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Tapa

Células madre amnidticas epiteliales humanas durante su diferenciacion hepatica. Células
amnidticas epiteliales (hAEC) fueron incubadas durante (a) 1 dia en medio confrol, (b) 1 dia
en medio de diferenciacién hepdtica, (c) més de 20 dias en medio control y (d) mas de 20
dias en medio de diferenciacion hepdtica. Se muestran imagenes representativas adquiridas
en microscopio inverfido de campo claro durante 30 dias de diferenciacién. (n = 5). Aumen-
to 10X. Escala: 30 pm.
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El tratamiento in vivo con péptido intestinal vasoactivo mejoro
los parametros asociados a las complicaciones gestacionales

en un modelo murino

Vasoactive intestinal peptide treatment improves endpoints
associated with gestational failures in murine model

Lucila Gallino, Guillermina Calo, Daniel Paparini, Daiana Vota, Maria Soledad Gori, Claudia Pérez Leirds,

Rosanna Ramhorst y Vanesa Hauk

Laboratorio de Inmunofarmacologia, Departamento de Quimica Biolégica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
IQUIBICEN-CONICET, Universidad de Buenos Aires, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina

Contacto de la autora: Lucila Gallino
E-mail: vchauk@gb.fecen.uba.ar

Correspondencia: Int. Giiraldes 2160, Ciudad Universitaria, Pab. 2, QB59, (1428) CABA, Argentina

Recibido: 31/7/2018

Resumen

Las complicaciones gestacionales que afectan la placenta-
cion, como la restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU) y la
preeclampsia, representan un problema de salud puablica mun-
dial, ya que son condiciones que contribuyen, en gran medida,
a la morbimortalidad materna y neonatal.

Teniendo en cuenta el efecto inmunosupresor y antiinfla-
matorio del péptido intestinal vasoactivo (VIP), el objetivo del
trabajo fue evaluar el papel de este dltimo como tratamiento
para mejorar los parametros gestacionales asociados a ambos
trastornos. Para ello, utilizamos como modelo la cruza patologi-
ca CBA/J] x DBA/2 con alto indice de resorcion embrionaria. Al
dia 6,5 de gestacion (posimplantacion), realizamos una inyec-
cion con VIP intraperitoneal y estudiamos diversos parametros,
como el peso fetal y la expresion de marcadores especificos de
placentacion. Observamos que el tratamiento con VIP induce en
forma autocrina VIP y su receptor VPAC2, y disminuye la expre-
sion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de la
endoglina soluble (sENG), marcadores asociados a la disfuncion
placentaria, lo que se refleja en un aumento en el peso de los
fetos. Asi, a través de la investigacion bdsica, esperamos realizar
un aporte al conocimiento de los mecanismos involucrados en
la implantacién que condicionan la placentacion y a la identi-
ficacion de potenciales biomarcadores o blancos terapéuticos.

Palabras clave: implantacion, mediadores antiinflamato-
rios, desarrollo placentario y fetal.
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Conlflicto de interés: los autores declaran no tener conflicto de interés.

Abstract

Gestational complications that affect placentation, such as
intrauterine growth restriction (IUGR) and preeclampsia (PE),
are a global public health problem since they are conditions
that greatly contribute to maternal and neonatal morbidity
and mortality. Considering the immunosuppressive and anti-
inflammatory effect of vasoactive intestinal peptide (VIP), the
aim of this work was to evaluate its role as a treatment to
improve gestational parameters associated with pathologies
such as PE and IUGR. We used the CBA / J x DBA / 2 matings
that normally present a high embryo resorption index as a
murine model of the pathological pregnancy. We treated preg-
nant mice with VIP intraperitoneally at day 6.5 of gestation
(postimplantation) and studied different parameters such as
fetal weight and the expression of specific markers of placen-
tation. We observed that treatment with VIP induces autocrine
VIP expression and its receptor VPAC2; decreases the expres-
sion of VEGF and sENG, markers associated with placental
dysfunction, and results in an increase of the weights of the
fetuses. We expect, through basic research, to contribute to
the knowledge of mechanisms involved in implantation that
will condition the placentation and identification of potential
biomarkers or therapeutic targets.

Key words: implantation, antiinflammatory mediators,
placental and fetal development.
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INTRODUCCION

Las complicaciones gestacionales asociadas a
la insuficiencia placentaria y a defectos en la re-
modelacién vascular, como la preeclampsia y la
restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU),
se asocian a altas tasas de morbimortalidad ma-
terna y neonatal'?.

No se cuenta, hasta el momento, con ningu-
na medida terapéutica eficaz para el tratamiento

de la RCIU. En la practica clinica, se realizan
controles mas frecuentes del embarazo, estudios
biométricos del crecimiento fetal, volumen del
liquido amniético y ecografia Doppler para de-
tectar el aumento de la resistencia en el flujo de
las arterias uterinas por la posible indicacién de
adelantamiento del parto.

En el caso de la preeclampsia, no se dispo-
ne de pruebas clinicas que permitan realizar un
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diagnostico precoz. Se informé que diversos bio-
marcadores que se miden en el plasma materno
podrian tener valor predictivo, como el factor
de crecimiento placentario (PLGF), el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la en-
doglina soluble (SENG)*>.

Teniendo en cuenta las diferencias con la
gestacion humana, se han intentado modelar
algunos signos de estas complicaciones para
comprender los mecanismos etiopatogénicos e
identificar posibles biomarcadores o blancos te-
rapéuticos. Entre los modelos en ratén mas estu-
diados, se destaca la cruza CBA/J x DBA/2 como
modelo de RCIU y de preeclampsia®’.

Las evidencias indican que este modelo mu-
rino presenta una falla inmunolégica asociada
al rechazo de la unidad fetoplacentaria, lo que
genera una respuesta proinflamatoria exacer-
bada®®. En este modelo, las terapias utilizadas
hasta el momento estan relacionadas con contra-
rrestar esa respuesta, por ejemplo, mediante la
inmunizacion previa de las hembras CBA/J con
esplenocitos provenientes de ratones Balb/c', la
inyecciéon con GM-CSF'! o el tratamiento con el
péptido intestinal vasoactivo (VIP)!?  entre otras.

El VIP es un péptido pleiotréopico produci-
do por neuronas en distintas areas del sistema
nervioso central y el periférico por células en-
docrinas como los lactotrofos de la hipéfisis y el
pancreas y por células del sistema inmunitario.
Cumple diversas funciones, como ser embrio-
trofico® o mediar funciones antiinflamatorias e
inmunorreguladoras!®. Particularmente en la in-
terfase maternoplacentaria, el VIP es sintetizado
por células trofoblasticas humanas'>'* y modu-
la su funcién por mecanismos autocrinos. Mas
aun, distintas evidencias indican su contribucion
como inmunomodulador local en la gestacion
temprana, al producir un microambiente anti-
inflamatorio favorable para la placentacion y el
crecimiento fetal en modelos murinos y en seres
humanos'*".

En los estudios previos hemos demostrado
que, en los modelos murinos con complicacio-
nes en la gestacién, el tratamiento in vivo con
VIP posimplantacién embrionaria restablece los
parametros tempranos asociados a la formacién
de la interfase maternofetal'>!82°,

Particularmente, evidenciamos que el trata-
miento in vivo con VIP al dia 6,5 de gestacion
induce un incremento en el ndimero de sitios
viables al dia 8,5, asociado con un microambien-

te inmunosupresor'?. Por lo tanto, durante el pe-
riodo posterior a la implantacion, actia como un
factor inmunorregulador en la generacion de la
interfase maternoplacentaria y favorece el man-
tenimiento de la homeostasis tisular.

Dadas las funciones antiinflamatorias y embrio-
troficas del VIP, nos preguntamos si el tratamiento
in vivo con ese péptido luego de la implantacién
embrionaria podria, en la cruza patolégica CBA/J
x DBA/2, mejorar los parametros gestacionales
asociados a la disfuncion placentaria, caracteristi-
cos de la preeclampsia y de la RCIU.

MATERIALES Y METODOS
Animales utilizados

Se utilizaron ratones machos de la cepa DBA/2
de 10-12 semanas y hembras virgenes de la cepa
CBA/J de 8-10 semanas. Los animales, obtenidos
del Bioterio de la Comisién Nacional de Energia
Atomica (CNEA), fueron mantenidos con ciclos
de luz y oscuridad (12:12) y temperatura cons-
tantes, en el Bioterio Central de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad
de Buenos Aires hasta la realizaciéon de los ex-
perimentos. Todos los ensayos se realizaron de
acuerdo con los protocolos estandares estableci-
dos por el Comité de Etica y Cuidado Animal de
esa Facultad.

Las hembras CBA/J se colocaron en apareo en
una relaciéon 2:1 con los machos DBA/2 y la c6-
pula se constaté por observacién del tapén mu-
coso vaginal. A partir de la observacion del tapén
(considerado dia 0,5), se separaron las hembras
y se las mantuvo con agua y alimento ad libitum
hasta el dia de prenez indicado.

Tratamiento in vivo con VIP

Las hembras CBA/J cruzadas con machos DBA/2
fueron tratadas in vivo con VIP (5 nmoles/ratén) o
solucion fisiologica (SF, vehiculo) por inyeccién in-
traperitoneal al dia 6,5 de prefiez, posimplantacion
embrionaria. Al dia 13,5 o 15,5 se las sacrificoé por
dislocacion cervical y se estudiaron las placentas y
los embriones (Figura 1).

Peso de los embriones

Los ratones tratados con SF o VIP (n = 8 por
grupo) se sacrificaron a los dias 13,5 o 15,5,y se
accedi6 a los cuernos uterinos a través de una
incision en la cavidad abdominal. Se aisl6 cada
embrion individualmente removiendo la cavidad
amniética y se lo pes6 con una balanza analitica.

@ Gallino Ly cols. El tratamiento in vivo con péptido infestinal vasoactivo mejord los parémetros asociados a las complicaciones %estodono\es

en un modelo murino / Trabajo original



Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologfa Ginecoldgica y Reproductiva Vol. XXV N° 2 Diciembre de 2018: 41-46 ISSN 1515-8845 (impresa) ISSN 2469-0252 (en linea)

Generacion de la interfase

Dias muw«iu
T T [ T T 111

0I,5 1525 35 45 55 65 75 85 95105 III,S 125135 145 155 165 175 185 19,5 2(‘,5

Fin de la Parto
placentacion l ,l,

Tapon Implantacion

vaginal
Inyeccion
SF o VIP

Sacrificio  Sacrificio

Figura 1: Esquema del disefio experimental en el modelo murino CBA/J x DBA/2.

Extraccion de RNA y qPCR

Las placentas asociadas a los embriones pesa-
dos se recuperaron y guardaron en Trizol® (Life
Technologies) a —20°C hasta su posterior utiliza-
cion. Para la extraccion de RNA total se siguie-
ron las recomendaciones del fabricante. E1 RNA
se cuantificé utilizando el sistema NanoDrop®
(ThermoScientific). Para la determinacion de la
expresion de mensajeros por PCR en tiempo real
(qPCR) se utiliz6 la mezcla FastStart SYBR Green
MasterMix (Roche) y los cebadores correspon-
dientes de la Tabla 1 (0,25 pM). Las reacciones
se realizaron mediante el sistema de deteccién
MyIQTM2 Real-Time PCR (Bio-Rad). Los datos
se analizaron con el programa IQTMS5 v2.1 (Bio-
Rad) utilizando el método comparativo de Ct y
GAPDH o S29 como control interno. Los resulta-
dos se expresaron como 2 4°,

Andlisis estadistico

Se empleo la evaluacion estadistica aplicando
la prueba de la ¢ de Student de dos colas para
poblaciones independientes. Cuando se requirie-
ron multiples comparaciones, se utiliz6 la prueba
de ANOVA con contrastes de Newman-Keuls con
el software GraphPadPrism. Los datos se expre-
saron como los valores medios * error estandar
(ES). Se consideraron significativas las diferencias
entre las medias cuando p < 0,05.

Gen Secuencia F Secuencia R

VIP TICACCAGCGATTACAGCAG TCACAGCCATTTIGCTTTCTG

$29 GGAGTCACCCACGGAAGTTCGG GGAAGCACTGGCGGCACATG
VPAC2 | GTGAAGACCGGCTACACCAT GTGAAGACCGGCTACACCAT
VEGF | GATGTGGGGAAGGAGITIGG GATGTGGGGAAGGAGTTTIGG

GGAGACGACAAAGGCA-
GAAAG

sENG | GCCCTGACCTGTCTGGTAAAG | GGGTGGAGGCTTGGGATAC

PLGF | GGAGACGACAAAGGCAGAAAG

Tabla 1: Secuencias de los cebadores.

RESULTADOS

El tratamiento con VIP induce un
incremento en la expresion del sistema
VIP/VPAC

Teniendo en cuenta la importancia del sis-
tema VIP/VPAC para la homeostasis durante la
gestacion, evaluamos si el tratamiento in vivo
con VIP posimplantacion modulaba los niveles
de expresion del sistema VIP/VPAC en etapas
mas tardias de la prefiez. Para ello, al dia 15,5
de gestacion estudiamos en las placentas los ni-
veles de expresion del mensajero de VIP y de su
receptor inducible VPAC2 luego del tratamiento
con VIP.

Mediante RT-qPCR evidenciamos que el tra-
tamiento con VIP al dia 6,5 de gestacion indujo
un aumento significativo del sistema tanto de
VIP como de su receptor VPAC2 en la placenta
en comparacion con las hembras tratadas con el
vehiculo (SF) (Figura 2).

El tratamiento con VIP modula los
parametros de disfuncién placentaria

Dado que la preeclampsia es un sindrome
evidenciado en el tercer trimestre de gestacion,
pero cuyas causas se remontan al proceso de
placentacion en etapas mucho mas tempranas®!,
nos propusimos investigar como el tratamiento
in vivo con VIP en el periodo posimplantacio-
nal modula la expresién de sENG, VEGF y PLGF
asociados a la disfuncién placentaria.

Observamos que el tratamiento in vivo con
VIP disminuy6 significativamente los niveles de
expresion de sENG y VEGF en las placentas, sin
observar diferencias en la expresiéon de PLGF
(Figura 3), lo que parece indicar que el trata-
miento temprano con VIP mejora la disfuncion
placentaria en tiempos mas tardios.
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Figura 2: El frafamiento con VIP indujo un incremento en la expresion del sistema VIP/VPAC2. Hembras CBA/ fueron cruzadas con
machos DBA/2. Al dia 6,5 de gesfacion fueron inyectadas con vehiculo [SF) o con VIP. Al dia 15,5 de gestacién se aislaron las placen-
tas y se determiné la expresién del VIP y del receptor VPAC2 por RT-gPCR, como se detalla en Materiales y métodos. Los resuliados se
expresaron como 274 x 100. Como confrol interno se ufilizaron tanto $29 (izquierda) como GAPDH (derechal) (*p < 0,05).
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Figura 3: El tratamiento con VIP modul6 la expresion de los marcadores asociados a la disfuncién placentaria. Hembras CBA/J fueron cru-
zadas con machos DBA/2 y al dia 6,5 de gesfacion fueron inyeciadas con vehiculo (SF) o con VIP. Al dia 15,5 de gestacién se aislaron las
placentas y se determind la expresion de PLGF, VEGF y sENG mediante RFGPCR. Los resultados se expresaron como 22 x 100. Como confrol
inferno se utilizaron tanto $29 (izquierda) como GAPDH (derecha) (*p < 0,05).
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El tratamiento in vivo con VIP induce un
aumento en el peso de los embriones

Los estudios previos demostraron que el VIP
de origen materno estimula la diferenciacion
neuronal y contribuye a la ganancia de peso
en embriones de ratén estimulados in vitro con
el péptido**?. Teniendo en cuenta que el trata-
miento in vivo con VIP mejora la expresion de
los marcadores asociados a la placentacion, es-
tudiamos si, ademas, mejora el peso de los fetos.

Al comparar los embriones de las hembras
CBA/J tratadas con VIP o con SF, observamos
que tanto al dia 13,5 como al dia 15,5 hubo un
aumento significativo en el peso de los embrio-
nes cuando la madre fue inyectada al dia 6,5 con
VIP (Figura 4).
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Figura 4: El tratamiento in vivo con VIP al dia 6,5 de gestacién
indujo un incremento en el peso de los embriones a los dias 13,5y
15,5. Hembras CBA/J al dia 6,5 de gestacién fueron inyectadas
con vehiculo (SF) o con VIP y se evaluaron los pesos los dias 13,5
(Aly 15,5 (B).

DISCUSION

Las complicaciones gestacionales asociadas a
la insuficiencia placentaria, como la preeclamp-
sia o la restriccion del crecimiento fetal, se aso-
cian a altas tasas de morbimortalidad materna y
neonatal.

El objetivo de este trabajo fue aportar infor-
macion sobre el papel del VIP como tratamiento
en las complicaciones gestacionales asociadas
a la disfuncion placentaria en un modelo muri-
no de gestaciéon patolégica que presenta carac-
teristicas de preeclampsia y RCIU, como es la
cruza CBA/J x DBA/2. Para ello, realizamos un
tratamiento con VIP en el momento de la posim-
plantacion embrionaria (dia 6,5) y evaluamos
los parametros asociados a la placentacion y el
aumento del peso fetal en etapas mas tardias de
la gestacion, cuando concluy6 la placentacion
(dias 13,5 y 15,5).

Los resultados aqui presentados demuestran
que el tratamiento in vivo con VIP favorece la
homeostasis tisular durante la gestacién y con-
tribuye al crecimiento fetal. Estas conclusiones
estin basadas en que el tratamiento in vivo con
VIP al dia 6,5 de gestacion indujo un incremento
en la expresion del sistema VIP/VPAC2 en las
placentas al dia 15,5. Por otro lado, disminuy6 la
expresion de dos marcadores de la placentacion,
sENG y VEGF, asociados a complicaciones gesta-
cionales, y aumento el peso fetal.

Las evidencias recientes indican que, en los ra-
tones, la sobreexpresion de VEGF durante la ges-
tacion induce defectos vasculares en la placenta.
Estas hembras, ademas, presentan hipertension,
proteinuria y endoteliosis glomerular, sintomas
propios de la patologia de la preeclampsia®. Por
otro lado, en las ratas, la administracion de sENG
en las hembras prefiadas tratadas junto con sFLT1
induce restriccion del crecimiento intrauterino®.
Asi, un aumento en la expresion local de VEGF
y sENG en modelos murinos estaria potencial-
mente asociado al desarrollo de complicaciones
gestacionales. La disminucién en la expresion de
VEGF y sENG en la placenta de las hembras tra-
tadas con VIP podria favorecer el desarrollo de
la gestacion y evitar los efectos perjudiciales de
ambos factores.

Ademas, el tratamiento con VIP contribuye a
la ganancia de peso de los embriones. Estas ob-
servaciones son consecuentes con los estudios
in vitro que demuestran que la estimulaciéon con
VIP contribuye a la ganancia de peso en los em-
briones de raton?:. Estos resultados sugieren que
el tratamiento con VIP es eficaz para mejorar los
parametros asociados a la RCIU en este modelo
murino.

El hecho de que el tratamiento temprano al
dia 6,5 pueda mejorar los parametros estudiados
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cercanos al finalizar la prefiez, como es el peso
fetal, indica que el pulso con VIP activa una cas-
cada de senalizaciéon que tiene un efecto dura-
dero de su accionar, ya que estimula su propia
produccion y la de su receptor VPAC2. Ademas,
el tratamiento con VIP solo requirié una dosis
para evidenciar la mejora de diversos aspectos
de patologias reproductivas graves.

Asi, a través de la investigacion basica uti-
lizando modelos murinos con complicaciones
gestacionales, esperamos aportar al conocimien-
to de los mecanismos involucrados en la implan-
tacion que condicionaran la placentacién y a la
identificacion de potenciales biomarcadores o
blancos terapéuticos.
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Resumen

La endometriosis es una causa frecuente de infertilidad fe-
menina. Afecta la capacidad reproductiva desde lo anatémico, la
calidad ovocitaria y la implantacién embrionaria. Se asocia a ta-
sas elevadas de aborto espontineo y complicaciones obstétricas,
incluido el hemoperitoneo espontaneo. En esta actualizacion de
la literatura médica reciente, se destacan aspectos vinculados a
la deplecion de la reserva ovirica, la disrupcion de la foliculo-
génesis y la maduracion ovocitaria, la alteracion de la esteroido-
génesis, la falla de implantacién embrionaria, el desbalance de
la expresion de micro-RNA vy el estrés oxidativo. Se describen
los considerandos y las recomendaciones del Consenso mun-
dial para el manejo actual de la endometriosis sobre la cirugia
en la infertilidad por endometriosis, la reproduccion asistida,
los tratamientos médicos y las terapias alternativas. Se citan las
guias de las Sociedades de fertilidad, obstetricia y ginecologia
y se presenta un largo listado de publicaciones recientes. Final-
mente, se analiza la cuestion de la adenomiosis y el aumento
del riesgo gestacional de estas pacientes. Como cierre de esta
actualizacion, luego de expresar mi opinién personal sobre to-
dos los aspectos analizados, presento una propuesta propia de
algoritmo para el estudio y el tratamiento de la infertilidad aso-
ciada a la endometriosis.

Palabras clave: endometriosis, infertilidad, gestacion, alto
riesgo, endometrioma, fertilizacion in vitro.
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Abstract

Endometriosis is a frequent cause of female infertility.
It bandicaps ber reproductive aptitude alternating pelvic
anatomy, oocyte quality and embryo implantation. It
is associated to an increase incidence of spontaneous
abortion, obstetrical complications, including spontaneous
bhemoperitoneum. Inthis update of recent literature, I bighlight
issues related to the ovarian reserve depletion, follicular
development and oocyte maturation, steroid production
alteration, the embryo impantation faillure, microARNs
expression unbalance, and oxidative stress. I hereby describe
considerations and recommendations included in the World
Consensus for the Current Management of Endometriosis
about surgery for infertility, assisted reproduction, medical
treatments and alternative therapies. I present guidelines
proposed by Fertility and Ob/Gyn Societies, as well as an
extended list of recent publications. Finally, I discuss the
issue of adenomyosis and elevated gestational risks. To close
the present update, I express my opinion on the subject and
present my proposal: an algoritbm for the diagnosis and
treatment of these patients.

Key words: endometriosis, infertility, gestation, bigh risk,
endometrioma, in vitro fertilization.
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INTRODUCCION

Segun Brosens, et al'? la endometriosis co-
mienza, en las mujeres genéticamente aptas
para desarrollar la enfermedad, en el momen-
to del nacimiento. La hemorragia por privacion
hormonal que presenta el endometrio de la re-
cién nacida -en especial cuando el moco cer-
vical es espeso o el orificio cervical interno es
muy estrecho— posibilita el traslado de células
del estroma endometrial hacia la cavidad abdo-
minal. En ese momento se producen los prime-
ros implantes.

Si la nifa no tiene la aptitud para desarrollar
endometriosis, esos focos de tejido endometrial
seran reabsorbidos con rapidez por el sistema
leucocitario. Por el contrario, si genéticamente

esta condicionada para generar endometriosis,
los focos, inactivos durante la infancia por la ca-
rencia de hormonas sexuales ovaricas, quedaran
en estado latente y comenzaran a crecer luego
de la menarca.

Aun cuando no aceptemos la hipdtesis de
Brosens, lo cierto es que la endometriosis es una
enfermedad que comienza a manifestarse casi sin
excepcion después de la menarca. Sin embargo,
no todos los casos son iguales y los sintomas ca-
racteristicos, algomenorrea, dispareunia, dolor
pelviano cronico e infertilidad, se presentan de
manera diferente en las distintas portadoras de la
enfermedad. Recordemos que la infertilidad es el
segundo sintoma mas frecuente luego del dolor
en sus diversas presentaciones.
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FEl progreso suele ser lento, pero sostenido.
El cambio de un paradigma que caracteriz6 a la
raza humana a lo largo de millones de afos trajo
de la mano la endometriosis como una causa de
infertilidad femenina.

En pocos anos, quizas a partir de la década
de los noventa, las clases medias optaron por
retrasar la maternidad. Sea por causas sociales
(diferimiento del matrimonio o la convivencia),
de estudio o laborales (completar una carrera
universitaria o lograr una posiciéon econémica es-
table) o simple hedonismo (privilegiar las amista-
des en grupo y los viajes dentro y fuera del pais),
quienes durante siglos se embarazaban al final de
la adolescencia ahora lo hacen a la mitad de la
cuarta década de la vida.

Cabe, entonces, en este momento hacer un
comentario general acerca de como y por qué
la endometriosis afecta no solo la capacidad re-
productiva de la mujer que la padece cuando se
busca el embarazo, sino también durante el em-
barazo. La endometriosis no solo es causa de in-
fertilidad; el devenir obstétrico de las portadoras
de la enfermedad que se embarazan es complejo
(se deben considerar estos embarazos de “alto
riesgo” o, por lo menos, de “riesgo aumentado”,
cuestiones que analizaremos mas adelante).

En sintesis, podemos decir que esta enferme-
dad complica la fertilidad de diferentes maneras.
Surge de inmediato, al pensar en ella, el dano
anatémico que ocasiona: dafno ovarico (causado
por los endometriomas y agravado por las ma-
las cirugias, en especial cuando son reiteradas),
adherencias o dano tubario, bloqueos pelvianos,
alteracion estructural uterina (adenomiosis), etc.

Pero esto no es todo. Cuando los bidlogos en
los laboratorios de desarrollo embrionario deben
trabajar con ovocitos provenientes de una pacien-
te con endometriosis saben que, a pesar del buen
aspecto de estos, las tasas de fertilizacion seran
menores, asi como los especialistas en medicina
reproductiva saben que las tasas de implantacion
también lo seran. Mas atin, cuando se comparan
los ovocitos y los resultados reproductivos de es-
tos entre un ovario “sano” y otro portador de un
endometrioma, los resultados contrastan: siem-
pre son peores todos los aspectos reproductivos
de los ovocitos del lado afectado. ¢Es la genética
alterada la causa de la mala calidad ovocitaria??

La mala calidad ovocitaria repercute en la ca-
lidad embrionaria. El desarrollo de los embriones
de las pacientes a quienes se les indico fertili-

zacion in vitro (FIV) por endometriosis es mas
lento e irregular que el de, por ejemplo, las pa-
cientes con obstruccién tubaria. Utilizando el sis-
tema de time lapse, en el que se fotografia en
forma horaria el desarrollo embrionario antes de
la transferencia, Freis et al.* publicaron, en no-
viembre de 2017, un interesante trabajo en el que
se concluyé que los embriones de las pacientes
con endometriosis presentan una cinética relativa
alterada que sugiere una pobre calidad embrio-
naria vinculada a la mala calidad ovocitaria.

Antonio Pellicer y Carlos Simén, ya hace mu-
chos afos’, compararon tasas de implantacion y
embarazo entre receptoras de ovocitos en pro-
gramas de ovodonacion. Estas siempre fueron
menores en las pacientes con endometriosis. Es
decir, la implantacion esta afectada. Este efecto
negativo es especialmente notable en presencia
de una adenomiosis uterina®.

Los focos de endometriosis, sean peritonea-
les, profundos, ovaricos o uterinos, producen una
serie de sustancias inmunomoduladoras en can-
tidades aumentadas respecto de las mujeres sin
endometriosis, a la vez que sobreexpresan una
serie de genes deletéreos de la fertilidad a lo lar-
go de las distintas etapas del ciclo menstrual.

¢Todo esto es responsable de la mala calidad
de los ovocitos y la receptividad endometrial? Se
trata de una cuestion en apariencia controvertida:
los centros de fertilidad en donde asignan a la ci-
rugia laparoscépica igual estado terapéutico que
a la FIV claramente demuestran la conveniencia
de la reseccion de los focos de la enfermedad an-
tes de los procedimientos de reproduccion asis-
tida, porque se informan, como lo hizo Thomas
D'Hooghe’, altas tasas de embarazo espontaneo
luego de esta en los estadios minimo y leve, y
resultados de FIV similares a los obtenidos en las
pacientes con dafio tubario luego de la cirugia.
Por el contrario, quienes ignoran la laparoscopia
—hecho corriente en nuestro medio—- no ven di-
ferencias en las tasas de embarazo entre las pa-
cientes con otras causas de infertilidad y las de
endometriosis, concepto que no voy a discutir ni
para el cual voy a incluir citas bibliograficas por
no ser adecuada la bibliografia al respecto por su
baja calidad como evidencia médica.

Hipétesis que vinculan la endometriosis
a la infertilidad

Ramalho de Carvalho et al.® publicaron una
actualizacion similar a la presente en la que
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sugieren los siguientes mecanismos de accién,
mas alla de las alteraciones anatémicas antes
descriptas, que por su facil identificacién no son
objeto de discusion:

* Deplecion de la reserva ovarica.

* Disrupcion de la foliculogénesis y la madu-
racién ovocitaria.

* Alteracion de la esteroidogénesis.

* Falla de implantacion embrionaria.

* Desbalance de la expresién génica y de mi-
cro-RNA.

* Estrés oxidativo.

Sobre la deplecion de la reserva ovarica, citan
a Lemos et al.?, que refieren haber encontrado en
Brasil una disminucion de esta segun las deter-
minaciones de la hormona antimiilleriana (AMH).
Si bien ellos mismos no pudieron comprobar ese
efecto de la endometriosis, hallaron en un grupo
de pacientes un aumento general de los valores
de FSH en comparaciéon con una poblacién in-
fértil por factor masculino. Segan opinan, queda
abierta a discusion la controversia acerca del po-
sible dafno que, per se, puede causar la endome-
triosis en la funcién ovarica.

En trabajos de Hock et al.’® se propuso que
habria una disminuciéon progresiva del aparato
funcional ovarico segin la gravedad de la enfer-
medad. Por motivos que no se conocen, en los
ciclos de FIV las pacientes con endometriosis han
demostrado requerir estimulos mas prolongados,
a la vez que presentan menor desarrollo folicular,
asi como cambios en la cinética de las células de
la granulosa. Estas pacientes generarian ovocitos
de mala calidad y, debido a ello, de pobre calidad
embrionaria, y fases ldateas insuficientes. Sin em-
bargo, los criterios morfologicos empleados en la
actualidad para definir la calidad ovocitaria sugie-
ren niveles de maduracién ovocitaria que no se
corresponden con la realidad. Se han encontrado
mayores proporciones de ovocitos en telofase I
entre aquellos que morfolégicamente deberian
haber estado en metafase II.

La esteroidogénesis alterada, por un efecto
negativo sobre la produccién de progesterona a
partir de las células de la granulosa en la etapa
Iatea, fue sugerida “como consecuencia de los
cambios quimicos del liquido peritoneal” en las
mujeres con endometriosis, lo que afectaria la ca-
pacidad reproductiva de estas mujeres. Abreu et
al.! observaron una disminucioén de la actividad
de la aromatasa y una insuficiente produccion ba-

sal de estradiol en los cultivos in vitro de células
de la granulosa provenientes de pacientes con
endometriosis. Este concepto contrasta, de algu-
na manera, con el que dice que en los focos de
endometriosis hay conversion local en estrégenos
por un aumento focal de la aromatasa, defendido
por muchos autores. La controversia continua.

Los hipotéticos trastornos funcionales del
endometrio, ampliamente enunciados en la li-
teratura médica reciente, deben contribuir, se-
guramente, a disminuir las tasas de fecundidad
de estas mujeres, alterando la facilidad de la im-
plantacién embrionaria. La resistencia aumenta-
da a la progesterona —y su correlativa disfuncién
endometrial- relacionada con las mutaciones
génicas de los receptores para progesterona del
endometrio (donde se verifica una disminucién
de ambas isoformas, A y B), que sin duda con-
tribuye al fracaso de la implantacion, un circulo
que se retroalimenta, la mala respuesta de los
receptores a la progesterona y la desregulacién
epigenética (comprobada en experimentacién
animal) promueven la elevacién de los niveles
locales de estr6genos y una sobreexpresion de
las metaloproteinasas endometriales. Estos fen6-
menos facilitan, ademas, la progresion de la en-
fermedad. En este punto se destaca la propuesta
de Miller et al.'? acerca de como la ingestién de
alimentos contaminados por dioxinas alteran en
estas mujeres la glucosilacién durante la fase se-
cretoria endometrial y comprometen la implan-
tacion embrionaria.

Sabemos que no tiene endometriosis quien
quiere, sino quien genética y epigenéticamente
puede. Se ha verificado hace poco que los micro-
RNA pueden presentar una influencia putativa en
la génesis de las lesiones endometridsicas, contro-
lando el dano tisular (por hipoxia e inflamacién),
el crecimiento celular, la proliferaciéon y la muerte
celular, la remodelaciéon de la matriz extracelular
y la neoangiogénesis indispensable para el creci-
miento de estas. La funcion de los micro-RNA en
la regulacién génica postranscripcional, que deter-
mina que las funciones celulares sean normales o
anormales, es diferente en las pacientes infértiles
que presentan endometriosis que en aquellas con
otros diagnoésticos de infertilidad.

El estrés oxidativo se vincula a la endome-
triosis porque afecta la respuesta inmunitaria en
los sitios donde se presenta la enfermedad. Es
responsable del estado proinflamatorio del Ii-
quido peritoneal y contribuye a la progresion de
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la enfermedad. Las altas concentraciones de las
especies reactivas al oxigeno (ERO o ROS) pre-
sentes posiblemente induzcan la degeneracién
ovocitaria al causar dafio a los procesos meioti-
cos, asi como la fragmentaciéon embrionaria. En
un estudio prospectivo, Campos Petean et al.’?
demostraron que las pacientes con endometriosis
sometidas a FIV presentaban un aumento de la
peroxidacién lipidica en el liquido folicular, he-
cho vinculado a la mala calidad ovocitaria.

Es curioso que, pese a que la infertilidad aso-
ciada a la endometriosis es notoriamente un fe-
némeno social relacionado, en gran medida, con
el retraso voluntario de la maternidad en la mayo-
ria de los casos y que este paradigma implica una
decision personal (motivaciones emocionales con
repercusion en el aparato psiquico), poco se ha
dicho acerca de la personalidad de la paciente
con endometriosis y su posible rechazo (incons-
ciente) a la maternidad.

En el pasado, fui fundador de la Internatio-
nal Infertility Counseling Organization (I1CO)
dentro de la International Federation of Fertility
Societies (IFFS) y del Capitulo de Aspectos Psi-
cosociales de la Sociedad Argentina de Medicina
Reproductiva (SAMER) donde se discutieron una
y otra vez estos aspectos de la endometriosis sin
llegar a ninguna conclusién definitiva. Aprove-
cho esta actualizacion para traer a primer plano
una cuestion que mereceria, sin duda, un mayor
protagonismo.

Consenso mundial sobre el manejo
actual de la endometriosis

El Consenso, que tuvo su discusion presencial
durante el XI Congreso Mundial de Endometriosis
(WCE), auspiciado por la World Endometriosis So-
ciety (WES) en la Ciudad de Montpellier, Francia,
en 2011, reuni6 a 56 participantes que represen-
tamos a 34 Sociedades nacionales e internacio-
nales comprometidas con la endometriosis. Fue
el primer foro de investigacion y discusion sobre
esta enfermedad en el que la cuestion de la infer-
tilidad fue el centro principal de atencién'4.

Se me asigné la responsabilidad de escribir
el Capitulo sobre la utilidad de las técnicas de
reproduccién asistida en la paciente con endo-
metriosis (Assisted conception for infertility in
women with endometriosis).

Fuimos instruidos a utilizar en esta revision
solo aquella documentacion que tuviera alto gra-
do como evidencia médica, o a destacar el grado

de calidad de esta cuando no reunia esos requi-
sitos. Todo el material aportado por cada uno de
los integrantes del Consenso fue evaluado y cali-
ficado por todos aquellos que se ofrecieron para
hacerlo. Esto les da veracidad y confiabilidad a
las observaciones y recomendaciones.

Este Consenso tuvo un objetivo claro: iden-
tificar acciones validas para tratar los distintos
aspectos de la enfermedad, sin detenerse en los
mecanismos fisiopatolégicos de los signos y sin-
tomas vinculados a ella.

Cirugia en el tratamiento de la
infertilidad asociada a la endometriosis
A la cirugia por infertilidad se le asigné un
papel preponderante, recomendando seguir los
mismos principios identificados para un correc-
to tratamiento quirdrgico de la enfermedad, des-
tacandose especialmente que se trata de cirugias
complejas que solo pueden ser llevadas a cabo
por cirujanos laparoscopistas expertos, con am-
plio conocimiento de la enfermedad. La cirugia
convencional por laparotomia no se considera
porque no es una herramienta valida ni validada
para el correcto tratamiento de la endometriosis.
Es muy importante, segin el Consenso, eva-
luar previamente la reserva ovarica, ya que la
cirugia de la endometriosis esta vinculada a una
disminucion de esta. Se ha demostrado que la
presencia del endometrioma, mas alla del hi-
potético dafio causado por la cirugia, dafa el
ovario.” La densidad folicular estaba significati-
vamente disminuida en la cortical de los ovarios
afectados por un endometrioma en comparacién
con el ovario sano contralateral en la misma pa-
ciente. La presencia de fibrosis era destacable en
concomitancia con la pérdida del estroma espe-
cifico de la corteza. En los analisis multivariables
se encontré que la presencia del endometrioma
se asociaba siempre, y de manera estadistica-
mente significativa, a fibrosis y disminuciéon de
la densidad folicular. En el reciente XIII Con-
greso Mundial de Endometriosis, en Vancouver,
Canada, en el que participé como dnico repre-
sentante argentino, presencié un provocador
estudio prospectivo (ain no publicado por lo
que no hay datos para la bibliografia) acerca de
la progresiva disminucion de los valores de la
AMH a lo largo de 6 meses en un grupo de mu-
jeres con endometriomas a las que se les pospu-
so la cirugia. Es el endometrioma, y no la cirugia
en manos expertas, la principal causa de la dis-
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minucién ovarica asociada a esta localizacién de
la enfermedad. Otra cosa es la cirugia desprolija,
en manos inexpertas o la cirugia reiterada por
el fracaso de una cirugia previa sobre el mismo
ovario (persistencia de la enfermedad por ciru-
gia insuficiente, frecuentemente calificada como
“recurrencia”).

Sin embargo, en el Consenso se cit6 a Somi-
gliana et al.', quienes en una revision sistematica
encontraron evidencia de que la cirugia del en-
dometrioma se asociaba a una disminucién de la
AMH en 11 articulos incorporados al metanalisis.

Recientemente, se demostré que los niveles
de AMH solo disminuyen temporariamente luego
de una correcta cirugia y que los valores de esta
hormona a los 12 meses de la quistectomia, sea
unilateral o bilateral, se recuperan a los niveles
previos.'”

El impacto del dolor en la calidad de vida de
la paciente, segin el Consenso, debe primar a la
hora de tomar la decisién de intervenirla quirar-
gicamente; esto es, se debe considerar a la pa-
ciente en su totalidad y no solo desde el aspecto
reproductivo, algo frecuente en nuestro medio.
La cirugia correcta y oportuna aumenta las po-
sibilidades de un embarazo espontaneo o de un
embarazo mediante técnicas de reproduccién
asistida y, ademas, alivia el dolor.

El Consenso demuestra claramente que en los
estadios minimo y leve de la enfermedad, la ci-
rugia mejora la fertilidad y que si bien no hay
evidencia de calidad que demuestre que la es-
cision de las lesiones sea mejor que la ablacion,
se recomienda disecar, resecar y extirpar toda la
enfermedad posible.

Quienes abogamos por la escision hemos po-
dido comprobar coémo muchos focos, en aparien-
cia superficiales, suelen infiltrar profundamente
el tejido subperitoneal. En esos casos, la destruc-
cién térmica (mala costumbre habitual en nuestro
medio) deja enfermedad activa en profundidad.

Ninguna evidencia ha podido demostrar que
la cirugia por si misma mejore la fertilidad en
los estadios mas avanzados, si bien todos los
que operamos habitualmente a estas pacientes
hemos visto ocurrir embarazos imposibles des-
pués de cirugias radicales. La condicién en la
que quedan los ovarios y las trompas luego de la
cirugia es determinante a la hora de pronosticar
el devenir reproductivo de esas pacientes. No
hace falta reiterar (pero lo hago) la necesidad
imperiosa de que este tipo de cirugias sea reali-

zado exclusivamente por expertos habituados a
tratar la endometriosis.

Si bien no esta especificamente detallado en
el Consenso, a todos los que tratamos en forma
integral a la paciente con infertilidad asociada a
la endometriosis nos consta que cuando hemos
podido resecar toda la enfermedad posible mejo-
ran los resultados de los procedimientos de FIV
que les realizamos a estas pacientes.

En el caso de los endometriomas, se reco-
mienda la quistectomia en todos aquellos que
superen los 4 cm de diametro. En otras discu-
siones, en otros foros, no hay consenso acerca
del tamafio que debe indicar una cirugia: 3 cm,
4 cm o 5 cm. Quienes operamos sabemos que
cuanto mas antiguo sea el quiste, mas dificil sera
su remocién y mayor dafio haremos al aparato
folicular circundante (el plano de diseccién se
hace mas complejo y la fibrosis periquistica, mas
intensa).

En lo personal, considero que 3 cm es un
tamafio mas que suficiente para proceder a la
inmediata cirugia, ya que no solo se tiene en con-
sideracion lo evaluado acerca de la calidad ovoci-
taria, la densidad folicular y la maduracion, sino
que sabemos por experiencia cOmo estos quistes
entorpecen y dificultan la puncién aspirativa fo-
licular cuando se realizan los procedimientos de
FIV. Punzar accidentalmente un endometrioma
durante esos actos obliga a descartar esa aguja
y continuar la puncién con una aguja nueva a
fin de no contaminar los ovocitos “limpios”, entre
otras cuestiones negativas.

En el Consenso se destaca el cuidado que se
debe tener al realizar la hemostasia del lecho de
quistectomia luego de esta. Electrocoagular en
exceso, sin duda, va a provocar fibrosis y dano
térmico en el hilio ovarico y, de esa manera, posi-
blemente afectar la reserva ovarica. En muchos ca-
sos es mejor la sutura a fin de preservar el ovario.

A contramano de lo antedicho, se recomien-
da analizar con la paciente joven la conveniencia
de criopreservar ovocitos antes de la cirugia, si
bien es importante destacar que solo se trata de
una opinién no documentada del responsable
del Capitulo.

Por mi parte, sugiero la cirugia cuidadosa pre-
via y valorar la conveniencia y la necesidad de la
criopreservacioén ovocitaria luego de aquella de-
bido a la mejor calidad de ovocitos disponibles
en esa instancia, por la baja de todas las sustan-
cias presentes en la endometriosis no tratada.
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Con respecto a la endometriosis profunda
infiltrante (nédulos en el tabique rectovaginal,
compromiso ureteral, infiltracion vesical, etc.), el
Consenso concluye que no hay evidencia de la
conveniencia de operar a estas pacientes a fin de
mejorar la fertilidad, si bien algunos estudios ob-
servacionales (de restringido valor como eviden-
cia médica) sugieren una mejoria de la capacidad
reproductiva luego de una cirugia correcta. Todas
las técnicas (shaving, reseccion discal o segmen-
taria) parecerian tener igual resultado desde la
optica de la fertilidad, pero no hay estudios pros-
pectivos que asi lo aseguren.

En el Consenso se deja bien especificado que
este tipo de cirugias debe considerarse una se-
gunda linea de tratamiento luego del fracaso de
una FIV, cuando esta no sea posible o cuando la
sintomatologia dolorosa sea muy severa.

En lo personal adapto mi criterio a cada caso
en particular. Algunas pacientes mejoran, hacien-
do mas sencilla la cirugia, luego del embarazo y
la lactancia, pero también se describi6 el sangra-
do o la peritonitis como complicaciones (poco
frecuentes, pero existentes) durante la gestacion
en pacientes con enfermedad rectovaginal no tra-
tada. Las lesiones a mas de 8 cm del margen anal,
que pueden resecarse por via laparoscopica sin
necesidad de una colostomia transitoria, deberian
(en mi opinién) operarse una vez diagnosticadas,
pero aquellas que seguramente van a requerir
la colostomia por estar muy cercanas al esfinter
anal, podrian diferirse.

Cabe en este sentido destacar que las cirugias
sobre el colon, cuando sea necesaria la reseccion
discal o segmentaria, deben ser realizadas exclu-
sivamente por equipos multidisciplinarios, con la
participacion de cirujanos generales expertos en
reseccion segmentaria y anastomosis laparoscépica.

El Consenso establece que la tasa de embarazo
luego de la cirugia reiterada (en todos los estadios
y localizaciones de la enfermedad) es menor, apro-
ximadamente la mitad, que luego de una primera
cirugia. Un segundo ciclo de FIV (tras el fracaso
del primero) podria ser mas efectivo. Sin embargo,
la cirugia debe considerarse en aquellas mujeres
en las que el dolor predomine, cuando son porta-
doras de un endometrioma que aumenta de tama-
fio o ante el fracaso reiterado de la FIV.

Si la busqueda del embarazo es el motivo
de consulta, no hay lugar para el tratamiento
médico hormonal en el posoperatorio. En el
mejor de los casos, ademas de no haber de-

mostrado utilidad para aumentar las tasas de
embarazo, solo difiere el logro del embara-
zo, porque todos esos tratamientos tienen un
efecto anovulatorio. Evitan la posibilidad del
embarazo espontineo en el posoperatorio in-
mediato, que es el momento en el que ocurren
con mayor frecuencia. Veremos mas adelante
que solo en algunas presentaciones severas, la
supresion de la funciéon ovarica antes de una
FIV, por poco tiempo, podria ser de beneficio.

Fertilizacion asistida en el tratamiento
de la infertilidad asociada a la
endometriosis

Fui designado por el Consenso para escribir el
Capitulo sobre la utilidad de los distintos procedi-
mientos de fertilizacion asistida en el tratamiento
de la infertilidad asociada a la endometriosis.

La inseminacion artificial intrauterina (IIU)
en ciclos de estimulaciéon ovarica es una opcién
efectiva para el tratamiento de la infertilidad aso-
ciada a la endometriosis en los estadios I y II,
siempre y cuando haya normalidad tubaria. En mi
presentacion al Consenso, dejé en claro que debe
hacerse bajo estimulo ovarico, preferentemente
utilizando gonadotropinas, ya que los resultados
son mejores que con el citrato de clomifeno. Los
resultados de la IIU en ciclos espontaneos son
inciertos cuando el procedimiento se indicé por
una endometriosis. Deben tomarse los recaudos
para disminuir la posibilidad de un embarazo
multiple, recurriendo a los criterios por todos co-
nocidos a la hora de proseguir o cancelar un ciclo
de IIU segun el numero de foliculos desarrolla-
dos. No hay datos acerca de la posible mejoria
de las tasas de embarazo utilizando doble IIU en
dias sucesivos.

La FIV debe ofrecerse como primera alterna-
tiva en los estadios mas severos o cuando existe
dafio tubario, asi como dentro del contexto de
una edad materna avanzada o un factor masculi-
no que la indique.

No hay evidencia clara de que la estimulacion
ovarica sola, sin el complemento de la IIU, sea
efectiva en el tratamiento de la infertilidad aso-
ciada a la endometriosis, aun empleando gona-
dotropinas en lugar de, por ejemplo, el letrozole.

Siempre debemos tener presente el hecho de
que la paciente con endometriosis tendra una
tasa de embarazo por FIV menor que en otras
causas de infertilidad. Sin embargo, este proce-
dimiento se recomienda, en especial, cuando hay
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dano tubario. Al respecto, y desde mi experiencia
personal, debe considerarse que por el solo he-
cho de que los ovarios se encuentren adheridos
al peritoneo en la fosa ovarica por la endome-
triosis, aun cuando las trompas sean permeables
y en apariencia normales, las tasas de embarazo
espontaneo o mediante la ITU son bajas, ya que
se encuentra alterada la anatomia funcional del
aparato anexial, incluso luego de la ooforolisis y
un resultado quirdargico 6ptimo en lo visual.

Desde los aspectos técnicos, el empleo de
agonistas o antagonistas de GnRH derivan en ta-
sas de embarazo similares, reiterando el concepto
de que seran mas bajas que para otras indicacio-
nes de la FIV.

Una preocupacion frecuente de quienes asis-
ten a estas pacientes es el temor de que esos
tratamientos aumenten la posibilidad de la re-
currencia de la enfermedad. Segiin D’Hooghe et
al.’® los procedimientos de FIV no incrementan
la recurrencia de la endometriosis.

Terapias adyuvantes a la fertilizaciéon
asistida

Los tratamientos médicos, como se dijo, in-
cluido el uso de agonistas de GnRH antes de la
IIU bajo estimulo ovarico, no se recomiendan por
la falta de evidencia que demuestre su utilidad.
Sin embargo, los tratamientos previos de supre-
siébn ovarica con agonistas de GnRH mejorarian
las posibilidades de éxito de la FIV. No hay evi-
dencia de que el uso de anticonceptivos orales
pueda ser de beneficio.

Si se considera que las endometriosis severas,
con multiples focos peritoneales, adherencias, n6-
dulos rectales, endometriomas, etc., se comportan
como verdaderas peritonitis cronicas asépticas y
que la supresion ovarica empleando agonistas de
GnRH por periodos breves (3 a 4 meses), al fre-
nar la actividad de los focos de la enfermedad,
reduce los componentes inmunohistoquimicos
(factores de crecimiento, interleucinas, células
NK o natural killer, etc.) presentes en la cavidad
abdominal, mejora la calidad ovocitaria y posible-
mente también la receptividad endometrial, des-
de mi criterio personal es un recurso util antes de
la FIV. En el capitulo precedente sobre IIU y FIV
asi lo presenté y documenté en el Consenso.

Fl beneficio real de la quistectomia del endo-
metrioma antes de una FIV —en cuanto a la tasa
de embarazo- no es claro, si bien puede mejorar
el acceso a los ovarios y hasta disminuir la posibi-

lidad de una infeccion en el momento de la pun-
cion aspirativa folicular. Al respecto, recordemos
que el Consenso recomienda operar todos aque-
llos endometriomas mayores de 4 cm de didmetro.
Si bien la cirugia luego del fracaso reiterado de
la FIV puede, en algunos casos, mejorar las posi-
bilidades de lograr un embarazo naturalmente, su
papel como adyuvante de la FIV es discutible.

Tratamiento médico (exclusivo) de la
infertilidad asociada a la endometriosis

Citando a Hughes et al.”, no hay evidencia de
que la supresion de la ovulacion pueda mejorar
las posibilidades de lograr el embarazo (esponta-
neamente o mediante reproduccion asistida) y en
todos los casos va a retrasar la concepcién (que
no sera posible mientras duren sus efectos), por
lo que no se recomienda.

Tratamientos “emergentes” (terapias
alternativas) de la infertilidad asociada
a la endometriosis

Un reciente trabajo prospectivo y aleatorizado
de Reilly et al.** demostré que realizar una hidro-
tubacion utilizando lipiodol vs. un medio acuoso
de contraste no mejora las posibilidades de una
FIV, en contraposiciéon con una publicacion pre-
via de Johnson y Farquhar*, en la que se verifico
un aumento de las tasas de embarazo espontineo
luego de realizar histerosalpingografias emplean-
do ese medio de contraste.

Creo que los riesgos de embolia oleosa por los
que se ha abandonado en nuestro pais el empleo
del lipiodol para la realizacion de las histerosal-
pingografias exceden el posible beneficio de esta
alternativa, por lo que no deberiamos considerar-
la en absoluto.

Otros tratamientos que emplean pentoxi-
filina, medicina china tradicional, vitamina C,
vitamina E, mifepristona, rosiglitazona o acido
valproico no han demostrado utilidad alguna.

Qué dicen las sociedades de fertilidad
y ginecologia/obstetricia acerca de la
endometriosis y la infertilidad

La American Society for Reproductive Medicine
(ASRM) desde su Comité de Practica produjo, en
2012, un documento denominado “Fertilidad y en-
dometriosis: una opinion del Comité”** segun el
cual (y citando a diferentes autores) un 25-50% de
las mujeres infértiles presentan endometriosis, asi
como 30-50% de las que la padecen son infértiles.
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Citan la literatura especializada en general,
donde se menciona que en los casos en los que se
realiza una laparoscopia para contracepciéon qui-
rargica voluntaria (ligadura tubaria bilateral), se
encuentra la presencia de endometriosis en menos
del 7% de las pacientes, mientras que cuando la in-
dicacién se realiza como estudio complementario
por infertilidad, las cifras son de 9-50%.

En los casos de dolor pelviano crénico, la inci-
dencia de la endometriosis es de 30-80%. Recorde-
mos que muchas de estas mujeres, ademas, en algin
momento de su vida van a consultar por infertilidad.

Segun el Comité, si bien hay una cantidad im-
portante de evidencia acerca del vinculo entre la
endometriosis y la infertilidad, la causalidad de
esta por la enfermedad atn es controvertida por-
que no se ha podido establecer debidamente el
mecanismo por el cual esto ocurre.

Fl documento enumera las posibles causas de
infertilidad y comienza destacando las alteracio-
nes anatomicas que pueden dificultar la captacion
del 6vulo por parte de las trompas de Falopio.

Hace referencia a las alteraciones de las fun-
ciones peritoneales: aumento del volumen del li-
quido peritoneal y de las concentraciones en este
de prostaglandinas, proteasas, citoquinas infla-
matorias, como la IL-1, la IL-6, el factor de necro-
sis tumoral alfa y citoquinas angiogénicas, como
la IL-8 y el factor de crecimiento del endotelio
vascular producido por los macréfagos. Todo ello
podria tener efectos nocivos sobre los ovocitos, el
semen que llega a las trompas, las trompas de Fa-
lopio (en especial en la funcién fimbrial) y hasta
en los embriones formados luego de la fertiliza-
cion en la ampolla tubaria.

Los anticuerpos de clase IgA e IgG y los lin-
focitos pueden tener un papel deletéreo sobre el
endometrio y la implantacién embrionaria en es-
tas pacientes, ya que se los encuentra en niveles
elevados, asi como los autoanticuerpos contra los
antigenos endometriales.

Los trastornos endocrinos, como el sindrome
de luteinizacion folicular anovulatoria, fase foli-
cular inadecuada, desarrollo folicular anormal o
presencia de multiples picos de hormona luteini-
zante (LH) durante la fase folicular, son frecuen-
tes en las mujeres con endometriosis, pero no se
ha podido relacionar estas anormalidades con la
falla reproductiva.

Se ha sugerido que algunas alteraciones de la
funcion endometrial, como la subexpresion de la
integrina avb3 (una molécula que interviene en

la adhesion celular) y la secrecion disminuida de
la selectina L, podrian ser responsables de la falla
de implantaciéon embrionaria.

Para el Comité, es posible que las concentra-
ciones anormales de citoquinas y progesterona
en el liquido folicular verificadas en las pacientes
con endometriosis sean responsables, en parte,
de la mala calidad ovocitaria. Citan a Pellicer,
quien ya en 1995 habia informado que los em-
briones formados a partir de estos ovocitos se
desarrollaban mas lentamente que aquellos de
las mujeres que hacian tratamientos de FIV por
obstruccién tubaria.

Esta publicacién hace referencia al trabajo de
Simén de 2002%, en el que se observaron me-
nores tasas de embarazo transfiriendo ovocitos
donados por pacientes con endometriosis a re-
ceptoras sin la enfermedad, mientras que cuan-
do se transferian ovocitos donados por pacientes
sin endometriosis a quienes eran portadoras,
las tasas de embarazo eran similares a las de las
mujeres con otras patologias. Si esto fuera asi,
corresponderia descartar el componente endo-
metrial como causal de la falla de implantacion.

En el documento se mencionan los trastornos
de la motilidad y el transporte tubario, cuando se
compara mediante salpingoescintografia con pa-
cientes infértiles por factor masculino. Si bien pa-
rece una propuesta que anadiria otra consecuencia
negativa para la fertilidad, segin el Comité la evi-
dencia actual no es suficiente y se requieren estu-
dios ulteriores a fin de determinar si esto es asi.

Luego de una serie de sugerencias y reco-
mendaciones acerca de los tratamientos posibles
contra la infertilidad asociada a la endometriosis
(que no difiere de lo ya mencionado en esta pu-
blicacién), el documento concluye con algunos
planteos que conviene destacar:

* La decision clinica es dificil porque no hay
suficientes trabajos prospectivos y aleatorizados
ni evidencia de alta calidad que hayan investiga-
do muchos de los puntos en cuestion referidos a
la infertilidad por endometriosis.

* Los datos de los trabajos observacionales son
conflictivos e impiden llegar a conclusiones firmes.

* En los casos en los que se sospecha la pre-
sencia de endometriosis minima o leve, la cuestion
pasa por indicar o no una laparoscopia antes de
realizar tratamientos como la induccién de la ovu-
lacién (con citrato de clomifeno o gonadotropinas)
o técnicas de reproduccion asistida como la FIV. La
edad de la paciente, el tiempo de infertilidad, los
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antecedentes familiares y el dolor pelviano deben
considerarse al evaluar la conducta por seguir.

* Podria no tener indicacién la laparoscopia
en las pacientes “asintomaticas” (sin dolor) ya
que, de estar presente, la enfermedad correspon-
deria a estadios iniciales (en los que se podrian
indicar los tratamientos de asistencia reproducti-
va sin otro requisito).

* Llegado el caso de la laparoscopia, y basado
en evidencia de alta calidad, se debe proceder a
la remocién o destruccion de toda la enfermedad
presente.

* En las mujeres mas jovenes se podria tener
una conducta expectante luego de la cirugia.

* Se puede, también, indicar una IIU, si bien
el nimero de procedimientos necesarios para lo-
gar un embarazo adicional es de 14.

* En pacientes mayores, se puede indicar un
procedimiento de reproducciéon asistida en el
posoperatorio inmediato, advirtiéndoles que, en
todos los casos, los resultados seran inferiores a
los que se logran mediante estos tratamientos por
otras causales de infertilidad.

* La evidencia recomienda la cirugia en los
casos mas avanzados de la enfermedad, pues me-
jora la fertilidad espontanea o asistida.

* Los endometriomas mayores de 4 cm de dia-
metro deben operarse, ya que de esa manera es
posible confirmar el diagnéstico histologico, faci-
litar 1la puncién aspirativa folicular y, posiblemen-
te, mejorar la calidad ovocitaria.

* En los casos mas severos, la cirugia reitera-
da no mejora la fertilidad sustancialmente y, por
ello, es adecuado indicar nuevos procedimientos
de FIV antes de repetir la cirugia.

Finalizando el documento, el Comité realiza las
siguientes consideraciones y recomendaciones:

Hay insuficiente evidencia como para afirmar
que la quistectomia del endometrioma antes de la
FIV pueda mejorar los resultados.

Los resultados de la FIV en estas pacientes
son menores que en otras indicaciones. No obs-
tante, estos procedimientos aumentan significa-
tivamente la fecundidad por ciclo respecto de la
conducta expectante.

Las pacientes con endometriosis que se em-
barazan tienen mayor incidencia de partos pre-
maturos, preeclampsia, hemorragia gestacional y
necesidad de cesarea.

Como conclusiones, el documento dice que:

Se deben considerar la edad de la mujer, la

presencia de dolor, el tiempo de infertilidad y el
estadio de la enfermedad al proponer un plan de
tratamiento.

La evidencia actual no permite recomendar la
laparoscopia como tratamiento en los casos mini-
mos y leves para aumentar la fertilidad.

Cuando la laparoscopia se realice por otras
indicaciones, el cirujano debe considerar el tra-
tamiento quirdrgico de las lesiones endometriosi-
cas que encuentre.

En las mujeres menores de 35 afos portado-
ras de los estadios I y II de la enfermedad, la
conducta expectante o los procedimientos de es-
timulacion ovarica o IIU pueden considerarse la
primera linea terapéutica.

En las pacientes con estadios moderados y
severos, la cirugia laparoscépica o laparotémica
puede ser de beneficio para mejorar la fertilidad.

El tratamiento ideal del endometrioma es la
quistectomia vs. el drenaje y la coagulacion.

En los casos de enfermedad moderada o seve-
ra, en especial en las mujeres de mayor edad, la
FIV debe considerarse una buena alternativa. En
los cuadros siguientes se resume la opinion de la
European Society for Human Reproduction and
Embriology** (Tabla 1), el Royal College of Obs-
tetricians and Gynaecologists (GB)® (Tabla 2) y
la Society of Obstetricians and Gynaecologysts of
Canada® (Tabla 3).

Estas recomendaciones coinciden en algunos
puntos y difieren en otros. Rescato la propuesta
de suprimir la funcién ovarica (con analogos de
GnRH) durante un tiempo breve, 3 meses, pero
disiento con la sugerencia de este tipo de tra-
tamientos durante 6 meses. En el ultimo de los
casos, como ya mencioné, se deben considerar
otros factores, como el de la edad de la paciente,
el tiempo de duracion de la infertilidad o los fac-
tores asociados.

® En las formas minimas y leves la supresién ovarica no es efectiva a
los fines de mejorar la fertilidad

* La reseccién de las lesiones endometriésicas y adhesidlisis es supe-
rior a la laparoscopia exclusivamente diagnéstica en estos estadios

* No hay evidencia suficiente como para determinar si la reseccién
quirdrgica de las lesiones mejora las posibilidades de embarazo en
los casos moderados y severos

* La FIV es un tratamiento indicado, en especial cuando coexisten
otras causas de infertilidad o ante el fracaso de otros tratamientos

® Las tasas de embarazo por FIV de las portadoras de endometriosis
son menores que las de las pacientes que presentan obstruccién tubaria

Tabla 1: Tratamiento de la infertilidad asociada a la endome-
triosis segun la European Society for Human Reproduction and

Embriology*.
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® La supresién de la funcién ovdrica en la endometriosis minima y
leve no es efectiva y no debe indicarse

* No hay evidencia de su utilidad en casos mds severos

® La ablacién de las lesiones y adhesidlisis es 0til para mejorar la
fertilidad en los casos minimos y leves

¢ En las moderadas y severas el papel de la cirugia es incierto

® La quistectomia del endometrioma es mejor que el drenaje y la
coagulacién del lecho del quiste

o El tratamiento hormonal posquirirgico no aumenta las tasas de
embarazo

¢ El lavado tubario mejora las tasas de fertilidad en los casos de
infertilidad asociada a la endometriosis

® La inseminacién infrauterina mejora la fertilidad en los estadios
minimos y leves

e La FIV es un tratamiento apropiado, en especial cuando hay
compromiso tubario o factores asociados

® La quistectomia laparoscépica se recomienda cuando el tamafio
es mayor de 4 cm

® La supresién ovdrica por 3 a é meses luego de la cirugia mejora
los resultados de la FIV

e Las asociaciones de ayuda de pacientes son Utiles para asesora-
miento, apoyo e informacién

Tabla 2: Tratamiento de la infertilidad asociada a la endome-
friosis segin el Royal College of Obstetricians and Gynaeco-
logists (GBJ?*.

® La cirugia laparoscépica mejora las tasas de fertilidad en los
casos minimos y leves

® En la endometriosis profunda infiltrante el efecto de la cirugia es
controvertido

® La extirpacién de endometriomas mayores de 3 cm puede mejorar
la fertilidad

® Los tratamientos hormonales no mejoran la fertilidad y no deben
ofrecerse

e Excepcién hecha de la supresién ovdrica por 3 a 6 meses antes
de la FIV

Tabla 3: Tratamiento de la infertilidad asociada a la endome-
friosis segun la Society of Obstetricians and Gynaecologysts
of Canada?.

Qué dice la literatura médica reciente
sobre la infertilidad asociada a la
endometriosis

Una rapida busqueda en Scholar Google pro-
duce una sorpresa: seleccionando solo articulos
publicados en 2017 (a los que se suman algu-
nos de 2018), se obtienen 5470 citas. Es logico
comprender que es imposible leer detenidamente
todo ese material. Trataré de identificar aquellos
trabajos correspondientes a nuevas ideas, nuevas
propuestas, nuevas tecnologias como una forma
de destacar brevemente esos aspectos.

* Se da importancia a la poblacion uterina de
células progenitoras de las NKC como predictor
de la tasa de implantaciéon en las mujeres con
endometriosis.

* Los resultados de la FIV mejoran, segin dos
centros expertos, realizando la cirugia colorrec-

tal en las pacientes con infertilidad asociada a
la endometriosis cuando hay lesiones profundas
infiltrantes a ese nivel.

* Relacionan las expresiones alteradas del
factor de crecimiento endotelial 8 presente en el
liquido endometrial y del factor inhibidor de la
leucemia en las pacientes con infertilidad asocia-
da a la endometriosis.

* ;/Tiene alguin efecto en la infertilidad aso-
ciada a la endometriosis la actividad de las te-
lomerasas?

* Relacion del polimorfismo génico y el ha-
plotipo del factor regulador del interferén 5 en la
infertilidad asociada a la endometriosis.

* La endometriosis reduce la expresion de los
receptores del factor estimulante de las colonias
de granulocitos: un mecanismo que reduce la
adrenomedulina estromal vinculada a este factor.

* El tratamiento quirdrgico es una opcién ex-
celente para las mujeres que presentan infertili-
dad asociada a la endometriosis.

* Enumeracion y descripcion con los factores
asociados al pobre resultado de la FIV en térmi-
nos de nacido vivo, en las mujeres con endome-
triosis en los estadios III y IV de la enfermedad
segun la clasificacion revisada de la ASRM.

* Asociacion entre la endometriosis quirtrgi-
camente diagnosticada y los resultados adversos
en el embarazo.

* El perfil de la expresion de micro-RNA en la
infertilidad asociada a la endometriosis y su re-
lacion con la receptividad endometrial evaluado
por ecografia.

* Expresion aberrante de RNA vinculado al gen
HOXA 11-AS1 vy los sitios A (HOXA 9, 10, 11y 13)
de los genes en pacientes con endometriosis.

* Evaluacién de la ultraestructura del endo-
metrio eutépico en pacientes infértiles con endo-
metriosis y sin ella durante la ventana de implan-
tacién. Estudio piloto.

* Anilisis de los factores de riesgo para una
tasa de recuperacién ovocitaria disminuida en la
puncion aspirativa folicular luego de una estimu-
lacién ovarica controlada.

La cuestion de la adenomiosis

Una reciente revisiéon de Vercellini*” acerca
del vinculo entre la infertilidad y la adenomio-
sis, esto es, la presencia de glandulas y estroma
endometriales dentro del espesor del miometrio,
destaca que en los ultimos afnos ha demostrado
tener, por lo menos en el campo de la FIV, un
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impacto negativo. Distintas teorias aplican a esta
cuestion. Entre ellas, el efecto danino causado
por los defectos estructurales y funcionales que
esta condicion provoca tanto en el endometrio
eutopico como en el miometrio subendometrial.
También altera el sistema uterino de transporte
de esperma hacia las trompas debido a la mo-
dificacion de la peristalsis uterina y los altos ni-
veles de radicales libres presentes en el liquido
endometrial. Se ha verificado en estas pacien-
tes una mayor tasa de aborto espontaneo, parto
prematuro y rotura prematura de membranas.
La utilizacién de analogos de GnRH durante
dos o tres meses antes de un procedimiento de
FIV mejoraria los resultados, segin datos que
no tienen jerarquia suficiente como evidencia
médica. Diversas técnicas proponen la cirugia
laparoscopica de la adenomiosis, mas sencilla
de realizar en los casos en que toma forma no-
dular que en los procesos difusos. La evidencia
preliminar sugiere una mejoria de las tasas de
embarazo de estas pacientes luego de una ciru-
gia cuidada en manos expertas.

Complicaciones del embarazo de la
paciente con endometriosis

No solo tiene dificultad para lograr el em-
barazo la paciente con endometriosis sino que,
ademas, sus embarazos deben considerarse de
“riesgo elevado” debido a una serie de complica-
ciones mas frecuentes en este grupo de mujeres.

Un reciente estudio de cohorte danés, que
incluy6 a 1.213 mujeres portadoras de la enfer-
medad que produjeron 1.719 embarazos desde
1989 hasta 2013, recientemente publicado en
Fertility & Sterility™, puso el foco en la pree-
clampsia, la incidencia de partos por cesarea, el
parto prematuro y las hemorragias puerperales.
Destacé que la enfermedad estaba asociada a un
mayor riesgo de parto prematuro (riesgo relativo
ajustado [RRA] de 1,67 con un intervalo de con-
fianza del 95%), asi como a un riesgo aumentado
de preeclampsia (RRA de 1,37 con intervalo de
confianza del 95%) y necesidad de parto por ce-
sarea (RRA de 1,83 con intervalo de confianza
del 95%). Esto se verifico con independencia del
empleo o no de técnicas de reproduccion asisti-
da para lograr el embarazo. No se encontré un
riesgo aumentado de hemorragia puerperal.

Mas recientemente, el grupo de Ivo A. Bro-
sens® presentd un metandlisis acerca de la inci-
dencia del hemoperitoneo espontaneo durante

el embarazo, fenémeno de gravedad que se aso-
cia a muy malos resultados obstétricos. Revisan-
do las publicaciones desde agosto de 2008 hasta
septiembre de 2016, se incluyeron en el estudio
44 articulos publicados en los que se describian
59 casos de esta complicacion de la gestacion,
de los cuales 33 ocurrieron en mujeres portado-
ras de endometriosis (55,9%).

No se encontr6 una relacion demostrable en-
tre la severidad de la complicacién y el estadio
de la enfermedad. La mayoria de los casos se
presentaron en el tercer trimestre del embarazo
(50,8%). Los sintomas consistieron en dolor ab-
dominal subagudo, shock hipovolémico y ane-
mia. Se observo sufrimiento fetal en el 40,7% de
los episodios.

En la cirugia, el 91,1% de las mujeres tenian
sangrado activo y en el 21,6% de los casos este
provenia de los implantes endometriosicos. Se
comprobé una mortalidad perinatal del 26,9% y
una muerte materna.

Este evento es una complicaciéon muy seria
del embarazo, particularmente relevante en el
caso de las pacientes con endometriosis. No hay
hasta el momento medidas preventivas, por lo
que se sugiere un control estricto y frecuente de
los embarazos en conocimiento de la enferme-
dad a fin de reconocer oportunamente un episo-
dio de hemorragia intraperitoneal espontinea.

CONCLUSION (Y OPINION)

Varios aspectos basicos hacen a la infertili-
dad asociada con la endometriosis:

* Dafio anatémico.

* Alteraciones de la calidad o maduracion
ovocitaria y, por ello, mala calidad embrionaria.

* Dificultad para la implantacién embrionaria.

* La adenomiosis también contribuye a difi-
cultar el logro del embarazo.

* Los embarazos de las pacientes con endo-
metriosis tienen mayor riesgo.

* El aborto espontineo es mas frecuente en
la paciente con endometriosis.

En sintesis, y a modo de conclusion concreta,
podriamos decir que la endometriosis, en todas
sus formas, es una mala noticia para quien bus-
ca un embarazo.

Ninguno de los tratamientos actuales puede
revertir completamente estos efectos negativos,
a excepcion quiza de la cirugia laparoscépica
que remueva la totalidad de la enfermedad pre-
sente en los estadios iniciales.
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Los procedimientos de fertilizacion asistida
de baja y de alta complejidad son ttiles a los fi-
nes de aumentar las posibilidades de embarazo,
mientras que los tratamientos médicos no han
demostrado utilidad, salvo antes de la FIV en los
casos mas severos, ademas del hecho contradic-
torio de ser todos anticoncepcionales.

Se discute si es el endometrioma o la cirugia
de este lo que afecta la reserva ovarica en estas
mujeres. En todos los casos, una cirugia experta,
oportunamente indicada, repercute menos so-
bre este aspecto reproductivo. Deben operarse
los endometriomas mayores de 4 cm y la cirugia
debe ser completa, esto es, resecando la totali-
dad del quiste por su plano de clivaje.

Un pequeno endometrioma de solo 2-3 c¢cm
de diametro se diseca facilmente y se puede
extirpar completo en pocos minutos sin dafar
el tejido ovarico circundante. Diferir su cirugia
debido al pequefio tamafio 2 o 3 afos es una
mala praxis que redundara en un dafio ovarico
causado por el endometrioma o por la cirugia
debido a la fibrosis y al mal plano de clivaje que
presentan los quistes antiguos.

Todas las pacientes con endometriosis que
van a ser sometidas a procedimientos de fertili-
zacion asistida deben ser informadas acerca de
la menor posibilidad de lograr el embarazo en
comparacion con las mujeres sin esa afeccion.

En lineas generales, se debe recomendar no
postergar el embarazo toda vez que ello sea po-
sible, porque se trata de una enfermedad evolu-
tiva sin retorno.

La criopreservacion de ovocitos en la portadora
de endometriosis, una vez diagnosticada y tratada
la enfermedad, puede ser un recurso que ayude a
lograr el embarazo en tiempos posteriores.

Por sobre todas las cosas, el diagnostico tem-
prano y el tratamiento inmediato facilitaran el
logro del embarazo cuando se lo busque tiempo
después. Postergar una laparoscopia aduciendo
que la sintomatologia dolorosa ha disminuido de
intensidad mediante, por ejemplo, la prescripcion
de pildoras anticonceptivas puede condenar a
quien padece endometriosis a presentar mas ade-
lante una infertilidad asociada a la endometriosis.
No hay edad temprana para indicar una laparos-
copia, si momentos tardios cuando el dano esta
presente.

Para finalizar, quiero compartir mi algoritmo
personal para el tratamiento de la infertilidad
asociada a la endometriosis (Figura 1).

Figura 1: Algoritmo personal para el tratamiento de la infertilidad
asociada a la endometriosis.
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Resumen

El sindrome de Turner (ST) es una alteracion cromosomica
que afecta el fenotipo de las mujeres que tienen un cromosoma
X intacto y la ausencia completa o parcial (mosaico) del segun-
do cromosoma sexual asociados con una o mas manifestaciones
clinicas. En un 60% de los casos se debe al cariotipo 45,XO. Su
verdadera prevalencia se desconoce, ya que muchas pacientes no
son diagnosticadas o lo son de manera tardia debido a la varia-
bilidad fenotipica y a la falta de criterios diagndsticos estrictos.

Mientras la gran mayoria de las pacientes tienen estatura
baja aislada o solo algunos rasgos caracteristicos, menos del
10% de ellas presentan el cuadro clinico clasico. El fenotipo
expresado dependerd del mosaicismo del cromosoma sexual o
de las anomalias estructurales de este cromosoma.

Palabras clave: sindrome de Turner, diagnostico genético,
anomalias cromosdmicas, mosaicismo.
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Abstract

Turner syndrome is a chromosomal abnormality charac-
terized by a great variability of clinical manifestations caused
by loss of part or all of an X chromosome. Approximately 60%
of the cases corresponds to 45,X0 karyotype. Its real prevalen-
ce is uncertain, due to a late diagnosis as a consequence of
the wide phenotypic variability and the lack of strict diagnos-
tic criteria.

While the great majority is characterized by short stature
or only a few characteristic features, less than 10% of patients
present the classic clinical picture. The phenotype expressed
will depend on the mosaicism of the sexual chromosome or its
structural anomalies.

Key words: Turner syndrome, genetic diagnosis, chromo-
somal abnormalities, mosaicism.
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INTRODUCCION

Las enfermedades genéticas pueden estar
causadas por mutaciones genéticas (alteraciones
que afectan la secuencia del DNA), mutaciones
gendémicas (alteracion estructural o numérica de
un fragmento de un cromosoma), anomalias cro-
mosomicas (alteraciones de grandes regiones de
un cromosoma o de un cromosoma completo) o
mutaciones epigenéticas (modificaciones quimi-
cas sobre la secuencia del DNA)".

Las anomalias cromosOmicas pueden ser nu-
méricas o estructurales. Las alteraciones numé-
ricas constituyen cambios en la cantidad total
o individual de los cromosomas e incluyen la
aneuploidia, que es la adicion o pérdida de un
cromosoma, lo que da como resultado una triso-
mia 0 una monosomia, respectivamente. Entre las
aneuploidias que afectan a los cromosomas se-
xuales se encuentran la monosomia del cromoso-
ma X (45,X0), causante del sindrome de Turner
(ST), y la disomia del cromosoma X en el varén
(47 ,XXY), causante del sindrome de Klinefelter!.

Las alteraciones cromosOmicas estructurales
pueden ser equilibradas, cuando se conserva el
contenido de material genético, o desequilibra-
das, cuando hay una pérdida o ganancia de este.
Incluyen las deleciones, duplicaciones, translo-
caciones, inserciones e inversiones, asi como
otros reordenamientos, como los isocromoso-
mas y los cromosomas marcadores’.

Todas las alteraciones mencionadas pueden
encontrarse en un porcentaje variable de células
de un individuo y no en todo su organismo’.
Esto se conoce con el nombre de mosaicismo,

en el que coexisten mas de dos lineas celulares
con diferente genotipo.

El ST es una alteracibn cromosomica que
afecta el fenotipo de mujeres que tienen un cro-
mosoma X intacto y la ausencia completa o par-
cial (mosaico) del segundo cromosoma sexual
asociados con una o mas manifestaciones clini-
cas?. En un 60% de los casos se debe al cariotipo
45,X0.

Afecta a cerca de 1/2.000-2.500 recién naci-
das con fenotipo femenino, segin datos epide-
miolégicos de Europa, Japén y Estados Unidos?,
aunque la verdadera prevalencia se desconoce,
ya que muchas pacientes no son diagnosticadas
o lo son de manera tardia, debido a la variabili-
dad fenotipica y a la falta de criterios diagnosti-
cos estrictos.

Mientras la gran mayoria tienen estatura baja
aislada o solo algunos rasgos caracteristicos,
menos del 10% de las pacientes presentan el
cuadro clinico clasico. El fenotipo expresado de-
pendera del mosaicismo del cromosoma sexual
o de las anomalias estructurales de este.

La estatura baja y la insuficiencia ovarica pri-
maria (IOP) son caracteristicas tipicas que se
presentan en > 90% de los casos de ST. Otras
afecciones, como la displasia esquelética (como
el cabito valgo y el cuarto o quinto metacar-
piano acortado), defectos cardiacos, anomalias
faciales caracteristicas (incluida la implantacién
baja de las orejas y del pelo), anomalias estruc-
turales renales y deficiencia auditiva, también se
han observado en las pacientes con ST, mientras
que el retraso mental rara vez ocurre.
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EXPRESION FENOTIPICA DE LAS
ALTERACIONES EN EL CARIOTIPO

El cariotipo en el ST comprende desde la
monosomia del cromosoma X hasta diferentes
formas de mosaicismo, en la que hay una linea
celular normal y una segunda (o tercera) linea
celular anormal en la mujer (Tabla 1).

La correlacion entre los diferentes cariotipos y
sus respectivos fenotipos es dificultosa, debido a
las diferencias en las edades de las pacientes en
el momento del diagnéstico, las diversas caracte-
risticas clinicas y la variabilidad de la extension
del mosaicismo en los diversos tejidos?.

La expresion fenotipica del ST se puede explicar
sobre la base de tres teorias: estado de haploinsufi-
ciencia de los genes que normalmente se expresan
en los dos cromosomas sexuales y que escaparia al
fenémeno de inactivacion, fenémeno de imprinting
que modifica la expresion del gen en funcioén de su
procedencia paterna o materna, y efectos inespecifi-
cos secundarios al desequilibrio cromos6mico®.

Si bien en una paciente individual el carioti-
po especifico no siempre predice el fenotipo, se
podrian realizar varias generalizaciones:

* 45 X-45,X (monosomia X): se encuentra en
el 45-50% de las mujeres con ST. En la mayo-
ria de los casos el cromosoma X perdido es de
origen paterno. Se estima que solo el 1% de los
embarazos llega a término, ya que la mayoria
terminan en abortos espontaneos®.

* 45 X mosaicismo: alrededor de un 50%
de las pacientes tienen un cromosoma com-
plementario con mosaicismo: 45,X/46,XX o
45,X/47 XXX o0 45,X mosaico con las anormali-
dades cromosdémicas nombradas mas adelante.

Cariotipo Frecuencia Descripciéon

45 X 40-50% Monosomia X

45,X/46,XX 15-25% Mosaicismo

ig,ixg,iﬁiﬂ,XXX 3% Mosaicismo con friple X

45,X/46,XY 10-12% Disgenesia gonadal mixta

46,XX del (P22,3); 10-12% Delecién Xp22.3

46X,R(X)/46,XX ° Cromosoma X en anillo

46, X 1(XQ); 46X idic Isocromosoma Xg; isodi-
~10 P

(XP) céntrico Xp

Transloc. autosémica R Vari

X desbalanceada aro anos

46,XX, del (Q24) Raro No ST, IOP

46X, idic (X) (Q24) Raro No ST, isodicéntrico Xq24

Tabla 1: Tipo y frecuencia de las anormalidades cromosémicas en
el sindrome de Turner?®.

La presencia y el grado de mosaicismo varian en
los diferentes tejidos; por lo tanto, ante un cario-
tipo normal en la sangre periférica con sospecha
clinica de ST no se descarta la patologia. El feno-
tipo clinico de estas pacientes es a menudo mas
moderado en comparacién con el observado en
las pacientes con monosomia del cromosoma X,
aunque esto dependera de los tejidos afectados
por el mosaicismo:

- 45,X/46,XX: se asocia con menor prevalen-
cia y menor gravedad de enfermedades car-
diacas congénitas y anormalidades linfati-
cas?®. Si bien tienen la posibilidad de emba-
razarse de manera espontanea, presentan
una alta incidencia de abortos tempranos.

- 45 X/47 XXX: el fenotipo de estas pacien-
tes es menos marcado que el previamente
descripto?.

— 45 X/anomalias cromosémicas:

v Isocromosoma X: es una anormalidad es-
tructural del cromosoma X. Se caracteriza
por la ausencia de brazos largos y dupli-
cacion de los brazos cortos (46X, i(Xp))
o viceversa (46X, i(Xq)). Por lo tanto, da
lugar a una monosomia parcial para el
brazo perdido y una trisomia parcial para
el brazo duplicado’.

v'Cromosoma en anillo X (rX): se presen-
ta cuando los extremos de los brazos se
unen, con pérdida de material genético
(46X, r(X)). Esta anomalia es funcional-
mente similar a una delecién de la par-
te distal del brazo corto (delecion Xp)’.
Puede asociarse a grados variables de
discapacidad intelectual y puede dar lu-
gar a un fenotipo no clasico?.

v Xp o Xq delecion: en algunas pacientes
hay pérdida total o parcial de una por-
cion del brazo corto o largo del cromo-
soma X (del X)p o q)°. Si una mujer tie-
ne unicamente células con una delecién
terminal Xq, se podria manifestar solo
como IOP, sin presentar otras caracteris-
ticas del sindrome de Turner?.

— 45 X/46,XY: alrededor de un 10% de todos
los individuos con fenotipo de ST pueden
presentar un mosaicismo que involucra la
linea celular Y. Este diagndstico puede ser
por un hallazgo en el cariotipo o porque la
paciente presenta algin signo de viriliza-
cion. Es importante determinar la presencia
del cromosoma Y, ya que se cree que la
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region critica en el desarrollo del gonado-
blastoma se localiza en el brazo corto de
este cromosoma, lo que aumenta el riesgo
de padecerlo®. La importancia radica en el
riesgo de progresion a disgerminoma con
potencial metastasico’.

El amplio espectro del fenotipo presente en
el ST indica que diferentes genes localizados en
el cromosoma X son responsables de €l. Peque-
fias deleciones del cromosoma X pueden causar
diversas alteraciones, pero no necesariamente se
encuentran incluidas en la definicion del ST2.

Las mujeres con pequenas deleciones dista-
les del brazo corto del cromosoma X (Xp22.3)
donde se encuentra el gen SHOX (short statu-
re homeobox) suelen tener estatura baja y otras
anomalias esqueléticas. No parecen estar rela-
cionadas con mayor incidencia de anomalias
cardiacas, trastornos neuropsiquiatricos o IOP,
como si en la monosomia del X2, La haploinsufi-
ciencia del gen SHOX, implicada en la talla baja
del sindrome, se localiza en la region seudoau-
tosémica de los cromosomas sexuales. Se expre-
sa activamente en los tejidos osteogénicos y se
encuentra delecionado en la discondrosteosis,
que se asocia a talla baja y a la malformacién de
Madelung, o sindrome de Léri-Weill. La talla baja
del ST obedece primordialmente a la haploinsu-
ficiencia del gen SHOX, aunque hay locus adi-
cionales que la regulan’®.

Por el contrario, las deficiencias neurocogniti-
vas tipicas de 45,X son comunes en las nifias con
deleciones citogenéticamente visibles de Xp22.3,
aunque este puede no ser el caso de las ninas con
deleciones submicroscopicas de Xp22.3 detecta-
das solo por citogenética molecular o estudios de
micromatrices (microarrays)>.

Las mujeres con una delecion distal a Xq24
suelen tener amenorrea primaria o secundaria
(IOP), sin estatura baja u otras caracteristicas del
ST2. La region critica del cromosoma X que se
relaciona con disgenesia gonadal involucra los
segmentos del brazo largo entre las bandas q13
a q22 y q22 a q26, separadas por una pequefia
regién en Xq22 donde, si la alteracién ocurre
dentro de ella, no se produce la patologia'®.

Aunque no hay hallazgos genéticos que ex-
pliquen la afectacion visceral y de los tejidos
blandos, algunos datos fenotipicos, como el lin-
fedema, el pterygium colli y las anomalias cardia-
cas, se han asociado con la hipoplasia linfatica

relacionada con genes que escapan a la inactiva-
cion del cromosoma X préximos a la region Xp
11.3. Hay varios genes relacionados con la disge-
nesia gonadal, como DFFRX (Drosopbhila fat facets
related X) en la region Xp 11.4, ZFX (zinc finger
X) en la region distal Xp, y los genes RPS4X (gen
que codifica una isoforma de la proteina ribosémi-
ca S4) y DIAPH?2 (gen necesario para una normal
funcién ovdrica) que mapean en Xq-.

La haploinsuficiencia de ciertos genes del
cromosoma X podria ser la causa de la auto-
inmunidad debido a la falta de exposicion de
proteinas antigénicas al timo y el consiguiente
escape de las células T autorreactivas. Entre los
trastornos autoinmunes asociados con ST se re-
conocen: la tiroiditis de Hashimoto (alrededor
del 50% de las pacientes), que presenta asocia-
cion con los genes PTPN22 y ZFAT, la enferme-
dad celiaca (alteracion del gen MYO9B), y las
enfermedades inflamatorias intestinales (colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn)''.

Aun no se han encontrado los genes especifi-
cos para los defectos cardiacos; sin embargo, se
cree que estarian ubicados en el brazo corto del
cromosoma X'2,

El efecto mecanico del linfedema fetal duran-
te el desarrollo contribuiria a malformaciones
esqueléticas, pterygium colli y, probablemente,
a malformaciones del oido, anomalias renales y
ciertos defectos cardiacos, aunque el mecanis-
mo genético del linfedema grave atn no se ha
dilucidado®.

Se encuentran excluidas del diagnédstico
de ST las pacientes con fenotipo masculino
(45,X/46,XY u otra variante) y las mayores de 50
afnos con menos del 5% de sus células 45,X, ya
que el proceso de envejecimiento normal puede
desarrollar mosaicismo 45,X2.

SOSPECHA CLINICA Y CONFIRMACION
BIOQUIMICA
Prenatal

Alrededor de 1-2% de los embarazos tienen
un cariotipo 45,X. En la mayoria de los casos de
mosaicismo 45,X/46,XX nace un recién nacido
con fenotipo femenino normal’.

El diagnostico prenatal consta de dos etapas:
la sospecha basada en los signos ecograficos y
en las determinaciones bioquimicas, y la confir-
macién, ya sea en la sangre materna a través de
la deteccion del DNA fetal o mediante técnicas
invasivas.
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Es importante destacar que, aun encontran-
dose tanto la ecografia como el laboratorio den-
tro de los parametros normales, no se descarta
la presencia de enfermedad, y que los resultados
anormales de estas pruebas tampoco son confir-
matorios; es decir, para hacer el diagnéstico de
certeza hay que recurrir a analisis especificos.
En primera instancia, la confirmacién del cario-
tipo de ST es obligatoriaZ.

El resultado posnatal y el cariotipo consti-
tucional de las pacientes con ST diagnosticado
prenatalmente son inciertos, especialmente en
los casos de mosaicismo. Por este motivo, se
debe repetir el analisis cromosémico? en todas
las pacientes después del nacimiento.

Una situacién que merece especial atencion
es el cribado genético preimplantacional (pre-
implantation genetic screening, PGS), el cual se
esta utilizando con mayor frecuencia debido a
los tratamientos de fertilidad. Este se basa en
el analisis genético de embriones obtenidos por
fecundacion in vitro (FIV) o por inyeccién in-
tracitoplasmatica de espermatozoides (IIE), que
permite la deteccién de aneuploidias, transloca-
ciones, inversiones y enfermedades monogéni-
cas. Se lo ofrece a las parejas con historia de
enfermedades monogénicas (autosémicas domi-
nantes o recesivas y ligadas al cromosoma X)
y anomalias cromosémicas numéricas y estruc-
turales conocidas. También a las parejas con
abortos de repeticion inexplicados o con fallas
reiteradas de implantacion después de trata-
mientos de reproduccién asistida. Otra indica-
cion son las mujeres con edad materna avanzada
(prevencién de anomalias cromosémicas [triso-
mias]). De utilizarse de manera extensiva en un
futuro, tendria un importante impacto sobre la
prevalencia del ST?',

3Cudndo estudiar?

El diagnéstico prenatal tiene como finalidad
diagnosticar con la mayor precocidad posible un
defecto congénito o bien establecer la ausencia
de este!® para actuar en consecuencia y evitar fu-
turas complicaciones.

La prevalencia de anomalias cromosémicas en
recién nacidos en la Argentina, segun el infor-
me anual de anomalias congénitas 2016, es de
1,53%'. La trisomia 21 representa mas del 50%
de los casos; el 15%, a la trisomia 18; aproximada-
mente el 12% son anomalias como 45,X; 47, XXX/
XXY/XYY, y la trisomia 13, el 5%"".

Si bien las pruebas diagnésticas para la detec-
cién de estas anomalias cromosémicas deberian
ser una opcién en todos los embarazos, existe
un grupo de alto riesgo constituido por aquellas
gestantes que tienen'>:

* Factores de riesgo preconcepcionales, como
un hijo previo con cromosomopatia documentada,
progenitor portador de una anomalia cromosomi-
ca o edad materna avanzada (2 40 afios). Otros
potenciales factores de riesgo preconcepcionales,
como el aborto de repeticion, pueden considerar-
se indicacién de un estudio invasivo cuando el es-
tudio histolégico del aborto o de los padres mues-
tre la presencia de una anomalia cromosémica.

* Factores de riesgo prenatales: sospecha de
la presencia de una cromosomopatia fetal a partir
de la aplicacion de un programa de cribado pre-
natal de alteraciones cromosémicas fetales.

Finalmente, el motivo puede no ser una indica-
cion médica, sino la decision de los progenitores.

Es importante destacar que el diagnostico
prenatal debe acompafarse del asesoramiento
genético, que puede proporcionar a cada mujer
la informacién necesaria sobre sus riesgos espe-
cificos. La eficacia del asesoramiento genético
contempla el logro de la comprensién total de
la patologia tanto en su prondstico como en su
recurrencia en futuros embarazos, acompanando
en la toma de decisiones, ademas de otorgar la
capacidad para enfrentar el problema’®.

Deteccién durante el primero y el segundo
frimestres

A principios de 1990, el trabajo de Nicolai-
des et al. demostr6 que la deteccién ecografica
al final del primer trimestre de una simple acu-
mulacién de liquido transldcido detras del cuello
del feto —translucidez nucal (TN)- estaba fuerte-
mente asociada a aneuploidia fetal. La deteccion
de aneuploidia fue tan exitosa que la medicién
de la TN se convirtié en una indicacioén especi-
fica para la ecografia del primer trimestre, y es
vilida entre las 11 y las 14 semanas de gesta-
cion®. Otros hallazgos ecogrificos sugestivos de
ST son la coartacion de la aorta o los defectos
cardiacos del lado izquierdo (que deben evaluar-
se mediante ecocardiografia fetal), la braquicefa-
lia, las anomalias renales, el polihidramnios, el
oligohidramnios y la restricciéon del crecimiento
intrauterino?.

El higroma quistico es una malformacion
venolinfatica que se visualiza ecograficamente
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como un espacio hipoecoico septado detras del
cuello y se extiende a lo largo de la espalda.
Siempre que sea posible, es util diferenciar el
higroma quistico del aumento de la TN, ya que
el higroma quistico en el primer trimestre quin-
tuplica el riesgo de aneuploidia junto con un
mayor riesgo de anomalias cardiacas’.

Ademas de las trisomias autosémicas comu-
nes, el aumento de la TN se asocia con otras
aneuploidias y sindromes genéticos, especial-
mente anomalias cardiacas fetales. Frente a un
valor de TN mayor de 3 mm, es imperioso ofrecer
una ecografia dirigida, con ecocardiografia fetal o
sin ella, entre las semanas 18 y 22 de gestacion'?,
y el analisis sérico de la madre.

La deteccion durante el primer trimestre com-
bina la TN con la determinaciéon de la gonado-
tropina coriénica humana (HCG) en el suero
materno y la proteina A asociada al embarazo
(PAPP-A). Si las detecciones en el suero y la TN
se combinan con una prueba de deteccion cua-
druple de marcadores en el segundo trimestre, la
deteccién de aneuploidia sera significativamente
mayor.

La deteccion en el suero de niveles anormal-
mente elevados de HCG e inhibina y de niveles
ligeramente disminuidos de alfafetoproteina y es-
triol no conjugado se asocia con una mayor pro-
babilidad de diagnéstico de ST.

Resumiendo, la deteccion integrada incluye
la TN ecografica y la determinacion de HCG y
PAPP-A en el suero entre las semanas 11 y 14
de gestacion, seguidas de la prueba cuadruple de
marcadores de alfafetoproteina (AFP), HCG, es-
triol no conjugado e inhibina A entre las semanas
15 y 21. Estos siete parametros se integran para
calcular un solo riesgo y la sensibilidad es mayor
en comparacion con cualquiera de las pruebas de
deteccion tradicionales. En el ST suele observarse
un valor relativamente normal de PAPP-A (0,99
MoM) y un leve incremento del valor de HCG
(1,2 MoM).

Deteccién del DNA fetal libre en la sangre
materna

Introducida en 2011, es una prueba excelente,
en particular para las trisomias fetales 21, 18 y 13,
y para las aneuploidias del cromosoma sexual. La
prueba de deteccion del DNA fetal libre identifica
fragmentos de DNA circulantes que son princi-
palmente de origen placentario y del trofoblas-
to'. Hay tres métodos de deteccion del DNA fetal

libre en las aneuploidias: secuenciacion del geno-
ma completo, también denominado secuenciacion
masiva paralela o de escopeta; secuenciacion se-
lectiva (o dirigida) del cromosoma; y anilisis de
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). La de-
teccion puede realizarse en cualquier momento
del embarazo después de las 9 o 10 semanas de
gestacion y los resultados estin disponibles casi
siempre en 7 a 10 dias®. Si se elige la deteccion
mediante DNA fetal libre, se debe realizar el criba-
do de defectos del tubo neural durante el segun-
do trimestre por separado, ya sea con evaluaciéon
de la AFP en el suero materno o con ecografia.
La deteccion mediante DNA fetal libre tiene una
sensibilidad mas alta y un menor indice de falsos
positivos que las modalidades de deteccion tradi-
cionales’. Un reciente metanalisis de 37 estudios
de deteccion de DNA fetal libre en embarazos de
alto riesgo demostro, en la deteccién de ST, una
sensibilidad aproximada del 90%, con una especi-
ficidad del 99,8%. La placenta y el feto no siem-
pre tienen el mismo complemento cromosémico.
Los resultados falsos positivos pueden ocurrir
cuando existe mosaicismo placentario confinado
o muerte temprana de un gemelo aneuploide.
Ademas, dado que la deteccién del DNA fetal li-
bre analiza el DNA placentario y materno, hubo
casos de mosaicismo materno con el consecuente
resultado falso positivo®.

Una diferencia importante entre la deteccion
del DNA de células libres y la deteccién tradicio-
nal es que algunos laboratorios informan los re-
sultados del analisis como positivos o negativos,
0 como una categoria diversamente denominada
no-call, indeterminada o no interpretable®. Esta
altima categoria comprende un 48% de los em-
barazos estudiados y puede ser consecuencia de
una falla en el estudio, una alta variacion en el
estudio o una fraccién fetal demasiado baja.

La fraccién fetal es la proporcion total de
DNA fetal libre de origen placentario (el resto
es materno) y, por lo general, es de un 10%. Una
fraccion fetal baja, definida por debajo del 4%,
confiere un riesgo significativamente mayor de
aneuploidia fetal. Si una prueba de deteccién de
DNA fetal libre arroja un resultado de baja frac-
cion fetal o un no-call, estaria indicada la aseso-
ria genética y se debe ofrecer la amniocentesis'®.
También se recomienda la ecografia dirigida,
pero no es un sustituto de la amniocentesis, ya
que no esta claro cual es el riesgo residual de
aneuploidia después de una ecografia normal.
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La deteccion de DNA fetal libre puede utili-
zarse como una prueba de deteccion primaria o
como una prueba de deteccion secundaria. De-
bido a su alta sensibilidad y bajo indice de falsos
positivos, se la puede ofrecer a las mujeres que
reciben un resultado positivo en una prueba de
deteccion tradicional y que preferirian una prue-
ba de deteccion secundaria antes de considerar
o de proceder a una prueba diagnéstica. Las
decisiones de manejo, como la interrupcién del
embarazo, no deben basarse en los resultados
de ninguna prueba de deteccién’®.

Se recomienda efectuar el diagnoéstico prena-
tal cuando una prueba de deteccién de aneu-
ploidia es anormal.

Técnicas invasivas

Permiten completar el diagndstico de nume-
rosas afecciones fetales. Por su caracter invasivo,
no estan exentas de complicaciones y conllevan
cierto riesgo de interferir en la evolucion de la
gestacion. Por lo tanto, es esencial seleccionar
los casos que pueden beneficiarse de su realiza-
cion. Las técnicas invasivas mas empleadas son la
biopsia de las vellosidades coriénicas (BVC), la
amniocentesis (AC) y la cordocentesis®.

La BVC consiste en la extraccion de una
muestra de trofoblasto por via transcervical
(BC-TC) o transabdominal (BC-TA). Permite
estudios citogenéticos, moleculares y bioqui-
micos®. Se la considera la técnica de eleccién
cuando es necesario estudiar el cariotipo fetal
antes de la semana 15 de gestacion. Las técnicas
de laboratorio vigentes pueden ser el método
directo (procesamiento inmediato) o semidi-
recto (incubacién entre 24 horas y 3 dias), que
estudian células ya en division presentes en el
trofoblasto, o el cultivo largo, que genera células
procedentes del mesénquima vellositario y que
puede prolongarse entre 2 y 3 semanas.

El estudio realizado a partir de las vellosida-
des coridnicas proporciona un resultado valido
en el 99% de los casos y tiene un elevadisimo
grado de precisién. En el 1% restante es nece-
sario recurrir a otra técnica invasiva, debido a
contaminacion materna, fracaso del cultivo o
tener resultados citogenéticos ambiguos. La se-
gunda fuente potencial de errores diagndsticos
es la presencia de un mosaicismo confinado a
la placenta, una discordancia poco frecuente®.

La amniocentesis es un procedimiento de
diagnéstico prenatal invasivo del segundo tri-

mestre. Consiste en la introduccién de una aguja
espinal a través de la pared abdominal, la pared
uterina y la cavidad amnidtica bajo guia ecogra-
fica continua, de forma que se pueda aspirar una
muestra del liquido amniético que envuelve al
feto y que contiene células de origen fetal®!. Se
realiza a partir de las 16 semanas de gestacion
y en el liquido amnidtico se pueden efectuar es-
tudios cromosomicos, bioquimicos, moleculares
o microbiolégicos. Su eficacia se demostré en
diversos estudios multicéntricos, en los que se
comprobé6 una precision diagnéstica superior al
99%". El procedimiento conlleva un riesgo mi-
nimo de pérdida fetal del 0,5% cuando se realiza
en el segundo trimestre, después de la fusion de
la membrana amnidtica con el corion, ademas
de un riesgo menor de otras complicaciones,
como pérdida de liquido amniético (0,3%), he-
morragia placentaria, infecciéon intraamniotica,
hematoma de la pared abdominal o traumatis-
mo fetal®'.

La cordocentesis es el método mas utilizado
para la obtencion de sangre fetal. Debe reali-
zarse a partir de la semana 20. Segun la ubica-
ci6én de la placenta y la insercién del cordén, la
puncion puede ser transplacentaria o extrapla-
centaria; el lugar ideal de puncién es la vena
umbilical, a 1 cm de la insercién placentaria'®.
La mayoria de las cordocentesis se indican para
el estudio del cariotipo fetal cuando la sospecha
de cromosomopatia se establece tardiamente.

La sangre fetal proporciona resultados com-
pletos en un menor espacio de tiempo; permite
resolver dudas diagnésticas generadas tras una
BVC o una AC, dado que su seguridad diagnosti-
ca es mayor que la de las vellosidades corionicas
y la del liquido amni6tico®.

Posnatal

Si bien la monosomia X se diagnostica en un
45% de las pacientes con ST en la infancia tem-
prana’, la ausencia o el retraso en el diagndstico
sigue siendo un problema importante. Aunque
ninguin hallazgo clinico aislado es especifico,
confieren en conjunto un fenotipo muy caracte-
ristico que, en los casos tipicos, casi es suficiente
para hacer el diagnéstico.

Para el diagnéstico del ST, se realiza un ca-
riotipo a las mujeres que presenten uno o mas
de los siguientes signos: estatura baja, pterygium
colli, linfedema en los miembros, coartacién de
la aorta y pubertad tardia®. Asi como también el
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analisis citogenético para cualquier mujer que
presente estatura baja (-2 DE) o por debajo del
potencial de crecimiento genético.

El ultimo consenso internacional sobre el ST
(Turner Syndrome Consensus Study Group, 2007)
recomendé que se considere el diagnostico en
toda mujer con estatura baja o pubertad tardia,
o que presente cualquiera de los siguientes ha-
llazgos clinicos: edema de manos o pies; pliegues
nucales; anomalias cardiacas del lado izquierdo,
especialmente coartacion de la aorta o corazén
izquierdo hipoplasico; linea delgada baja; orejas
bajas; mandibula pequeia; estatura baja con cre-
cimiento a una velocidad inferior al percentil 10
para la edad; niveles notablemente elevados de
FSH; cubito valgo; hipoplasia ungueal; ufias hi-
perconvexas elevadas; multiples nevos pigmen-
tados; facies caracteristica; cuarto metacarpiano
corto; paladar alto arqueado, u otitis media cré-
nica® (Tabla 2).

Neonatal
Linfedema de pies o manos
Mamilas lateralizadas y térax ancho
Pterygium colli
Implantacién baja del pelo y las orejas
Retromicrognatia
Moderada restriccién del crecimiento intrauterino
Cardiopatia congénita del lado izquierdo

Infancia

Retraso del crecimiento progresivo

Estigmas turnerianos: cibito valgo, paladar ojival, cara triangular,
hipoplasia ungueal, nevos pigmentados, acortamiento del cuarto
metacarpiano

Otitis de repeticién/hipoacusia

Osteoporosis carpiana con aspecto reticular

Adolescencia
Ausencia de desarrollo puberal
Maduracién ésea retrasada
Talla baja

Adultez
Amenorrea secundaria/IOP

Infertilidad

Tabla 2: Diagnéstico clinico en funcién de la edad?.

De particular importancia es el caso de las
pacientes que presentan mosaicismo 45,X/46,XX
leve, ya que la sospecha clinica suele surgir de
manera tardia, al debutar estas pacientes con una
amenorrea secundaria, cuya causa es la insufi-
ciencia ovarica precoz.

Se caracteriza por un proceso de declinacion
continua de la funcién ovarica en las jovenes, que
determina un estado de menopausia mas tem-
prano que el promedio. Se presenta en mujeres
menores de 40 afios, con amenorrea secundaria
hipergonadotréfica > 4 meses (2 determinacio-
nes de FSH > 40 mUl/ml separadas por un mes)

y el consecuente hipoestrogenismo, con una fun-
cién ovarica intermitente. El valor de corte de
la FSH para realizar el diagnéstico se encuentra
en revision. En 2015, la Sociedad Europea de Re-
produccion Humana y Embriologia modific6 el
valor de FSH a dos determinaciones > 25 mUI/
ml*. Es una entidad altamente heterogénea tanto
en el fenotipo como en la etiologia. El factor ge-
nético se ha considerado un componente impor-
tante en su fisiopatologia®. Los estudios indican
que 10-12% de las mujeres con diagnéstico de
IOP tienen anomalias cromosémicas, la mayoria
(94%) de las cuales son anomalias cromosomicas
X (estructurales o aneuploidia). No hay ningu-
na deficiencia genética dominante que haya sido
relacionada con IOP, siendo esta de naturaleza
poligénica. En conjunto, se han identificado mas
de 80 genes candidatos y un 25% de estos fueron
validados para ser funcionalmente causales. Sin
embargo, estas deficiencias genéticas identifica-
das solo representan una pequefa proporcion
de las pacientes con IOP*. En estas pacientes,
la estatura baja, la necesidad de utilizar técnicas
de reproduccién asistida y la presencia de otras
caracteristicas dismorficas del sindrome de Tur-
ner deberian considerarse para recomendar el
estudio del cariotipo a fin de confirmar el diag-
néstico. Segun la Sociedad Internacional de Me-
nopausia®, en las mujeres menores de 30 afos
con IOP es obligatorio el estudio del cariotipo
para su diagnéstico y la prevencion de las pro-
bables complicaciones asociadas.

ALTERNATIVAS DEL DIAGNOSTICO
GENETICO
Métodos diagnésticos: citogenética y
genética molecular

El analisis citogenético proporciona infor-
macion del genoma y puede revelar cambios en
el nimero de los cromosomas (aneuploidias) y
cambios estructurales mas delicados (como de-
leciones, duplicaciones, translocaciones e inver-
siones cromosomicas). En genética médica, el
analisis citogenético se esta convirtiendo en una
fuente esencial de diagnostico y evaluacion de
defectos congénitos especificos, trastornos ge-
néticos, retraso en el desarrollo, discapacidades
intelectuales e, incluso, canceres'®. La eleccion
de la técnica molecular se basara en la sospecha
diagnéstica, el conocimiento de la causa genética
mas frecuente, la resolucién de la técnica y sus
ventajas y limitaciones.
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La identificaciéon del mosaicismo en el ST va-
ria con el método de determinacion, que es del
34% con las técnicas citogenéticas convenciona-
les, del 60% con las técnicas de hibridacion in
situ por fluorescencia (FISH) y del 74% si se utili-
za la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).

Cariotipo

El cariotipo es una técnica citogenética muy
fiable para la deteccién de las anomalias cro-
mosomicas numéricas y estructurales. Tiene una
resolucion para detectar ganancias, pérdidas o
cambios de posiciéon de 5-10 Mb de material
genético y no permite detectar alteraciones de
ndmero de copia o estructura de menor tamaiio.
Al analizar numerosas células de manera indi-
vidual, el cariotipo permite detectar mosaicis-
mo para las alteraciones cromosomicas visibles,
inversiones y translocaciones balanceadas (sin
pérdida ni ganancia de material genético), siem-
pre que se encuentren dentro del limite de reso-
lucién'. La deteccion se realiza en linfocitos de
sangre periférica, tras cultivo durante 72 horas y
diversos tratamientos, con posterior estudio en
el microscopio de un minimo de 30 células en
metafase, ampliado a 50 en el caso de los mosai-
cismos?, segin las recomendaciones del Colegio
Americano de Medicina Genética’.

Si el cariotipo inicial es normal en una pa-
ciente con fuerte sospecha clinica de ST, es
imprescindible un segundo cariotipo que debe
utilizar un tejido diferente, como la piel. Este fe-
némeno puede atribuirse a que las lineas celula-
res anormales, al envejecer, sufren apoptosis en
la médula 6sea y dejan la linea celular normal en
la sangre periférica®. Ademas, como ya se dijo,
el mosaicismo puede distribuirse de manera va-
riable entre los distintos tejidos.

Existen diversas situaciones en las que es ne-
cesario repetir el cariotipo: en todas las nifas
en quienes se haya diagnosticado de manera
prenatal debe realizarse un cariotipo confirma-
torio posnatal, en los diagnosticados Ginicamen-
te por hisopado bucal, en los individuos con
un cariotipo realizado en el pasado distante, y
cuando no hay un informe original disponible
para revision?.

El cariotipo es un método a menudo costoso;
por lo tanto, en las pacientes con un fenotipo
leve o con algun signo clinico aislado, el diag-
noéstico del ST se retrasa y no es posible realizar
un tratamiento eficaz en el momento adecuado.

Hibridacion in situ por fluorescencia

Esta técnica, que comenzo a realizarse a fines
de la década de 1980, se basa en la marcacién
con fluorescencia de una sonda de DNA comple-
mentaria a la regién de interés, que es hibridada
a extensiones cromosOmicas en interfase o me-
tafase. Existen diversos tipos de sondas especi-
ficas de acuerdo con lo que se desea encontrar:
cromosémicas, regiones relevantes de cromoso-
mas y sondas especificas de locus. El tamafio de
la sonda puede variar de Kb a 1 Mb'. Median-
te la FISH, es posible detectar duplicaciones o
deleciones gendémicas, asi como inversiones y
translocaciones balanceadas.

Tiene mayor resoluciéon que el cariotipo por
su capacidad de detectar alteraciones cromosé-
micas de menor tamaifio, inversiones o transloca-
ciones balanceadas, y también mosaicismo para
cualquiera de las alteraciones. Como desventa-
jas, los datos de la FISH dependen totalmente
de las sondas utilizadas y la tecnologia requiere
un trabajo técnico importante y poco automati-
zable'. En general, los ensayos diagnoésticos por
FISH requieren que haya una sospecha clinica
para seleccionar sondas de locus especifico de
la region por estudiar.

Micromatrices

Tanto las plataformas de hibridacion gené-
mica comparativa con micromatrices (microa-
rray-based comparative genomic bhybridization,
aCGH), como las micromatrices que incluyen
polimorfismos de un solo nucleétido (single nu-
cleotide polymorphisms, SNP), constituyen lo que
se denomina cariotipado molecular' y permiten
diagnosticar reordenamientos en cualquier lu-
gar del genoma. Ofrecen un mayor rendimiento
diagnoéstico (5 kb [5 mil pb]) en comparacién
con el cariotipo, por lo que se han convertido en
las técnicas de eleccion iniciales para el estudio
etiolégico de cuadros de discapacidad intelec-
tual, trastornos del espectro autista o anomalias
congénitas no bien definidas clinicamente. Las
micromatrices incrementan un 5-10% la tasa
de deteccion de alteraciones cromosémicas re-
levantes en los embarazos de alto riesgo y un
1-2% en los embarazos de bajo riesgo’.

Plataformas de hibridacién genémica compara-
tiva con micromatrices

Consta de una hibridaciéon genémica compa-
rada, al comparar el genoma en cuestién fren-
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te a un genoma de referencia. Esta técnica se
basa en la cohibridacién del DNA por probar
y el DNA de control marcados con diferentes
fluorocromos a un soporte sélido que contiene
fragmentos de DNA inmovilizados (sondas). La
competencia de la hibridacién permite detec-
tar ganancias o pérdidas de material genético
en todas las regiones del genoma cubiertas por
las sondas en la muestra del paciente respec-
to del control. Las ventajas de esta técnica son
su mayor sensibilidad y poder de resolucién en
comparacion con las técnicas previas, la posibi-
lidad de automatizacién y un menor tiempo de
entrega de los resultados, ya que no se requiere
cultivo celular para la obtencién del DNA. Como
limitaciones, no detecta alteraciones cromosoé-
micas balanceadas y puede ser dificil identificar
alteraciones que afecten todos los cromosomas
(poliploidias) y mosaicismos de bajo grado
(cuando la alteracién esta presente Unicamente
< 20-30% de las células)'. Es el estudio de todo
el genoma, es decir, se estudian todos los cro-
mosomas tanto para la detecciéon de pérdida o
de ganancia de material genético.

Micromatrices que incluyen polimorfismos de un
solo nucledtido

Un tipo de micromatriz de gran resolucién
basado en oligonucleétidos es el que incluye po-
limorfismos de un solo nucleétido. Esta técnica
permite detectar, al igual que la aCGH, ganancias
y pérdidas de material genético en todo el geno-
ma. Es mas sensible para detectar reordenamien-
tos presentes en mosaicismos. Tiene la ventaja
de que permite analizar hasta varios millones de
SNP en un solo ensayo.

Reaccion en cadena de la polimerasa

La reacciéon en cadena de la polimerasa es
una técnica de biologia molecular que permite
la amplificacién de una region especifica conoci-
da del DNA obteniendo millones de copias®. Es
posible detectar mutaciones puntuales, como la
repeticion del triplete CGG en el gen FMRI1, ca-
racteristica del sindrome del cromosoma X fragil.
La PCR es util en las pacientes con sospecha de
una anomalia genética 45,X/46,XY, ya que la tasa
de deteccion del material cromosémico Y aumen-
ta. La PCR en tiempo real con multiples sondas
especificas de Y es mas sensible que la FISH y
puede detectar mosaicismo en hasta el 12% de
los casos de ST

Amplificacion de sondas dependiente
de ligandos multiples

La amplificacion de sondas dependiente de
ligandos multiples (Gnultiplex ligation-depen-
dent probe amplification, MLPA) es una técni-
ca semicuantitativa que permite el analisis de
60 secuencias de DNA diferentes en una misma
reaccion. Se aplica principalmente para el estudio
de grandes deleciones y duplicaciones (grandes
reordenamientos). Tiene como ventajas, frente a
la aCGH, que posibilita la deteccién de regiones
mas pequenas, de 50-70 nucleétidos vy, frente a la
FISH, que en una unica reaccion se pueden ana-
lizar varias regiones a la vez. Su limitacion es que
requiere DNA de inicio de buena calidad.

Pirosecuenciacion de alto rendimiento

La secuenciacion de DNA es un conjunto de
métodos y técnicas bioquimicas cuya finalidad es
la determinacion del orden de los nucleétidos (A,
C, G y T) en un oligonucleétido de DNA. La piro-
secuenciacion es una técnica de segunda genera-
cién desarrollada a finales de la década de 1990.
Se basa en la deteccion de la secuencia especifi-
ca del material genético, acoplando la sintesis de
DNA a una reaccion quimioluminiscente, lo que
permite una rapida determinacién de secuencias
en tiempo real®. Se trata de una técnica no fluo-
rescente que mide la liberacion de pirofosfato en
una reaccion de polimerizaciéon mediante una se-
rie de reacciones enzimaticas acopladas que libe-
ran luz cada vez que se incorpora un nucleétido;
producen una imagen que se analiza para pro-
porcionar flujogramas que, una vez interpretados
por la computadora, devuelven las secuencias de
nucledtidos?.

IMPLICACIONES DEL DIAGNOSTICO
PRECOZ

El diagnéstico precoz permite una inter-
vencion oportuna a fin de identificar diversas
malformaciones, principalmente del sistema car-
diovascular, para evitar las complicaciones. Ade-
mas, facilita la prevencion o la correccion de la
estatura baja, los problemas de audicién y las
dificultades de aprendizaje, con la consiguiente
mejora de la calidad de vida®. En general, cuanto
mas se demora el inicio del tratamiento, mayor
es el déficit de altura y menor la probabilidad de
alcanzar la estatura normal del adulto, ademas de
impedir la iniciacién del tratamiento para el desa-
rrollo puberal en el momento adecuado.
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Al mismo tiempo, a pesar de ser dificultoso,
se puede mejorar la posibilidad reproductiva en
algunas personas con ST al permitir la criopreser-
vacion temprana de ovocitos o de tejido ovarico?®.

CONCLUSIONES

Gracias al avance tecnolégico de los distin-
tos métodos diagndsticos, es posible arribar a
un diagnostico precoz e iniciar el tratamiento de
forma temprana, lo que disminuye las complica-
ciones propias de la enfermedad (enfermedad
cardiovascular, alteraciones esqueléticas, desa-
rrollo puberal) y mejora la calidad de vida de
estas pacientes.
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Resumen

La placenta y los anexos extraembrionarios representan
una atractiva fuente de células para utilizar en la medicina
regenerativa. En particular, la membrana amnidtica tiene
células con caracteristicas de células madre, que han llamado
la atencion particular de médicos e investigadores del area.
Las células amnidticas epiteliales humanas (hAEC) tienen
caracteristicas Unicas y deseadas que las colocan por encima de
otras células madre, no solo por el potencial de proveer células
de manera ilimitada, por el ficil acceso a los tejidos y por las
minimas barreras éticas y legales asociadas con su obtencion,
sino también por expresar marcadores embrionarios de células
madre y por tener la capacidad de diferenciarse en las tres capas
germinales. Asimismo, no son carcindgenas y tienen propiedades
inmunosupresoras, lo que permitiria su trasplante alogénico. La
falla hepdtica es una de las mayores causas de morbimortalidad
en el mundo y pese a que el trasplante hepatico es la mejor forma
de tratar la falla hepdtica aguda y crénica, hay varios obsticulos
para ello. Las células madre han sido senaladas como una fuente
alternativa de hepatocitos por su potencial de diferenciacion en
este tipo celular. En particular, las hAEC tienen ciertas propiedades
que las vuelven atractivas para la obtencién de hepatocitos a
través de distintos protocolos de diferenciacion especificos. En
este trabajo, se revisan las caracteristicas generales de las células
madre aisladas del amnios de la placenta humana, asi como su
capacidad para diferenciarse en células hepdticas y también sus
propiedades regenerativas.

Palabras clave: Amnios, células amnidticas epiteliales, cé-
lulas madre, pluripotencia, placenta, diferenciacion hepatica.
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Abstract

The placenta and the extraembryonary tissues represent
an attractive source of cells for regenerative medicine. In
particular, the ammniotic membrane possess cells with stem
cells characteristics that have called researchers special
attention. The human amniotic epithelial cells (hAECs) bave
unique and desirable characteristics that position them over
other stem cells, not only for the unlimited potential supplied
of, the easy access to tissues and the minimal ethical and
legal barriers associated, but also for expressing embryo stem
cells markers and for their ability to differentiate to three
germ layers. In addition, the hAECs are not tumorigenic
and bave immunomodulatory properties, what would
allow allogeneic transplants. Hepatic failure is one of the
major causes of morbility and mortality worldwide, and
even though bepatic transplantation is the best way to treat
acute and chronic liver failure, there are several obstacles
related. Stem cells bave been bighlighted as alternative
bepatocytes source because their potential to differentiate to
this cell type. The hAECs in particular, have some properties
that make them attractive for bepatocyte differentiation,
through specific protocols. In this work, we will review the
general characteristics of the stem cells isolated from buman
ammnion, as well as their capacity to differentiate in liver
cells, and their regenerative properties.

Key words: Amnion, buman amniotic epithelial cells,
stem cells, pluripotency, placenta, bepatic differentiation.
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INTRODUCCION

Uno de los grandes desafios de la medicina
regenerativa es hallar una fuente segura y efecti-
va de células madre que pueda emplearse en el
tratamiento de distintas enfermedades. Las célu-
las madre embrionarias y adultas tienen potencial
terapéutico para la correccién de enfermedades
estructurales, congénitas o adquiridas. Sin embar-
go, existen limitaciones en el uso de estas células

en la clinica, referidas principalmente a conside-
raciones legales o éticas y a dificultades en su
obtencion, o a su carcinogenicidad. En los ulti-
mos anos, se ha prestado especial atencion a los
tipos celulares aislados de la placenta'. Esta es re-
conocida como una fuente abundante de células
multipotentes y pluripotentes. Los tejidos gesta-
cionales ofrecen considerables ventajas en rela-
cion con otros tejidos de los que se pueden aislar
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células madre: el potencial ilimitado de proveer
células, el facil acceso a esos tejidos, las minimas
barreras éticas y legales asociadas con su uso, la
obtencion sin necesidad de procedimientos inva-
sivos y, lo mas importante, no son carcindogenas.
La placenta, ademas, contiene células con pro-
piedades inmunomoduladoras. Las membranas
fetales estan compuestas por el amnios, el corion
y la decidua capsular®. El amnios es un tejido de
origen fetal formado por una capa epitelial de cé-
lulas que reposan sobre una membrana basal co-
lagenosa, seguida de una capa compacta acelular
llena de fibras reticulares, una capa de fibroblas-
tos y una capa esponjosa altamente higroscopica
con fibras, entre el corion y el saco amniético’.
Dos tipos de células madre pueden aislarse de la
membrana amnidtica humana: las células mesen-
quimaiticas estromales (hAMSC), distribuidas en
el estroma colagenoso, que yacen bajo el epitelio
amniotico, del que se aislan las células amnioticas
epiteliales (hAEC). Las hAEC delimitan el interior
de la placa coridnica, en contacto con el liqui-
do amnié6tico. Derivan del epiblasto pluripoten-
te, que da origen a las tres capas germinales del
embrion: endodermo, mesodermo y ectodermo?,
expresan marcadores normalmente presentes en
las células embrionarias o germinales y presen-
tan varias caracteristicas que las hacen atractivas
para la terapia celular®®. Las hAEC, ademas de
ser pluripotentes, tienen baja inmunogenicidad y
propiedades antiinflamatorias, su aislamiento es
sencillo, su origen no plantea dilemas éticos y se
obtienen en gran cantidad’!'. Las células amnioti-
cas no expresan telomerasa, no son carcindégenas
luego de su trasplante®, y expresan marcado-
res embrionarios de membrana, como SSEA-3 y
SSEA-4'2. Asimismo, expresan marcadores de cé-
lulas madre pluripotentes, como OCT-4, NANOG
y SOX-2, entre otros®'3,

Las células amniéticas epiteliales
humanas tienen multiples aplicaciones
y potenciales de diferenciacion

Las propiedades de las hAEC han sido reco-
nocidas desde hace muchos anos. La membrana
amnio6tica se utiliza en tratamientos de diferentes
enfermedades oculares, en la reconstruccién de
tejidos dafiados y en trasplantes de piel*. Ade-
mas, la variedad de esas propiedades, como pro-
mover la reepitelizacion, disminuir la inflamacion
y la fibrosis, e inhibir la angiogénesis, vuelve a la
membrana amnidtica de gran utilidad para distin-

tas aplicaciones clinicas'. Es posible crear un am-
nios artificial empleando hAEC en una matriz de
colageno que contenga fibroblastos estromales
amniéticos humanos. Se ha demostrado también
que el amnios promueve la curacion y regenera-
ci6én en modelos de enfermedad en animales?®.

Las hAEC redujeron la fibrosis pulmonar y
mejoraron la funcién cuando se trasplantaron
en modelos murinos y de oveja de dano pul-
monar; se diferencian en células epiteliales al-
veolares productoras de factor surfactante en el
pulmon'”®. Se ha demostrado que pueden dife-
renciarse en neuronas funcionales y células de la
glia en varios modelos de enfermedades neuro-
l6gicas. Son capaces de producir catecolaminas
in vitro y su trasplante en un modelo de enfer-
medad de Parkinson condujo a la produccién de
dopamina in vivo. En este sentido, en modelos
de lesién del cordon espinal en animales, lle-
varon a resultados beneficiosos sin inflamacién
ni rechazo. En monos con el cordén espinal
cortado, las hAEC ejercieron efectos reparado-
res y regeneradores y evitaron la muerte de las
neuronas axotomizadas después de 60 dias de
la inyeccion'?!. También repararon el dano de
neuronas colinérgicas, dado que pueden expre-
sar colinacetiltransferasa y acetilcolina?’. Al ser
trasplantadas en ratones con oclusién arterial
severa, fueron capaces de colonizar el sitio de
isquemia y de reducir el area afectada. Emplean-
do protocolos de diferenciacion especificos, las
hAEC se diferencian en células beta pancreaticas
secretoras de insulina, que normalizan la gluco-
sa en la sangre en ratones diabéticos?. Fujimoto
et al.** demostraron el potencial del trasplante
singeneico de células amnid6ticas en modelos de
infarto de miocardio en ratas. Las células tras-
plantadas se encontraron en el tejido cardiaco
en todos los tiempos estudiados; se observé una
reduccion del dafio del miocardio y se previno el
afinamiento miocardico. Numerosos laboratorios
informaron también la diferenciacion osteogéni-
ca®, condrogénica®, adipogénica® y hepatica®*?
de las hAEC. Esta ultima ha suscitado particular
interés, dada la relativa facilidad de esas células
para diferenciarse en hepatocitos maduros y fun-
cionales, asi como para colonizar el tejido dana-
do en los ensayos in vitro.

Otra aplicacién importante en la que se estan
empleando células madre es en el desarrollo y
las pruebas de farmacos. Las células derivadas
del amnios son candidatas ideales para estos
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ensayos in vitro. El éxito de las hAEC para di-
ferenciarse en hepatocitos o en cardiomiocitos
maduros podria ser clave. Los modelos preclini-
cos para estudiar la cardiotoxicidad son dificulto-
sos por la falta de modelos celulares adecuados
y los cultivos primarios de cardiomiocitos sanos
no estan facilmente disponibles. Al tener el po-
tencial de diferenciarse en cardiomiocitos, son
células valiosas en este campo. Asimismo, se di-
ferencian en hepatocitos y expresan genes he-
paticos y enzimas metabolizantes, incluido el
citocromo P-450". Una vez que las condiciones
de cultivo se encuentren optimizadas para pro-
ducir cardiomiocitos o hepatocitos maduros a
partir de las hAEC, habra una fuente inagotable
de células para estudiar el metabolismo de los
farmacos y para fines toxicologicos.

Por estas razones, el amnios representa una
fuente promisoria de células para utilizar en la
clinica.

Enfermedades hepdaticas y células madre

Las enfermedades hepaticas afectan a millo-
nes de personas en el mundo. La Gnica curacién
actual para el tratamiento de las enfermedades
hepaticas terminales causadas por exposicion
crénica a virus, consumo excesivo de alcohol, en-
fermedades metabdlicas y falla aguda es el tras-
plante ortotépico. Sin embargo, dadas la escasez
de donantes de 6rganos a corto plazo y la nece-
sidad de inmunosupresion luego del trasplante,
las terapias alternativas estian siendo intensamen-
te investigadas. El rapido incremento del conoci-
miento acerca de la biologia de las células madre
y de los procesos intrinsecos de reparacion he-
patica ha abierto nuevas oportunidades para el
uso de células madre en una plataforma de tera-
pias regenerativas en enfermedades hepaticas®.
Se han investigado numerosos tipos de células
como fuentes para la regeneraciéon hepatica, in-
cluidos hepatocitos adultos y fetales, poblaciones
de células madre intrahepaticas, células madre
hematopoyéticas derivadas de médula 6sea adul-
ta, progenitores endoteliales, células mesenqui-
maticas estromales, células madre embrionarias,
células madre pluripotentes inducidas y células
madre placentarias. Todas estas células, muy di-
ferentes entre si, utilizadas ya sea en suspension
o en combinaciéon con biomateriales como cons-
trucciones de tejido hepatico implantable, han
originado una gran expectativa sobre la regene-
racion hepatica.

La poblacion de células madre bipotentes intra-
hepaticas actia cuando se interrumpe la prolife-
racion, es deficiente o existe una lesiéon hepatica.
Frente a estas situaciones, las células madre emer-
gen, se activan y comienzan el proceso regenera-
tivo. La identificacion precisa de las células madre
endogenas y de los mecanismos que gobiernan
su proliferaciéon y diferenciacion en hepatocitos
maduros podria facilitar su maduracioén in vitro e
in vivo y hacerlas aplicables en la clinica. Las cé-
lulas madre fetales hepaticas aparecen durante la
embriogénesis, luego del establecimiento del en-
dodermo hepatico. Su capacidad para expandirse
clonogénicamente in vitro, su pluripotencia, y la
evidencia de que dan origen a hepatocitos madu-
ros impulsan su utilidad clinica en el trasplante y
la generacion de higados artificiales. Sin embargo,
los dilemas éticos y la probabilidad de que formen
teratomas o carcinomas en el receptor justifican su
uso solo para estudios preclinicos?®'. Varios tipos ce-
lulares distintos de los endégenos del higado han
demostrado potencial para contribuir al proceso
de curacion del higado dafiado. Las células madre
embrionarias son capaces de diferenciarse en célu-
las similares a los hepatocitos in vitro, producien-
do células que tienen algunas propiedades de los
hepatocitos maduros®. Los hepatocitos derivados
de hAEC presentan la tipica morfologia hepatica y
expresan genes especificos hepaticos, colonizan el
higado luego de su trasplante en ratones y los res-
catan de su muerte por dano hepatico. Las hAEC
proveen una herramienta valiosa para estudiar las
bases moleculares de la diferenciacion hepatica;
sin embargo, pese a los avances y la sofisticacion
de los protocolos existentes, los hepatocitos de-
rivados de las hAEC suelen fallar en su funcion
hepatica y hay un riesgo alto de carcinogenicidad
y de rechazo inmunitario, sumados a los dilemas
éticos y legales asociados a su utilizacion®. Las cé-
lulas madre pluripotentes inducidas (iPSC) pueden
ser eficientemente conducidas a diferenciarse en
hepatocitos. Su trasplante revirtié fallas hepaticas
fulminantes en modelos murinos, aumento la rege-
neracion y mejoro la funcioén. Las iPSC han renova-
do la esperanza de la medicina regenerativa porque
podrian emplearse para terapias personalizadas, y
su obtencion evita los problemas éticos y legales
y el rechazo inmunitario. No obstante, hay ciertos
puntos que aun necesitan ser resueltos, antes de
pasar esta tecnologia a la clinica, como la posibi-
lidad de reprogramacién incompleta; la formacion
de teratomas; el costo de las diferenciaciones; o la
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seguridad, tolerancia y eficacia a largo plazo*. Las
células madre multipotentes de la médula 6sea dan
origen a células del linaje hematopoyético, pese a
que hay informes que demuestran que pueden ge-
nerar otros tipos de células diferenciadas adultas
que contribuyen al proceso de reparacion del hi-
gado luego de una lesion®. De todas formas, tanto
en estudios clinicos como preclinicos, en ausencia
de presion selectiva, la verdadera contribucién de
las células madre de la médula 6sea es extremada-
mente baja para sustentar efectivamente la recupe-
racion hepatica.

Las células madre placentarias no solo expre-
san caracteristicas de las células hepaticas huma-
nas, sino que también han demostrado cumplir
varias funciones tipicas de los hepatocitos®*¥. Las
células madre mesenquimaticas de la placenta se
encuentran en la placenta vellosa y en otros ane-
x0s, incluso en la membrana amniética. Ademas
de las AMSC y las AEC pueden aislarse células
mesenquimaticas del corion (CMSC), del liquido
amnioético (AF-MSC), del cordén umbilical (UCB-
MSC) y de la gelatina de Wharton. Las células
mesenquimaticas de la placenta expresan los ti-
picos marcadores CD73, CD90 y CD105. Algunas
de las poblaciones de las células madre mesen-
quimaticas expresan genes presentes en los pro-
genitores hepaticos, lo que sugiere que podrian
diferenciarse en lineas hepaticas con un protoco-
lo adecuado. Las MSC de la membrana amnidtica,
del liquido amniético y de la gelatina de Wharton
expresan albumina, alfafetoproteina y citoquera-
tina-18. Las AMSC y las AEC también expresan el
factor nuclear hepatico-40. (HNF-4a0), un factor de
transcripcion clave, presente en los progenitores
hepaticos y en las células maduras®. Si bien las
células madre mesenquimaticas de la placenta son
capaces de diferenciarse en células similares a las
hepaticas in vitro, solo pocos estudios han inves-
tigado la capacidad para su diferenciacion in vivo,
o si la célula diferenciada puede ser trasplantada
y mejorar la funcion hepitica. Las UCB-MSC han
sido probadas en un modelo de falla hepatica ful-
minante y se informé que la funcién del higado
mejoré significativamente. Las células trasplanta-
das fueron positivas para la alfafetoproteina y para
la albimina luego de un mes, lo que indica que las
células trasplantadas se diferenciaron en una mez-
cla de hepatocitos maduros e inmaduros, si bien
el porcentaje de colonizacion fue bajo (menor del
1%)%. La diferenciacion in vivo de las AM-MSC en

modelos murinos de fibrosis también se observo,

pero solo un pequefio nimero de las células in-
yectadas se vieron en el higado®. Casos similares
se registraron en las células mesenquimaticas de
la gelatina de Wharton, pero las células trasplan-
tadas permanecieron indiferenciadas. Los estudios
demuestran que las MSC de la placenta son pro-
misorias para su diferenciaciéon en hepatocitos y
posterior trasplante; sin embargo, atin no presen-
tan el suficiente potencial para suplir las funciones
y el tejido de un higado dafiado y ser trasladadas
a la clinica.

En este contexto, las células madre amnioticas
epiteliales emergen como una fuente alternativa
promisoria de hepatocitos. El trasplante de hAEC
al higado tiene propiedades terapéuticas desea-
das, incluida la secrecion de metaloproteasas que
promueven fibrindlisis y un incremento en la con-
centracion de IL-10. En un modelo de enferme-
dad hepitica, el trasplante de hAEC dio lugar a
la colonizacién hepatica y a la disminucion de la
inflamacion, la fibrosis y la apoptosis®. Lin et al.#!
demostraron que la diferenciaciéon de hAEC en cé-
lulas similares a las hepaticas (CSH) puede perma-
necer viable y funcional luego de encapsularlas en
microesferas de alginato, y que expresan CYP3A4,
citocromo clave en la funcién hepatica.

Las células amniéticas epiteliales
humanas como células promisorias en
la curacion alternativa de enfermedades
hepadticas

En condiciones especificas de cultivo, las
células amnidticas epiteliales pueden adquirir
caracteristicas hepaticas especificas. Una gran
variedad de trabajos han investigado la diferen-
ciaciéon hepatica de las hAEC empleando pro-
tocolos que varian desde un simple paso con
factores de crecimiento e inductores hepaticos
hasta una exposicion secuencial de multiples pa-
sos con los mismos farmacos. El objetivo general
es obtener una rapida proliferacion celular segui-
da de la induccién de los progenitores hepaticos
y, finalmente, la maduracién y el mantenimiento
de los hepatocitos. Algunos estudios informa-
ron que las hAEC recién aisladas expresan cierta
diferenciacion hepatica primitiva en cultivo®#,
Los trabajos previos sugirieron que la membra-
na amniotica o las células epiteliales aisladas de
ella pueden ser trasplantadas de manera segura a
animales o a pacientes y que pueden ser utiles en
el tratamiento de las enfermedades hepaticas®,
Asi, basandose en su escasa inmunogenicidad, la
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no carcinogenicidad y su diferenciacién hepatica
relativamente sencilla, diversos estudios se han de-
dicado a buscar nuevos protocolos u optimizar los
existentes de manera de obtener hepatocitos ma-
duros a partir de hAEC indiferenciadas!>?7241:4247,
Para utilizarlas en la clinica de la manera mas efi-
ciente posible, deberia hallarse el momento 6pti-
mo durante su diferenciaciéon para el trasplante.
En este contexto, hacen falta estudios acerca de
los procesos celulares y moleculares que ocurren
durante la diferenciaciéon hepatica de las células
madre amniéticas. Pese a las ventajas relaciona-
das con el uso de las hAEC como células madre,
ciertas limitaciones permanecen sin resolver, dado
que se requiere un gran nimero de células para
su aplicacién en trasplantes e ingenieria de tejidos.
La cantidad de células que se obtiene por amnios
es, en promedio, de 50 a 100 millones’; sin embar-
go, las terapias celulares requeririan varios miles
de millones de cada linea diferenciada para trata-
mientos de multiples dosis y, fundamentalmente,
para prevenir los microquimerismos y las respues-
tas inmunitarias potenciales que surgirian por ha-
ber obtenido las células de multiples donantes.
Sakuragawa et al.?® informaron que las hAEC
en cultivo expresan albumina y alfafetoproteina in
vitro e in vivo. Se ha empleado un protocolo de
varios pasos para inducir la maduraciéon hepatica
de las hAEC y se han obtenido CSH que expre-
san marcadores hepiticos de fase tardia, inclui-
dos genes del citocromo P-450, esenciales para el
metabolismo de farmacos en hepatocitos funcio-
nales®. Otro estudio trasplanté hAEC en modelos
murinos de cirrosis inducida y demostré el efecto
antifibrético de estas células®™. Estos autores de-
mostraron la expresion de albiumina humana en
el suero de raton que debia ser secretada por las
células hepaticas derivadas de las hAEC. Por otro
lado, Maym¢ et al., empleando un protocolo sim-
ple de diferenciacion en dos pasos, con factor de
crecimiento epidérmico (EGF), dexametasona y un
medio rico de formulacién especifica, obtuvieron
CSH, que expresaron marcadores de hepatocitos
maduros y funcionales, como CYP3A4, albumi-
na y CYP7A1%. Este trabajo demuestra, ademas,
que el medio de diferenciacién empleado induce
proliferacion celular aumentando el nimero y me-
jorando la calidad de las CSH obtenidas. Existen
estudios que reportan la induccién de marcadores
hepaticos tempranos con la adicion del factor de
crecimiento hepatico (HGF), FGF-2, heparina de
sodio y oncostatina-M*. Marongiu et al. demostra-

ron la diferenciacion hepatica con un protocolo
sencillo de cocultivo de hepatocitos murinos con
hAEC, induciendo la maduraciéon hepatica de es-
tas2. Se observé que luego del trasplante de la
membrana amniética en el peritoneo de ratones
con dano hepatico puede detectarse albtimina hu-
mana en el suero?. Asimismo, se ha demostrado
que el trasplante de hAEC en ratones inmunode-
ficientes deriva en la deteccién de o -antitripsina
circulante, lo que confirma que estas células pue-
den desarrollar una funcion hepatica in vivo. En
animales con cirrosis hepatica tratados con hAEC,
se hallaron células positivas para citoqueratinas en
los conductos biliares y algunos de ellos parecian
estar totalmente humanizados’.

El gran namero de trabajos que investigan la
diferenciacion y la capacidad regenerativa hepati-
ca de las células amnidticas muestran el potencial
prometedor de esas células en esta area de la me-
dicina regenerativa.

Aplicaciones clinicas y perspectivas

El potencial de diferenciacion hepatico de las
hAEC sugiere su utilidad en el campo de las te-
rapias celulares frente a trastornos metabdlicos
congénitos del higado. Aproximadamente uno de
cada 1.500 ninos nacen con un trastorno metabo6-
lico y muchos de estos errores en los procesos
sintéticos o metabolicos involucran el higado. Los
datos sugieren que un reemplazo celular del 5%
por hepatocitos sanos seria suficiente para me-
jorar la vida de los pacientes. Las células sanas
deberian expresar Unicamente la enzima danada,
sin necesidad de una diferenciacién hepatica com-
pleta. Las hAEC derivadas de hepatocitos son una
fuente atractiva para este reemplazo. Uno de los
estudios preclinicos comprob6é que los animales
con enfermedad metabdlica inducida inyectados
con hAEC diferenciadas presentaron una supervi-
vencia del 80%%.

La mayoria de las enfermedades hepaticas es-
tan causadas por diversas agresiones al higado que
progresan desde la inflamacion (hepatitis) hasta la
fibrosis. El mecanismo patogénico de inflamacion
y fibrosis puede ser solucionado con las propieda-
des inmunomoduladoras de las hAEC. Estas célu-
las son capaces de atenuar la respuesta linfocitica
y su medio condicionado puede suprimir la activa-
cion de las células estelares hepaticas™.

En varios modelos de cirrosis hepatica se com-
probd la eficacia terapéutica de las hAEC. El grupo
de Parolini logré modular la gravedad y progresion
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de la fibrosis aplicando un parche de membrana
amniotica en la superficie de un higado de rata
dafiado®!. Otro estudio demostré que el trasplante
sistémico de hAEC en ratones con fibrosis hepati-
ca mejord significativamente la funcion, y dismi-
nuyo la activacion de células hepaticas estelares y
la produccién de quimiocinas proinflamatorias®.

En 2017 se inici6 el primer ensayo clinico en
fase I con hAEC alogénicas en pacientes con ci-
rrosis hepatica. Las células se inyectaron por via
intravenosa, con distintos esquemas, en 12 pacien-
tes voluntarios®*>. Este estudio producird novedo-
sos resultados y expectativas para el uso futuro de
las células amnidticas en la clinica.

CONCLUSIONES

Existe una necesidad terapéutica de hallar estra-
tegias celulares para tratar las enfermedades hepa-
ticas, en las que han ido creciendo las diferencias
entre la demanda vy la disponibilidad de donantes.
Las terapias que utilizan hepatocitos estan dispo-
nibles en la clinica, pero atin deben resolverse al-
gunos problemas, como la seguridad a largo plazo,
la tolerabilidad y la eficacia del tratamiento. Asi, el
reto actual incluye el desarrollo de procesos fiables
y eficientes de diferenciacion, evadiendo problemas
de carcinogenicidad y con produccién de células
en gran escala. Las células madre amnidticas epi-
teliales tienen cuatro caracteristicas Unicas que las
hace especiales para la medicina regenerativa y de
trasplantes: sus propiedades inmunomoduladoras,
su capacidad para diferenciarse en las tres capas
germinales, su origen sin cuestionamientos éticos
y su falta de carcinogenicidad. Estas propiedades
convierten a este tipo celular en un importante can-
didato para ser empleado como fuente alternativa
de células en pacientes que requieren un trasplante
de hepatocitos. No obstante, antes de su uso en la
clinica, deben definirse no solo la dosis adecuada,
sino también los distintos momentos para el tras-
plante bajo evaluaciones estrictas.

Las enfermedades hepaticas representan un pro-
blema grave de salud mundial y los tratamientos
actuales no son suficientemente efectivos para so-
lucionar la mortalidad asociada. Los variados proto-
colos de diferenciacion desarrollados por distintos
grupos han demostrado que las hAEC pueden dife-
renciarse con éxito en hepatocitos maduros y fun-
cionales. Mas ain, cuando se las emple6 en estudios
preclinicos con modelos de enfermedad hepatica en
animales, mostraron tener un alto potencial rege-
nerativo. Dada la gran cantidad de requerimientos

para que una célula madre sea clinicamente apli-
cable, se necesitan mas estudios que aseguren la
identidad de los marcadores de superficie de las
células trasplantadas, asi como las condiciones de
cultivo que permitan la expansion celular sin alterar
las caracteristicas. Se debe continuar acumulando
evidencia cientifica para utilizar de manera segura
el potencial terapéutico de las hAEC. Son necesarios
mas estudios que incluyan una evaluacion integral
del proceso de diferenciacion de estas células, de
manera de establecer el momento 6ptimo, en cuan-
to a calidad y cantidad, para su trasplante.

Las hAEC son extremadamente seguras y han
demostrado eficiencia terapéutica en modelos de
enfermedades en general, y de patologias hepaticas
en particular, en animales. Asi, una vez establecido
un mecanismo de tratamiento, las aplicaciones cli-
nicas de estas células para los pacientes con enfer-
medades hepaticas se encontraran en un futuro mas
cercano.
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ANALISIS CRITICO

El endometrio humano como sensor de calidad embrionaria

The human endometrium as a sensor of embryo quality

Nick S. Macklon y Jan J. Brosens

Biology of Reproduction 2014; 91:98, 1-8

Resumen

La reproduccién humana se caracteriza por un
alto grado de pérdida de embriones, atribuible en
gran parte a una alta prevalencia de aneuploidia
embrionaria. Se propone que ciertas estrategias
maternas hayan evolucionado para evitar la im-
plantaciéon de embriones poco viables. La clave
de esto es el concepto emergente del endometrio
como biosensor, identificado por primera vez en
sistemas de cocultivo humano in vitro de células
de endometrio decidual/embrionario y confirma-
do recientemente en modelos de ratén in vivo.
En esta revision, se esbozan las crecientes eviden-
cias del endometrio como biosensor y los conoci-
mientos recientes sobre las sefiales embrionarias
que el endometrio detecta y los procesos biol6-
gicos mediante los cuales se cree que esta senal
se convierte en una respuesta endometrial favo-
rable o desfavorable. Finalmente, se abordan las
implicaciones clinicas de este nuevo paradigma
del utero exigente.

Comentario
Dr. A. Gustavo Martinez

Este trabajo plantea una nueva e interesante pers-
pectiva en el abordaje de la implantacion embriona-
ria, colocando al endometrio como el encargado de

evaluar la calidad embrionaria y de permitir o no
una implantacion exitosa. Esto abre un nuevo campo
de estudio y desarrollo en el tema sobre todo para
aquellos que trabajamos en medicina reproductiva.

Hasta el momento en el campo de la fecunda-
cion in vitro hemos logrado avanzar en muchos
aspectos llegando a un limite dificil de superar. En-
tre los logros mas destacados podemos enumerar
la mejora en la estimulacion ovarica, en los medios
de cultivo, en los sistemas de cultivo, en la transfe-
rencia embrionaria y en la criopreservacion.

Se ha logrado el desarrollo de mejores protoco-
los de estimulacion ovarica empleando nuevas estra-
tegias adaptadas a los diferentes tipos de pacientes
(bajas, normo y alta respondedoras). Empleando,
ademas, hormonas de mejor calidad ya sea por su
alto grado de purificacién o directamente por ser de
origen recombinante.

Los medios de cultivo han llegado a un punto
de avance tal que son muy parecidos al medio tu-
barico/uterino natural, proveyendo de esta mane-
ra el ambiente mas adecuado para el desarrollo
embrionario. Esta evolucién ha sido acompanada
por el desarrollo de incubadoras que emplean las
mismas concentraciones de gases que el embrién
encuentra en las trompas y el dtero y por el de-
sarrollo de mejores plasticos para realizar un cul-
tivo exitoso.
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Los catéteres de transferencia han sido mejo-
rados a punto tal que la dificultad en el procedi-
miento practicamente ha desaparecido.

Para aquellos embriones que por alguna causa
deben ser criopreservados hoy contamos con la
vitrificacion que nos provee de un método de alta
eficiencia y que nos asegura que el embrién ten-
dra la misma chance de implantar que si hubiera
sido transferido en fresco.

Finalmente, hoy tenemos la capacidad de eva-
luar la conformacién cromosémica y, en algunos
casos, genética del embrion para determinar cual
es el mejor embrién para transferir.

Pese a todos estos logros todavia hay una gran
cantidad de embriones que no implantan o, mas
aan, implantan pero no logran continuar su evo-
lucién en muchas pacientes en reiteradas oportu-
nidades. Recientes trabajos han demostrado que
pese a transferir embriones de excelente morfo-
logia, con buena velocidad de crecimiento y que
revelaron ser euploides luego de un analisis cro-
mosomico, todavia hay un 30% de ellos que fallan
y no logran implantar (Hardarson et al., 2015).
Ademas, se sabe que al menos 15-20% de los em-
barazos registrados abortan no logrando llegar a
término (Larsen et al., 2013).

Hasta el presente no se ha logrado una es-
trategia terapéutica exitosa para las fallas de
implantacién y los abortos recurrentes. Es claro
que, si bien se ha avanzado mucho en el estudio
de la implantacién embrionaria, todavia quedan
por resolver cuestiones auin desconocidas sobre
el proceso que se nos presenta como una “caja
negra” de dificil abordaje.

En este trabajo se presenta una nueva pers-
pectiva sobre el tema, mostrando evidencia de
una importante participaciéon del endometrio
decidualizado en el éxito de la implantacion. De
esta forma surge la posibilidad de lograr nuevas
opciones terapéuticas.

Aqui se presenta al epitelio endometrial con
la capacidad para reconocer y responder a un
embrién de buena calidad, dandole al epitelio
decidualizado la funciéon de seleccionar al em-
brién. Si bien este nuevo modelo requiere ma-
yor validacién, abre un nuevo horizonte para la
investigacion y el tratamiento de la insuficiencia
reproductiva temprana.

Existe una notable prevalencia de aneuploi-
dias en los embriones humanos, lo cual exige el
desarrollo de medios eficaces de prevencion de
la implantacion de estos embriones cromosémi-

camente anormales y que no deberian desarrollar
un embarazo. El trabajo sugiere que la menstrua-
cién ha surgido como una estrategia adaptativa
para la deteccion temprana y el rechazo activo
del desarrollo de embriones anormales, propo-
niendo que la regeneracién ciclica del endome-
trio proporcionaria un mecanismo para reponer
el endometrio manteniendo la capacidad de re-
ceptividad y selectividad, lo que aumenta la pro-
babilidad de éxito reproductivo. En presencia de
un embrion de buena calidad es probable que la
respuesta del epitelio sea interpretar y amplificar
sus sefiales, haciendo que la capa decidual sea
mas receptiva a la invasion del trofoblasto. Por el
contrario, en presencia de un embriéon de mala
calidad no se activa el envio de sefiales.

Existe suficiente evidencia experimental y cli-
nica que apoya este modelo en el que se presenta
una respuesta endometrial de dos tipos: seleccion
y reconocimiento de la implantacién embriona-
ria. Las aplicaciones de este modelo en la clinica
poseen un gran potencial. Hasta el presente, las
intervenciones clinicas dirigidas a tratar la falla
de implantacion y el aborto recurrente han sido
ineficaces. Una mayor comprensioén de estos pro-
cesos fisiologicos puede revelar que el fallo de
implantacién reiterado y el aborto recurrente son
causados por un desequilibrio funcional de este
sistema endometrial. En el caso del fallo reiterado
de implantacién reflejando un fenotipo “sobre-
selectivo” en el del aborto recurrente mostrando
un endometrio insuficientemente exigente.

Queda como interrogante el desentrafar los
procesos moleculares que controlan la transicién
adecuada de un fenotipo de endometrio recepti-
vo a uno selectivo. Una vez aclarado esto comple-
tamente, se esperan nuevos y efectivos métodos
para modular la implantacién. De esta forma
podremos dar respuesta a numerosas pacientes
que presentan fallas reiteradas de implantacion y
abortos recurrentes de origen desconocido.

Comentario
Dr. Alberto Valcdreel

La gran mayoria de las pacientes que reali-
zan tratamientos de reproduccion asistida de alta
complejidad, producen embriones para transferir,
pero sélo una parte de ellos logra una implanta-
cién adecuada. La mayor parte de los embriones
transferidos no implanta, o implantan y se pier-
den tempranamente.
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Historicamente, se ha responsabilizado de estas
pérdidas tempranas a las alteraciones cromosomicas
presentes en los embriones. Asi, a lo largo de su
vida reproductiva, el endometrio de una mujer reci-
be una gran cantidad de embriones poco viables, de
los que debe evitar su implantacion.

Este trabajo pretende explicar una estrategia
evolutiva para prevenir esta situacion. Estos auto-
res describen, a partir de una creciente evidencia
cientifica disponible, el modelo del endometrio de-
cidualizado como biosensor de la calidad embriona-
ria. Seguin postulan, esta capacidad como biosensor
radica en el fenotipo decidual. El embriéon envia
una senal, la cual es detectada por el endometrio, el
que interpreta y da una respuesta permitiendo o no
la implantacion. De esta manera, existiria una res-
puesta en dos etapas del endometrio que incluiria
el reconocimiento y la selecciéon embrionaria. En la
primera de ellas estaria involucrado el epitelio lu-
minal. Una vez que el embrién ha traspasado con

éxito el epitelio luminal, continia la siguiente etapa,
donde las células deciduales activan la migracion
y la encapsulacion del embrion en el estroma en-
dometrial. Si alguna de estas dos etapas fallan, el
embrioén no sera evolutivo. Esta vision activa de las
células deciduales durante la implantacion permite
abrir un nuevo campo de investigacion aplicable a
las fallas de implantacion, fenémeno que se presen-
ta muy frecuentemente en las técnicas de reproduc-
cion asistida.
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Resumen

La patogénesis de la endometriosis, una en-
fermedad comun, benigna pero debilitante en
las mujeres, permanece elusiva. La teoria ac-
tualmente sostenida de las stem cells postula que
células progenitoras/stem circulantes son depo-
sitadas fuera del utero donde se diferencian en
estroma y tejido glandular para establecer la
endometriosis. Para contrastar esta hipotesis es
fundamental dilucidar la evolucién de ambos ti-
pos de tejido. Aqui aplicamos PCR digital en go-
tas para analizar mutaciones pasajeras somaticas
sin sentido y sin6nimas, que son neutrales res-
pecto de la seleccion clonal, entre seis lesiones

endometriésicas no superficiales. Encontramos
que de entre 19 mutaciones secuenciadas, to-
das estaban significativamente enriquecidas en
componentes epiteliales pero no en estromales
en cada lesiéon examinada. Nuestros datos indi-
can que la evoluciéon de la endometriosis no su-
perficial es compleja, que el epitelio es clonal y
que su desarrollo es independiente del estroma,
proveyendo una nueva vision en la génesis de la
endometriosis.

Este trabajo ha sido comentado por Lac y
Huntsman en “Distinct developmental trajecto-
ries of endometriotic epithelium and stroma: im-
plications for the origins of endometriosis”.






