Nucleosome Binding Domain) es una proteina
cromosémica no histona de unién al ADN, y esta asociada con la cromatina

transcripcionalmente activada. Mantiene una configuracion de cromatina abierta,

52



también tiene actividad antimicrobiana. Hasta el momento no tenemos conocimiento

de su papel en el desarrollo de la receptividad del epitelio endometrial humano.

GABRG1 (Gamma aminobutyric acid receptor GAMMA-1). El receptor tipo A del
Acido Gamma Aminobutirico (GABA) (Subunidad Gamma-1, de una proteina
pentamérica) es otra proteina regulada a la baja por miR-20a, la proteina codificante
pertenece a la familia de canales i6nicos, es una proteina integral de membrana y
juega un papel importante inhibiendo la neurotransmisién uniéndose al receptor
benzodiazepina y abriendo un canal de cloro integrado a la membrana, las vias
biolégicas relacionadas son la sefializacion por AKT y la via de NF-Kappa-Beta, se

desconoce una funcion especifica de esta proteina en el endometrio humano.

Blancos moleculares y funcion bioldgica: mir-92a-1-3p

CXCL-9 (Chemokine C-X-C motif, ligand 9) esta quimiocina es miembro de la familia
conocida como monokina inducida por interferon (MIG), que promueven la
guimiotaxis y diferenciacion celular, y multiplicacion de leucocitos, ocasiona su
extravasacion tisular. Estas funciones se verian comprometidas al disminuir sus
concentraciones en respuesta al incremento de miR-92a-1; probablemente esto
favorece la accion de otras quimiocinas atractoras de células u-NK, accion
relacionada con la actividad ejercida por miR-20a en cuanto a la regulacion de CCL4,
estas acciones sinérgicas de 2 miRNAs del cluster 17-92 podrian potenciar la
capacidad receptiva del epitelio endometrial en respuesta al miR-191-5p

embrionario.

SLC25A23 (solute carrier family 25 member 23) es un acarreador mitocondrial la
cual transporta aminoacidos, acidos carboxilicos, acidos grasos, cofactores, iones
inorganicos, y nucleodtidos a través de la membrana mitocondrial interna, evitando
la pérdida significativa de protones. Dichas moléculas son el sustrato para diversos
procesos celulares como la fosforilacion oxidativa de azlcares y grasas,
catabolismo de aminoacidos, produccién de calor y la sintesis del grupo hemo.
SLC25 es una familia de proteinas con 53 miembros, (Solute Carrier Family) que

presenta alta expresion en células germinales.
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ATN1 (Atrofina-1) es un correpresor de la transcripcién, la cual recluta a NR2E1
para reprimir la transcripcion. Promueve la migracion y orientacion celular de células
vasculares lisas (VSMC) y es un correpresor de la actividad transcripcional de MG8.
Posee actividad intrinseca de represion, la cual es independiente del nimero de
repeticiones poli-GIn (o repeticiones poli-Q). PRKAB2 (Proteina cinasa activada por
AMP, subunidad no catalitica 2) es activada por 5-AMP beta-2, es una enzima
codificada en el cromosoma 1 (1g21.1) aunque se conoce su expresion en células
germinales y utero humano, se desconoce alguna funcion especifica en el
endometrio humano, mas alla de sus acciones generales en el metabolismo celular.
LMNLN (Leishmanolysis-like) metallopeptidase M8 Family) codifica una proteina
metalopeptidasa de Zinc, esta involucrada en la migracion e invasividad celular,
existe evidencia en Drosophila de su papel en la progresion de la mitosis. Se han
descrito algunas variantes alternativas, pero no tenemos conocimiento de alguna

funcidn especifica en el epitelio endometrial.

PRKAB?2 (protein kinase AMP-activated non catalytic subunit beta 2) es una
proteina involucrada en vias de activacion de enzimas mediante fosforilacion,
sefalizacion de adoipocitocinas, sefalizacion mediada por AMPK, respuestas
celulares al estrés y ritmos circadianos. |A PROTEINA CINASA ACTIVADA POR
AMP, es un heterotrimero consistene de una subunidad alfa catalitica y dos
subunidades no cataliticas, (Betay Gamma). Ampk ES UNA IMPORTANTE enxima
sensible a la energiiia, que monitorea el estatus energfietico celular. En respuesta
al estriies metabolico intracelular, se activa el AMPK, fosforilando y por lo tanto
inactivando a la carboxilasa de acetil Coenzima A, (ACC) y a la beta-hidroxi-metil-
glutarina Coenzima A reductasa (HMGCR), enzimas clave involucradas en la
regulacion de la sintesis de novo de los acidos grasos y el colesterol. Esta
subunidad beta 2podria ser un regulador positivo de la actividad de AMPK.
Demuestra una elevada expresion en el musculo esquelético. En el contexto de la
receptividad endometrial, se han descrito el importante papel del transporte feto
materno de colesterol, ya que el embrion temprano carece de la maquinaria

necesaria para su sintesis, y depende completamente de la sintesis materna.
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MiRNAS CON DISMINUCION DE EXPRESION: miR-19a-5p, miR-139a-5p
Blancos moleculares y su funcion biolégica: mir-19a-5p

KCNJ6 (canal rectificador de potasio) es una proteina activada por proteinas G, su
mutacion se asocia con el sindrome de Keppen-Lubinsky que ocasiona fallo en el
crecimiento post natal, facies peculiar de aspecto envejecido (progeroide)
lipodistrofia, microcefalia. Su funciébn molecular es modular las concentraciones de
potasio intracelular, tiene una actividad de puente de voltaje ionico. Se localiza como
componente integral de la membrana en el aparato de Golgi. KCNJ6 esta
involucrado en transporte ionico, al igual que la proteina GABRG-1, descrita
previamente dentro de los blancos moleculares de miR-20a-3p, que regula canales
de cloro. De esta forma encontramos una modulacion por 2 diferentes miRNAs del
cluster 17-92, de canales iénicos, uno es regulado a la baja por miR-20a
(disminucion del transporte de cloro) y el otro es regulado ala alta por miR-92,

(canales de potasio).

SMCCO03 (Structural maintenance of Chromosomes) son proteinas diméricas
presentes en todos los organismos eucariontes que se encargan de mantener la
estructura condensada de los cromosomas, para lo cual necesitan ATP, existen 3
tipos de proteinas SMC: las cohesinas, las condensinas y los miembros del
complejo SMC5/6. La disminucion del miR-19a, favorece el incremento de este tipo
de proteinas fundamentales para el mantenimiento estructural de la cromatina en
procesos de altos requerimientos energéticos como la implantacién embrionaria y

la gestacion temprana.

HOXA®G (Caja Homedtica 6) es una proteina con actividad de factor de transcripcion,
se une al DNA, funciona como RNA polimerasa Il no especifica, y polimerasa Il cis-
reguladora. Se localiza en el nucleo celular y regula procesos biolégicos tales como
la morfogénesis embrionaria del sistema esquelético, desarrollo de organismos

multicelulares regulando la transcripcion.
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TBC1 es un dominio evolutivamente conservado, se encuentra en las proteinas
Tre2, Bub 2 y Cdc16, de ahi su nombre (TBC).

Blancos moleculares y su funcion biolégica: mir-139a-5p

CDR1 (complementary-determining region 1) codifica una proteina CDR1, un ARN
antisentido, es un gen representativo de los RNAs transcritos en antisentido a CDR1
(Cerebellar Degeneration- Related protein 1, 34 KDa). Algunos de estos RNA
antisentido pueden ser circulares y presentan capacidad de unién o absorcién de
mMiRNAs como esponjas, impidiéndoles interactuar con los mRNA blanco.

C2C4D (C2 Calcium Dependent Domain Containing 4D) es una proteina con la
funcién molecular de union a fosfolipidos, dependiente de calcio. También presenta
unién a clatrina, iones de calcio y sintaxina (solo se expresa en células neoplasicas).
Se ubica en la membrana plasmatica, y el espacio presinaptico. Participa en el
transporte de vesiculas medidada por Calcio. Se fusiona con vesiculas para regular

la exocitosis de neurotransmisores mediante Calcio.

BLOCL1S6 (Biogenesis of lisosomal organelles Complex Subunit 6) participa en el
trafico intracelular de vesiculas, interactia con Syntaxina 13, que regula la fusion
intracelular de membranas. La mutacion en BLOC ocasiona sintomas asociados al
Sindrome Hermansky-Pudiak-9, existen multiples transcritos obtenidos mediante
splicin alternativo. Las vias metabdlicas relacionadas son la emision de vesiculas

en el sistema trans-Golgi, y el transporte de moléculas mediado por vesiculas.

ANXAZ2R (Receptor 2 de Anexina). Las anexinas son un grupo de proteinas que
modulan la actividad de la fosfolipasaA2, son proteinas que se activan con el Ca2++,
actian como puentes de unién entre membranas que se fusionan. (Md Alauddin,
Madhuris S., Salker and Florian Lang. Annexin A7 regulates endometrial receptivity).
El silenciamiento de esta proteina disminuye significativamente la expression de
PRL e IGFBP1, considerados marcadores canodnicos de decidualizacion. Ademas
regula la actividad enzimatica de COX2 para la generacion de prostaglandinas, en
particular PGE2. Las prostaglandinas son potentes reguladores de la receptividad
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endometrial. Esta proteina se expresa en el tejido endometrial mostrando
modificaciones significativas con la decidualizacién de las células del estroma
endometrial (HESC’s).

FNK3K (Ketosamine 3-kinase) Esta cinasa esta involucrada en la deglicacion de
proteinas al mediar la fosforilacion de ribuloselina y psicoselisina en las proteinas
glicadas para generar los metabolitos fosforilados y por tanto inactivar la funcion de
estas proteinas glicadas, ya que se forman compuestos inestables de rapida
degradacion.

10.0 CONCLUSIONES

En el presente trabajo demostramos que el miR-191-5p induce en las células
endometriales la expresion de cinco miRNA asociados a blancos moleculares
involucrados en la receptividad endometrial en Homo sapiens. Los 5 miRNA
descritos en el presente estudio regulan procesos bioldgicos criticos tales como el

desarrollo embrionario, el ciclo celular y la proliferacion celular. Recientemente, se
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ha demostrado que estos miRNAs pueden inhibir la expresion de numerosas
proteinas involucradas en el desarrollo tumoral, y poseen funciones cruciales
durante la organogénesis, asi como en la iniciaciéon y el desarrollo de enfermedades
humanas, incluido el cancer. El presente estudio provee informacion con relacion a
moléculas que no se han estudiado en la ventana de implantacion y que pudieran

explicar posibles desenlaces adversos en los procesos de fertilizacion asistida.
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