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Tapa

Participacién del receptor LPA3 en el desarrollo de la placenta a término. la ablacién farmacolégica del receptor [PA3 durante la implan-

| focién embrionaria modula evenfos relevantes, como la decidualizacion, que presentan consecuencias sobre la placentacion y el desarrollo
fetal, lo que compromete el éxito de la gestacion. El andlisis histologico de las placentas exhibe diferencias entre aquellas provenientes del
3 cuemo uterino inyectado con DGPP y los tejidos placentarios provenientes del cuemo conirol.

% A) Placentas provenientes del cuemo control que presenian una arquitectura conservada del tejido donde se distinguen las tres zonas
caracteristicas de la placenta de rata a término: la decidua basal, que contiene las arterias espiraladas; las células gigantes del trofoblasto
ubicadas en la zona basal y el laberinto que contiene la sangre matemna y la fetal. B) Las placentas correspondientes a los sitios no reab-
sorbidos presentes en los cuemos inyectados con DGPP exhiben un engrosamiento de la zona basal con un incremento notable de células
frofoblasticas gigantes y de glucdgeno. C) Mayor aumento del gran aumento de la extravasacion erifrocitaria presente en la decidua

B8 basal. la zona basal es rica en células de glucdgeno que constituyen una importante fuente de lipidos y azicares, sugiriendo que

£ esta alteracion podria denotar una respuesta del tejido frente a la lesion con el fin de continuar supliendo los nutrientes necesarios
| para el desarrollo y crecimiento del embrién. L laberinto, ZB: zona basal, CG: células de glucégeno, EE: extravasacion erifrocitaria.

Autoras: Micaela S. Sordelli, Jimena S. Beltrame, Vanesa A. Cafumil, Maria Laura Ribeiro.
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Participacion del receptor LPA3 en el desarrollo de la placenta
a término

Participation of LPA3 receptor in placenta development at term
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Resumen

Objetivo: previo a la redaccion del presente manuscrito hemos
publicado estos resultados que hoy consideramos como antecedentes.
El acido lisofosfatidico promueve la decidualizacion en el ttero de
rata via el receptor LPA3. Por lo tanto, el objetivo fue investigar la
participacioén de LPA3 en el desarrollo de la placenta a término.

Materiales y métodos: un grupo de ratas Wistar en el dia 5
de prefiez recibi6 una dosis intrauterina de DGPP (antagonista de
LPA3) o vehiculo (control) y se las sacrifico en el dia 21. Previamente
describimos  que este tratamiento aumenta la reabsorcion
embrionaria sin modificar el nimero de sitios de implantacién. Por
lo tanto, en los sitios controles fue posible discriminar la placenta,
el utero y la decidua. En los sitios reabsorbidos se aislaron la
unidad feto-placentaria, el tdtero y el boton decidual. Se realizaron
estudios macroscopicos y microscopicos.

Resultados: no se observaron diferencias en la morfologia
histologica del ttero proveniente de los sitios de implantacion
control y no reabsorbido frente a los reabsorbidos presentes en el
cuerno tratado con DGPP. Las placentas control presentaron una
arquitectura tisular conservada acorde con su edad gestacional.
Sin embargo, las placentas de los sitios no reabsorbidos
exhibieron una zona basal engrosada con un aumento en el
contenido de glucégeno y de células gigantes. Las placentas de
los sitios reabsorbidos presentaron una arquitectura totalmente
desorganizada, con grandes depésitos de fibrina, nicleos
picnéticos, extravasacion eritrocitaria e infiltracion con neutréfilos.

Conclusiones: la ablacion farmacologica del receptor LPA3
durante la implantacién embrionaria modula eventos relevantes, como
la decidualizacion, que tienen consecuencias sobre la placentacion y
el desarrollo fetal, comprometiendo el éxito de la gestacion.

Palabras clave: dcido lisofosfatidico, LPA3, implantacion,
decidualizacion, placentacion.

Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecolégi-
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Abstract

Objective: we previously observed that lysophosphatidic
acid modulates decidualization in the rat uterus through LPA3
receptor. Therefore, the aim of this study was to investigate the
role of LPA3 in placenta development at term.

Materials and methods: Wistar rats on day 5 of
pregnancy received an intra-uterine dose of DGPP (LPA3
receptor antagonist) or vebicle (control). Rats on day 21 of
gestation were sacrificed. Previously we described that this
treatment induces embryonic resorption without changes in
the number of implantations sites. Therefore, in the control
born, the placenta, the uterus and the decidua were extracted.
In the DGPP born, the feto-placental units, the uterus and the
decidua were separated. Micro and macroscopic studies were
performed.

Results: bistological studies of the uterus show mno
morphological differences between control, non-resorbed
and resorbed implantation sites. Placentas obtained from
control sites, exhibited the typical architecture for their
gestational age. However, placentas from not resorbed sites
showed a wider basal zone with an increase in the glycogen
content and the number of giant cells. Finally, placentas from
resorbed sites displayed a completely disorganized structure
with fibrin deposits, picnotic nuclei, erythrocyte extravasation
and neutrophil infiltration.

Conclusions: the pharmacological ablation of LPA3
receptor during the window of implantation modulates
primordial events as decidualization that bas strong
consequences in placentation and the well-being of the fetuses,
thus affecting pregnancy outcome.

Key words: lysophosphatidic acid, LPA3, implantation,
decidualization, placentation.
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INTRODUCCION

En la especie humana, sélo el 30% de los
embriones fecundados logran implantarse, es
decir que solo un tercio de los ciclos en los que
hubo fecundacion terminan en un embarazo.
Estas cifras impactan en la salud materno-fetal si
se tiene en cuenta que 300.000 mujeres mueren
por afio en el mundo debido a complicaciones

durante el embarazo y el parto'. El 99% de estas
muertes suceden en paises en vias de desarrollo y
en la mayoria de los casos podrian reducirse si se
implementara un sistema preventivo de cuidados
obstétricos. Ademas, la Declaracion de las Naciones
Unidas ha establecido como cuarto objetivo de
desarrollo del milenio reducir la mortalidad infantil
y como quinto, mejorar la salud materno-fetal®.
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En particular, en la Argentina se estima que la
prevalencia de la infertilidad oscila entre el 10% y
el 15% de la poblacién en edad reproductiva y se
calcula que un millén y medio de parejas tendrian
dificultades para procrear en algin momento de su
vida (Centro de Investigaciones en Medicina Repro-
ductiva, CIMER). El Ministerio de Salud bonaeren-
se inform6 que los hospitales provinciales reciben
unas 5.000 consultas anuales por problemas de fe-
cundidad, lo que pone de relevancia la imposibili-
dad de lograr un embarazo exitoso.

La implantacion del embrién en la cavidad
uterina implica eventos fisiol6gicos claves como
la decidualizacion y el remodelado vascular, los
cuales son fundamentales en la placentacién y en
el éxito de la gestacion.

La formacion de nuevos vasos sanguineos y la
coordinacién de los procesos vasculares en la in-
terfase materno-fetal garantizan un flujo sanguineo
adecuado en respuesta a la demanda metabdlica
del embrion*>. Dichos eventos se encuentran re-
gulados por numerosos factores de crecimiento,
citoquinas y quemoquinas’. Por su parte, la deci-
dualizacion implica la proliferacion y diferenciacion
de fibroblastos del estroma endometrial en células
deciduales. La decidua es un tejido transitorio que
sostiene el desarrollo embrionario, regula la res-
puesta inmunitaria materna y controla la invasioén
del trofoblasto en el ttero”®.

La interaccion entre el trofoblasto y la decidua
materna es fundamental para el éxito de la im-
plantacién y el desarrollo normal del embarazo.
Se describi6é ampliamente que alteraciones en las
funciones del trofoblasto estan asociadas a pato-
logias placentarias como la preeclampsia, la res-
triccion del crecimiento intrauterino o las fallas
implantatorias multiples®°.

En los ultimos afios, la biologia de los lipidos
ha ido emergiendo como un area de significativo
interés terapéutico gracias al conocimiento de la
senalizacion molecular y fisiolégica que estas mo-
léculas desempefian durante la gestacion. En la in-
terfase materno-fetal se establece un dialogo en el
que participan mediadores lipidicos. En particular,
el acido lisofosfatidico (LPA), a través de la union
a receptores acoplados a la proteina G participa en
eventos reproductivos como la espermatogénesis,
la funcién sexual masculina, la funcién ovarica, la
fecundacion, el espaciamiento de los embriones, la
implantacion, la decidualizacién, el mantenimiento
de la gestacion, el parto y algunas patologias rela-
cionadas con estos procesos'', Ademds, a través

de la producciéon de quemoquinas inducidas por el
LPA, las células del trofoblasto humano del primer
trimestre regulan la angiogénesis de las células en-
doteliales y la activacion del sistema inmune innato
durante la gestacién temprana®.

Hasta el momento, el rol mas significativo del
LPA en reproduccion involucra la sefializacién
mediada por el receptor LPA3 en la implanta-
cion del blastocisto en el endometrio materno.
Se ha informado que ratones deficientes en los
receptores LPA1 y LPA2 pueden reproducirse
normalmente. Sin embargo, las hembras deficien-
tes en LPA3 presentan un retardo en el inicio de
la implantacién, espaciamiento aberrante de los
embriones en el tracto uterino, reduccién en el
tamafio de la camada y aumento en el peso de
las crias'’. Este fenotipo es intrinseco a los tejidos
maternos, ya que la transferencia de embriones
wild type a hembras deficientes en el receptor
LPA3 (LPA37) no corrige los defectos descriptos
antes. Sin embargo, la transferencia de embriones
LPA3”- a hembras wild type no genera dificultades
en el proceso de implantacion. Estos hallazgos
sugieren que la via de senalizacion del LPA mo-
dula la implantacién embrionaria durante la ges-
tacion temprana en los mamiferos.

La enzima lisofosfolipasa-D (Lyso-PLD), también
conocida como autotaxina, participa en la sintesis
del LPAY. La actividad de Lyso-PLD se detecta en
sangre periférica y se correlaciona fuertemente con
la concentraciéon de LPA circulante'®. El grupo de
Tokumura'®* describié un aumento gradual en la
actividad de la Lyso-PLD en el suero de mujeres a lo
largo de la gestacion. Este incremento en la activi-
dad de la enzima es ain mayor en las gestantes con
trabajo de parto, sugiriendo que el LPA podria par-
ticipar en el mantenimiento del embarazo. El grupo
de Twasawa?! encontr6 que la placenta humana ex-
presa Lyso-PLD en los tres trimestres del embarazo,
predominantemente en las células del trofoblasto y
que su expresion placentaria se incrementa a medi-
da que avanza la gestacion. En conjunto, estos ha-
llazgos sugieren que el trofoblasto seria la fuente
principal de LPA durante el embarazo. Cabe desta-
car que las pacientes con fallas repetidas en la im-
plantacién presentan menores niveles de expresion
proteica de LPA3 en el endometrio®.

En nuestro laboratorio, estamos interesados en
el rol que cumplen los mediadores lipidicos en la
interfase materno-fetal. Previamente, describimos la
participacion del LPA y su receptor LPA3 en los pro-
cesos de remodelado vascular y decidualizacion en
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la gestacién temprana, sugiriendo que la sefaliza-
cion mediada por LPA participa en el desarrollo de
la decidua y la neovascularizacion de los sitios de
implantacion®?, Ademads, observamos que el LPA, a
través del LPA3, promueve la adquisicion del fenoti-
po endovascular del trofoblasto humano de primer
trimestre y la interacciéon con células endoteliales
favoreciendo el remodelado vascular de la interfa-
se materno-fetal?>*. Estos mecanismos se dan en el
marco de la regulacion de las hormonas esteroideas
estradiol y progesterona®. Nuestros resultados, jun-
to con los de otros autores, permiten postular al
LPA3 como uno de los puntos de control del proce-
so de implantaciéon embrionaria.

Para validar nuestras observaciones, decidimos
investigar la relevancia del LPA3 en un modelo
de implantacién in vivo, utilizando como mode-
lo experimental la rata prefiada. Detectamos que
la ablacion farmacolégica del receptor LPA3 en la
ventana de implantacion produce un espaciamien-
to aberrante de los embriones e incrementa el por-
centaje de reabsorcion embrionaria en los dias 8
y 15 de gestacion®®. En los sitios de implantacion
reabsorbidos observamos multiples anomalias. En
particular, hallamos una disminucién en la longi-
tud transversal de las arterias uterina y arcuata, los
principales vasos que irrigan el utero, y una dis-
minucion en la expresion del mRNA de conocidos
mediadores de la vascularizacion (IL-10, VEGF-A,
VEGF-R1). El anilisis de la microvasculatura indi-
ca que los sitios reabsorbidos presentan un menor
nuimero de vasos sanguineos cuyas circunferencias
son mayores. En los sitios de implantacion reabsor-
bidos del dia 8 y en las placentas del dia 15 detec-
tamos hemorragia, infiltracién de células inmunes,
depositos de fibrina, extravasacion eritrocitaria y
desorganizacion de la arquitectura histologica.

Dado que el desarrollo de la placenta es un
proceso continuo y dinamico con diferentes fun-
ciones durante la gestacion, decidimos investigar
el impacto de la falta de funcionalidad del receptor
LPA3 en las placentas de rata a término. Estos es-
tudios son relevantes considerando que se ha pos-
tulado que los cambios en el remodelado vascular
sufren una regresion hacia el final del embarazo,
siendo relevantes en el tercer trimestre previo al
desencadenamiento del parto®. Por lo tanto, con-
tinuando con el abordaje del modelo in vivo des-
cripto en los dias 8 y 15 de prefiez, proponemos
como objetivo principal del presente trabajo pro-
fundizar el estudio de la importancia del receptor
LPA3 en el desarrollo de la placenta a término.

MATERIALES Y METODOS
Modelo experimental

Declaracién ética

Los procedimientos experimentales fueron apro-
bados por el Comité de Cuidado de Animales del
Centro de Estudios Farmacol6gicos y Botanicos
(CEFYBO-CONICET) y por el Comité Institucio-
nal del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Medicina (Universidad
de Buenos Aires), nimero de permiso 2550/2010.
Ademas, los experimentos se llevaron a cabo en
conformidad con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (NIH). Todos los animales
fueron proporcionados por el bioterio de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Buenos Aires.

Animales

Utilizamos ratas adultas de la cepa Wistar de
peso homogéneo (200-300 g), mantenidas en
condiciones de temperatura (23-25°C) y ciclos
de luz-oscuridad (12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad) constantes. Los animales recibieron
alimento y agua ad libitum. Las hembras se pu-
sieron en apareo con machos de la misma cepa
y se verifico el estado de prenez mediante un
extendido vaginal. Se observo en el microscopio
optico (aumento 100X) la presencia de esperma-
tozoides, considerandose este como el primer dia
de gestacion. La prefiez en esta cepa de ratas dura
22 dias en las condiciones de nuestro bioterio.

Las ratas prefiadas se separaron del resto de
los animales y se mantuvieron en las mismas con-
diciones hasta el momento de los tratamientos y
del sacrificio.

Los tejidos provenientes de las hembras sa-
crificadas en el dia 21 de gestacion se utilizaron
para la descripcion morfolégica de los ensayos
macroscoOpicos y microscopicos.

Efecto de la administracién intrauterina
de DGPP sobre el desarrollo de la
placenta a término

Se utiliz6 un modelo de inyeccién intrauterina
de DGPP para investigar la participacion del LPA y
su receptor LPA3 en el desarrollo de la placenta a
término en la rata, seguimos una estrategia farma-
cologica in vivo.

Durante la prefiez temprana en la rata, el blas-
tocisto alcanza la luz del utero entre los dias 4 y 5
de gestacion y la implantacién ocurre durante la
tarde-noche del dia 5. Las hembras en el dia 5 de
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gestacion recibieron por la mafiana una dosis tnica
intrauterina de DGPP, el antagonista selectivo del
LPA3 (0,1 mg/kg, volumen final de inyeccion 2 ub),
en el cuerno izquierdo. El cuerno derecho se inyec-
té con 2 pl de vehiculo y se tom6 como control. Las
hembras fueron sacrificadas en el dia 21 de gesta-
cién en una camara saturada de diéxido de carbono
seguido de dislocacién cervical.

A continuacién, se diagrama el protocolo de
administracion del DGPP (Fig. 1):

)
o ?‘é‘@x@

\@‘%\&\ w®
Dia 1 Dia 5 Dia 21

]
&
DGPP Vehiculo
(antagonista selectivo

del receptor LPA3)

Figura 1: Profocolo de administracion de DGPP.

Estudios macroscépicos

Los animales fueron sacrificados en el dia 21
de prenez y, en los casos en que fue posible, se
separé el utero de las placentas y los fetos. Sin
embargo, en los casos en los que hubo reabsor-
cién embrionaria no se pudo separar el feto de
la placenta vy, por lo tanto, se separ6 el utero de
la unidad fetoplacentaria (UFP) completa. En to-
dos los casos se tomaron fotografias, se registré
el peso de los 6rganos y se conté el nimero de
sitios de implantacion normales y reabsorbidos.

Estudios microscépicos

En el caso de los sitios de implantacion control
y no reabsorbidos se extrajeron el utero, las
deciduas y las placentas. En los sitios reabsorbidos
se aislaron las UFP del udtero y la decidua. Los
tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4%
durante 18 horas a 4°C. Luego, se deshidrataron
mediante sucesivos pasajes en alcoholes (desde
70% hasta 100%). Cada incubacién se realiz6é por
18 horas a temperatura ambiente. Se efectuaron
cortes de 4 uym con micrétomo (Leica RM 2125,
Wetzlar, Alemania) y se montaron en portaobjetos
xilanizados al 2%.
con hematoxilina-eosina durante 15 segundos
para evaluar la morfologia general del tejido e

Las secciones se tifieron

identificar los tipos celulares presentes en €l. Se
utiliz6é un microscopio Nikon Eclipse 200 (NY, EE.
UU.) para tomar las fotografias de los uteros, las
placentas, las deciduas y las UFP.

Anadlisis estadistico de los datos

El analisis estadistico se realiz6 con el pro-
grama Infostat (Cérdoba, Argentina). La compa-
racion entre la varianza de los distintos grupos
experimentales se efectué mediante la prueba de
ANOVA de un factor, seguida de una compara-
cion multiple de Tukey. Para el caso de dos trata-
mientos, se empleo la prueba de la £ de Student.
Los datos se expresaron como los valores medios
+ SEM (error estandar de la media). Las letras
distintas corresponden a diferencias significativas
entre los tratamientos cuando p < 0,05.

RESULTADOS

Resultados previos de nuestro laboratorio su-
gieren que el LPA, a través del receptor LPA3, se-
ria una sefial pro-implantatoria que favorece los
eventos fisiolégicos que tienen lugar durante la
ventana de implantacién a través de la modula-
cion de mediadores lipidicos®. Posteriormente,
describimos en un modelo de rata gestante in
vivo el rol preponderante del receptor LPA3 en
los procesos de vascularizaciéon y decidualiza-
cion. En ese modelo, la ablacion farmacolégica
del receptor LPA3 se llevé a cabo mediante la
administracién intrauterina del antagonista del
receptor en el dia 5 de prefiez y las ratas fueron
sacrificadas en los dias 8 y 15 de gestacion®.

Continuando con el abordaje del modelo in
vivo, decidimos profundizar el estudio de la im-
portancia del receptor LPA3 en la placentacion
a término. Para ello, evaluamos en el dia 21 de
prefnez parametros macro (morfologia y peso del
utero, la placenta y la decidua) y microscépicos
(estudios histol6gicos) tanto en los sitios de im-
plantacién provenientes del cuerno control como
del cuerno tratado con DGPP.

Estudios macroscépicos

En primer lugar, se cont6 el nimero de sitios
de implantacion y se calculé el porcentaje de
reabsorciéon embrionaria. En las condiciones de
nuestro bioterio, la cepa Wistar presenta un 1%
de reabsorcion embrionaria espontanea. Si bien
la administracion de DGPP (0,1 mg/kg) no afect6
el namero de sitios de implantacién en el cuerno
tratado respecto del cuerno control, observamos
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un aumento significativo del porcentaje de reab-
sorcion embrionaria (Tabla 1, p < 0,05) y aberra-
ciones en el espaciamiento de los embriones. En
el cuerno tratado con DGPP observamos sitios
de implantacién reabsorbidos como sitios no re-
absorbidos.

En la Figura 2 se observa el cuerno control
con embriones de un tamafio acorde con su edad
gestacional. Se pueden distinguir la placenta y el
liquido amniético de color claro contenido en las
membranas fetales (Fig. 2A).

Sin embargo, en el cuerno tratado con DGPP
se detecta la presencia de sitios de implantacién
reabsorbidos, extremadamente hemorragicos, ne-
crosados y de menor tamano (Figura 2A, By C)
que se encuentran, en algunos casos, lindantes
con sitios de implantacion no reabsorbidos, cuya
morfologia, coloracion y tamafio son semejantes
a los sitios de implantacion controles (Figura 2D).

Luego estudiamos el peso del ttero, la placen-
ta y la decidua provenientes del cuerno control
y del cuerno inyectado con DGPP. En el caso de
los sitios reabsorbidos no fue posible separar la
placenta de los fetos y, por lo tanto, se pesaron

Dia 21 de N° de sitios de Reabsorcién
gestacion implantacién embrionaria (%)
Cuerno de control 5+£2 1+0,2
Cuerno con DGPP 5£2 68 +0,5

Tabla 1: Nimero de sitios de implantacién y porcentaje de
reabsorcién embrionaria en el dia 21 de gestacién.

las UFP. En el caso de los sitios no reabsorbidos y
de los sitios control, las placentas y las deciduas
se separaron y pesaron (Fig. 3).

Observamos una disminucién significativa en
el peso del utero, la placenta y la decidua en los
sitios reabsorbidos del cuerno tratado respecto
de los sitios de implantacién provenientes del
cuerno control y de los sitios no reabsorbidos
(véase Figura 3; p <0,05).

Peso (mg)
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Figura 3: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre
el peso de los Uteros, las deciduas y las placentas provenientes del
cuerno tratado y control de hembras en el dia 21 de prefiez. Las
hembras en el dia 5 de gestacién recibieron, por la mafiana, 2
pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de
vehiculo en el cuerno uterino derecho. Las hembras se sacrificaron
en el dia 21 de gestacion (n = 4-6). Peso (mg) de los Gteros, plo-
centas y deciduas provenientes de sitios de implantacién reab-
sorbidos (R) y no reabsorbidos (NR) de los cuernos tratados con
DGPP y de los cuernos control (C). Los resultados representan la
media = SEM (n = 5). Las letras distintas determinan diferencias
significativas entre los tratamientos con p < 0,05 (ANOVA de un
factor seguido por un andlisis a posteriori de Tukey).

UNIDAD FETOPLACENTARIA

Figura 2: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP en el dia 5 de prefiez sobre el desarrollo de la placenta en hembras sacrificadas
en el dia 21 de gestacién. Las hembras en el dia 5 de gestacién recibieron, por la mafiana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino iz-
quierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino derecho. Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). A) Vista panordmica
de los cuernos uterinos. Las flechas negras indican zonas de reabsorcién embrionaria. Las flechas blancas muestran los sitios de implantacién
de los embriones no reabsorbidos y las flechas grises representan embriones del cuerno de control. B) Vista con mayor aumento de los em-
briones reabsorbidos y no reabsorbidos presentes en el cuerno inyectado con DGPP. Las flechas negras indican los sitios de implantacién con
embriones reabsorbidos. Las flechas blancas indican embriones no reabsorbidos. €) Detalle donde se muestra la unidad fefoplacentaria (UFP)
de un sitio reabsorbido. D) Feto presente en un sitio no reabsorbido, cuya morfologia es semejante al embrién del cuerno control.
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En conjunto, estos resultados y los anteriormente
descriptos demuestran que los efectos por la delecion
farmacolégica del receptor LPA3 no son transitorios,
sino que se mantienen y evidencian tanto en las eta-
pas mas tempranas (dias 8 y 15 de gestacion) como en
las tardias (dia 21) a lo largo de la prefiez en la rata.

Estudios microscépicos

Dado que observamos que el receptor LPA3
participa en los eventos que determinan el es-
paciamiento de los embriones y la reabsorcion
embrionaria, realizamos un estudio acerca de la
histologia de los tejidos descriptos previamente.

En primer lugar, analizamos los cortes histol6-
gicos de los tuteros (Fig. 4). En este caso, no se ob-
servaron diferencias entre los tteros provenientes
del cuerno control (Fig. 4A) respecto de los sitios
de implantacion no reabsorbidos (Fig. 4B) y de
los sitios reabsorbidos (Fig. 4C) provenientes del
cuerno inyectado con DGPP. En los tres casos, la
arquitectura histologica del tejido se mantuvo con-
servada y se observaron las tres capas tipicas del
dtero gestante: endometrio, decidua, miometrio y
las capas musculares (circular y longitudinal).

Cuando analizamos histolégicamente la morfo-
logia de las placentas observamos diferencias entre
aquellas provenientes del cuerno uterino inyecta-
do con DGPP vy los tejidos placentarios provenien-
tes del cuerno control. Es importante mencionar
en este punto que en el caso de los sitios reabsor-
bidos se procedio a fijar la UFP completa ya que,
debido al avance del proceso de reabsorcion, no
fue posible separar el feto de la placenta.

En la Figura 5A se observa, en las placentas
provenientes del cuerno control una arquitectura
conservada del tejido donde se distinguen las tres
zonas caracteristicas de la placenta de rata a tér-

mino: la decidua basal que contiene las arterias
espiraladas, las células gigantes del trofoblasto
ubicadas en la zona basal y el laberinto, zona de
intercambio entre la sangre materna y la fetal.

En el caso de las placentas correspondientes a
los sitios no reabsorbidos presentes en los cuernos
inyectados con DGPP, observamos un engrosa-
miento de la zona basal con un incremento notable
en la cantidad de células trofoblasticas gigantes y
de glucogeno (Fig. 5B). Ademas, distinguimos un
aumento importante de la extravasacion eritrocita-
ria presente en la decidua basal (Fig. 5C). La zona
basal es rica en células de glucégeno que constitu-
yen una importante fuente de lipidos y azuicares,
lo que sugiere que esta alteracion podria denotar
una respuesta del tejido frente a una injuria con el
fin de continuar supliendo los nutrientes necesa-
rios para el desarrollo y crecimiento del embrion.

Cuando estudiamos la morfologia tisular de
las UFP provenientes de sitios reabsorbidos en el
cuerno tratado con DGPP (Fig. 5D), observamos
la pérdida completa de la arquitectura tipica pla-
centaria. No fue posible distinguir las tres zonas
caracteristicas de la placenta de rata (decidua ba-
sal, zona basal y laberinto). En este caso, las pla-
centas muestran depoésitos de fibrina y nucleos
picnéticos indicando signos de muerte celular
(Fig. 5E). Estas caracteristicas se ven acompafia-
das por una infiltraciéon de neutroéfilos y extrava-
sacion eritrocitaria (Fig. 5F).

La decidua proveniente del cuerno control
presenta una morfologia acorde con su edad
gestacional (Fig. 6A). Al estudiar las deciduas
provenientes del cuerno tratado con DGPP, ob-
servamos que presentan signos de dano tisular y
una coloracion y forma alteradas respecto de las
deciduas controles (Fig. 6B y C).

Figura 4: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre la histologia del Gtero. Las hembras en el dia 5 de gestacién
recibieron, por la mafana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino derecho.
Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). Se muestran cortes transversales de Gteros tefiidos con hematoxilina
y eosina provenientes de sitios de implantacién que corresponden a embriones control (A), embriones no reabsorbidos (B) y
embriones reabsorbidos (C). E: endometrio, D: decidua, MC: miometrio circular, ML: miometrio longitudinal.
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Figura 5: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre la histologia de la placenta. Las hembras en el dia 5 de gestacién
recibieron, por la mafiana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino
derecho. Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). Se muestran cortes transversales de placentas tefiidas con
hematoxilina y eosina provenientes de sitios de implantacién que corresponden a embriones control (A), embriones no reabsorbidos
(B y €) y embriones reabsorbidos (D, E y F). L: laberinto, ZB: zona basal, CG: células de glucégeno, FIB: zona de fibrindlisis, MC:
muerte celular, EE: extravasacién eritrocitaria.

T

Figura 6: Efecto de la administracién intrauterina de DGPP sobre la histologia de la decidua. Las hembras en el dia 5 de gestacion
recibieron, por la mafiana, 2 pl de DGPP (0,1 mg/kg) en el cuerno uterino izquierdo y 2 pl de vehiculo en el cuerno uterino
derecho. Las hembras se sacrificaron en el dia 21 de gestacién (n = 4-6). Se muestran cortes transversales de deciduas tefiidas con
hematoxilina y eosina provenientes de sitios de implantacién que corresponden a embriones control (A), embriones no reabsorbidos

(B) y embriones reabsorbidos (C).

DISCUSION

El estudio de los factores involucrados en el éxi-
to de la gestacion temprana cobra relevancia si se
tiene en cuenta que, a nivel mundial, el 15% de las
parejas en edad reproductiva se enfrentan con el
riesgo de no poder concebir® y que en cada ciclo
existe solamente un 30% de posibilidad de embara-
zo. Ademas, solo el 50% de las gestaciones sobrepa-
sa las 20 semanas de gestacion®*. En la actualidad
existe un vacio respecto a la terapéutica aplicable en
las fallas en la implantacion y a los abortos recurren-
tes, las cuales se asocian no solamente con pérdidas
tempranas del embarazo, sino con patologias obsté-
tricas que aparecen mas tardiamente.

El blastocisto participa del primer contacto de
caracter fisico y fisiolégico con el utero materno
que dara inicio a la implantacion®. La invasion del
trofoblasto en el endometrio involucra el remode-
lado de las arterias uterinas con el fin de estable-
cer una adecuada perfusion uteroplacentaria. Se
informé que deficiencias en esos procesos afectan
la implantacién y la placentacién comprometien-
do el avance de la gestacion!®32%, En particular, se
conoce que hay una correlacién entre las altera-
ciones vasculares durante la implantacion y las pa-
tologias placentarias que aparecen temprano en la
gestacion, como las fallas implantatorias o el abor-
to recurrente y otras que aparecen mas avanzado
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el embarazo como la preeclampsia y la restriccion
del crecimiento intrauterino®%,

Nuestro laboratorio investiga el rol de lipidos
bioactivos, como el LPA, en la interfase materno-
fetal durante las etapas tempranas de la gesta-
cion en distintos modelos experimentales. Dado
que el estudio de la implantacién es limitado en
seres humanos debido a razones éticas, en este
trabajo utilizamos el modelo de rata prefiada. Si
bien existen diferencias en los procesos fisiologi-
cos entre las especies, la rata presenta similitudes
con el embarazo humano en lo que se refiere al
proceso de invasion del citotrofoblasto y al re-
modelado vascular®®. Ademds, la rata al igual que
el hombre presenta un desarrollo hemocoriénico
altamente invasivo®” de la placenta. Por lo tanto,
la implementacién de animales de laboratorio
constituye un modelo de estudio valioso para el
diseno de estrategias in vitro e in vivo a fin de
descifrar los eventos moleculares y fisiologicos
que regulan los procesos de decidualizacion, re-
modelado vascular y placentacion.

En este sentido, previamente demostramos, en
un modelo de implantacién in vitro, que el LPA
actia como una molécula proimplantatoria en
la interfase materno-fetal. La unién del LPA a su
receptor LPA3 desencadena cascadas de sefaliza-
cion que regulan tanto el sistema endocanabinoi-
de como las prostaglandinas en el dtero de rata, lo
que favorece la decidualizacién y el remodelado
de la vasculatura en la ventana de implantacion®.

Sobre la base de los resultados obtenidos in
vitro, decidimos poner a punto un disefio experi-
mental in vivo que nos permitiera analizar la par-
ticipacién del LPA endégeno y el receptor LPA3
en los procesos que se desencadenan en el inicio
de la implantacién y que repercutiran en las eta-
pas mas tardias de la gestacion (dias 8, 15 y 21
de prenez).

Previamente describimos que el tratamiento con
DGPP produce fallas en la decidualizaciéon y en el
desarrollo temprano de la placenta (dias 8 y 15 de
gestacion). A su vez, dichos efectos deletéreos se
asocian a anomalias en la macrovasculatura y la
microvasculatura que irriga los cuernos uterinos®.
Por lo tanto, en el presente trabajo nos propusimos
investigar las etapas mas avanzadas del desarrollo
placentario. Para ello, las hembras fueron sacrifica-
das luego de la administracién de DGPP en el dia
21 de gestacion y se realizaron las determinaciones
microscopicas y macroscopicas que se detallan en
la seccion de Materiales y métodos.

Los resultados obtenidos demuestran que el
receptor LPA3 participa en el desarrollo de la pla-
centa. Asi, la produccién endégena de LPA estaria
involucrada en la formacién de la decidua y en
la posterior maduracion placentaria. Estos proce-
sos estan estrechamente ligados al remodelado
de las arterias espiraladas en la interfase mater-
no-fetal. Por otra parte, observamos que el LPA
induce la adquisicién del fenotipo endovascular
del trofoblasto humano del primer trimestre y la
interaccion entre el trofoblasto endovascular y
las células endoteliales promoviendo las adapta-
ciones vasculares®>?. Por lo tanto, los resultados
presentados en este trabajo refuerzan la impor-
tancia de la sefializacion del LPA a través del re-
ceptor LPA3 en el desarrollo placentario y en la
diferenciaciéon vascular del trofoblasto en la in-
terfase materno-fetal durante el primer trimestre.

Las caracteristicas observadas en el modelo de
implantacion in vivo son similares a las descrip-
tas previamente en las hembras knock out para
el LPA3 (LPA37)'. Las hembras LPA3”- presentan
una reduccién significativa del tamano y el nu-
mero de fetos a término, lo que se atribuye a un
retardo en el inicio de la implantaciéon y a alte-
raciones en el espaciamiento de los embriones
a lo largo del cuerno uterino. Asi, las evidencias
moleculares provistas por el grupo de Ye et al.,
junto con las evidencias farmacolégicas detalla-
das en el presente trabajo de investigacion, su-
gieren que el receptor LPA3 seria el subtipo del
receptor de LPA con una funciéon preponderante
en la implantaciéon embrionaria. El hecho de que
el DGPP desencadene procesos de reabsorcién
embrionaria sefiala que el LPA3 estd involucra-
do en los procesos de remodelado vascular y de-
cidualizacion del estroma endometrial, que son
fundamentales y determinantes en el desarrollo
normal del embrién y la placenta.

El LPA3 se expresa en el epitelio luminal del
atero®, la primera barrera de contacto con el tro-
foectodermo del blastocisto. Dado que el nime-
ro de sitios de implantacién no se modifica por
el tratamiento con DGPP, podemos asegurar que
la ablacion farmacologica del LPA3 tiene conse-
cuencias en los eventos que se producen una vez
que ha comenzado la invasién del trofoblasto en
el estroma materno. Por tal motivo, proponemos
que los efectos del DGPP sobre la implantacién
podrian deberse, al menos en parte, a la contribu-
cion del LPA3 expresado en los tejidos maternos.
Si bien no hemos caracterizado la expresién del
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LPA3 en los embriones de rata, se describi6 que
estos no expresan el mRNA del LPA3, reforzando
la idea de que el efecto del DGPP se deberia, pro-
bablemente, a su antagonismo sobre los receptores
LPA3 localizados en el dtero materno. Sin embargo,
la linea HTR-8/SVneo de trofoblasto humano de pri-
mer trimestre expresa LPA3 y hemos informado que
el LPA regula funciones cruciales del trofoblasto®.
Por lo tanto, no podemos descartar la participacion
de receptores LPA3 que se encuentren expresados
en la placenta de rata sobre los defectos en el pro-
ceso de implantacion descriptos anteriormente. En
consecuencia, la reabsorciéon embrionaria desenca-
denada por el DGPP podria deberse a fallas en la
decidualizacion y posterior placentacion.

Evidencias experimentales en mujeres embara-
zadas refuerzan nuestras observaciones y ponen
de manifiesto la importancia de la senalizacién
LPA-LPA3 en el establecimiento de la gestacion
también en los seres humanos. La Lyso-PLD, la
principal enzima descripta hasta ahora como res-
ponsable de la sintesis de LPA, se expresa en el
trofoblasto placentario en los tres trimestres del
embarazo?!. Ademas, la actividad de esta enzima
y la concentracién plasmatica de LPA aumentan
conforme avanza la gestacion, y vuelven a niveles
similares a los de las mujeres no gestantes luego
del alumbramiento de la placenta'?°. Se postula
que la principal fuente de LPA durante la ges-
tacion seria el trofoblasto placentario. Por otro
lado, Wei et al.?® describieron una disminucién en
los niveles de LPA3 durante la ventana de implan-
tacion en el endometrio proveniente de mujeres
embarazadas con endometriosis. Esta patologia
esta asociada con una tasa mayor de infertilidad
que afecta al 5-10% de las mujeres en edad repro-
ductiva®. Ademas, se observé que la expresion
endometrial de LPA3 se encuentra disminuida en
las mujeres que presentan fallas implantatorias
multiples luego de ser sometidas a un proceso de
fecundacion in vitro®.

La invasion del endometrio materno por el
trofoblasto es uno de los eventos que ocurren al
comienzo de la gestacion y es fundamental para
su éxito. Se informo6 que fallas durante este pro-
ceso contribuyen a diferentes complicaciones
obstétricas como el aborto recurrente, la pree-
clampsia y la placenta acreta®'°. Aunque numero-
sos factores han sido implicados en el control de
la prenez temprana, los mecanismos moleculares
responsables de la invasion embrionaria en los
seres humanos permanecen sin conocerse.

En particular, hace ya varios afos que se es-
tan buscando marcadores relacionados con es-
tos procesos debido a su potencial valor como
blancos terapéuticos®‘'. Es posible que el uso
de farmacos que regulen las vias de senaliza-
cién que desencadenan moléculas lipidicas se
transformen en herramientas terapéuticas utiles
para el tratamiento de fallas en el proceso de
implantacion, lo que redundara en el mejora-
miento de la tasa de prenez. Los receptores de
LPA parecen ser blancos interesantes para la in-
dustria farmacéutica, como queda demostrado
con el compuesto BMS-986020 (Bristol Myers,
fase clinica II, NCT01766817), utilizado como
antagonista del receptor LPA1 para el tratamien-
to de la fibrosis pulmonar idiopatica. Ademas,
el laboratorio Sanofi comercializa el compues-
to SAR100842% (fase clinica II, NCT01651143),
utilizado como antagonista de los receptores
LPA1/LPA3 para el tratamiento de la esclerosis
sistémica.

Los conocimientos que se desprenden de las
investigaciones sobre el impacto genético y am-
biental en la invasion del trofoblasto y el remo-
delado de las arterias espiraladas en la rata son
relevantes en el estudio de otras especies, inclui-
da la humana. Tanto el desarrollo de la placenta
humana como su funcién se hallan regulados por
factores maternos*. La rata es un modelo expe-
rimental que permite estudiar la progresion de
una patologia obstétrica determinada y los meca-
nismos que subyacen a la disfuncién placentaria.
Sin embargo, cabe destacar que la interpretacion
de los resultados obtenidos debido a alteraciones
durante la prefiez en la rata puede diferir de lo
que sucede en los seres humanos. Estas discre-
pancias radican principalmente en que la rata, a
diferencia del hombre, es una especie multipa-
ra y, por lo tanto, tiene la ventaja de asegurarse
que al menos una de sus crias sobrevivira a los
cambios ambientales o a una patologia. En es-
tas especies, es posible evadir diferentes tipos de
obstaculos redireccionando los nutrientes a un
nimero menor de embriones implantados cuyos
trofoectodermos participaran en el desarrollo de
la placenta®.

Esta situacion refleja la importancia de cono-
cer los mecanismos moleculares y fisiologicos
que regulan el didlogo en la interfase materno-
fetal durante el proceso de implantacién, dada la
complejidad del abordaje del estudio del aborto
recurrente y de otras patologias obstétricas.
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Resumen

En las ltimas décadas, la prevalencia de la obesidad y de la dia-
betes mellitus tipo 2 (DM2) se ha incrementado en todo el mundo.
Los informes mas recientes de la International Diabetes Federation
(IDF, Federacion Internacional de Diabetes) indican que no solo au-
mentara la prevalencia de estos trastornos metabdlicos en el mundo,
sino que se estd acelerando su velocidad de aparicion. Segin su
dltimo informe de 2017, se estima que hay 425 millones de personas
afectadas por DM2 en el mundo y se proyecta que, para 2045, serdn
619 millones las personas diabéticas. La presencia de un estado infla-
matorio cronico y subclinico se ha asociado con obesidad, resisten-
cia a la insulina y sindrome metabdlico. Los estudios en modelos con
animales y en seres humanos demostraron cambios en la respuesta
inmunitaria innata involucrados en la patogenia de estos trastornos.

La microbiota humana es el conjunto de microorganismos que
viven asociados a distintas partes del cuerpo; en la mayoria de los
casos, es una relacion simbidtica del comensal con el hospedador.
Se comprobé una relacion directa entre la disbiosis de las comuni-
dades microbianas y numerosas afecciones, como obesidad, DM2,
enfermedades inflamatorias intestinales, canceres de colon y gastri-
co, entre otras. El microbioma humano se ve afectado por diversos
factores ambientales, como el estilo de vida, la dieta, el uso de an-
tibidticos y el genotipo del hospedador. Por ello, la comprension
de la plasticidad de la microbiota intestinal y su alta sensibilidad de
respuesta a los cambios en la dieta y otras influencias ambientales
es un campo de amplio estudio actual en todo el mundo.
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Abstract

In recent decades, the prevalence of obesity and diabetes
mellitus type 2 (DM2) has increased throughout the world.
The latest reports from the International Diabetes Federation
(IDF) point out that not only the prevalence of such metabolic
disorders will increase in the world, but its speed of appea-
rance is accelerating. In its last report 2017 it is estimated at
425 million people affected by DM2 worldwide and it is pro-
Jected by 2045, there will be 619 million diabetic people. The
presence of a chronic and subclinical inflammatory state bas
been associated with obesity, insulin resistance and metabolic
syndrome. Studies conducted in animal models and bumans
bave shown changes in the innate immune response involved
in the pathogenesis of these metabolic disorders.

The buman microbiota is the set of microorganisms that
live associated to different parts of the body, establishing the
majority of the cases a symbiotic relationship with the bost.
A direct relationship bas been found between the dysbiosis of
the microbial communities and numerous diseases, including
obesity, DM2, inflammatory bowel diseases, colon and gastric
cancers, among others. The buman microbiome is affected by
environmental factors, such as lifestyle, diet, the use of anti-
biotics and the genotype of the host. It is for this reason that
understanding the plasticity of the gut microbiota and its bigh
sensitivity in response to changes in diet and other environ-
mental influences, is a field of broad current study worldwide.
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Microbiota, obesidad y dieta

En las ultimas décadas, la prevalencia de la
obesidad y de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se
ha incrementado en todo el mundo. Los ultimos
informes de la Federacion Internacional de Dia-
betes indican que no solo aumentara la preva-
lencia de estos trastornos metabodlicos, sino que
también se esta acelerando su velocidad de apa-
ricion. En particular, en el ultimo informe (IDF
2017) se estima que hay 425 millones de perso-
nas afectadas por DM en el mundo y se proyecta
que para 2045 seran 619 millones las personas
diabéticas'. Ademas, un cuarto de la poblacién
occidental tendria alteraciones en la regulacién
de la glucosa (disglucemias: glucemia en ayunas
alterada o tolerancia a la glucosa alterada) o sin-
drome metabdlico®.

Segun los resultados de la Segunda Encuesta
Nacional de Factores de Riesgo para Enfermeda-
des No Transmisibles, del Ministerio de Salud de
la Nacion de 2011, ademas de la morbimortalidad,
el sobrepeso y la obesidad se asocian con eleva-
dos costos econémicos, no solo para el sistema
de salud, sino para la sociedad en su conjunto.
El costo directo para el sistema de salud puede
ascender al 5,7% del total del gasto sanitario vy,
sumando los costos indirectos (p. €j., ausentis-
mo, discapacidad, necesidad de cuidado), pue-
de igualar el costo ocasionado por el consumo
de tabaco. El mismo relevamiento informa que
la prevalencia nacional de obesidad fue del 18%,
significativamente mayor que la cifra informada
por la misma encuesta en 2005 (14,6%). Del mis-
mo modo, el autorreporte de diabetes o glucemia
elevada se increment6 en forma significativa en
2009 (9,6%) en comparacion con 2005 (8,4%).

La presencia de un estado inflamatorio cro-
nico y subclinico se asocié con la obesidad, la
resistencia a la insulina, el sindrome metabdlico
y la DM23%5. Varios estudios realizados tanto en
modelos con animales como en seres humanos
comprobaron que los cambios en la respuesta in-
munitaria innata estan involucrados en la patoge-
nia de estos trastornos metabdlicos®”.

Mas alla del papel en la digestiéon y la ab-
sorcién de nutrientes, el tracto gastrointestinal
humano contiene una diversa colecciéon de mi-
croorganismos que residen, en su mayoria, en el
colon. El intestino es el hogar de un complejo
consorcio de alrededor de 10'* a 10 células bac-
terianas. Se estima que los microorganismos que
viven dentro del ser humano sobrepasan el nu-

mero de células humanas por un factor de 10;
el genoma de este microbioma representa mas
de 100 veces el tamano del genoma humano®.
Por todo esto, actualmente la microbiota puede
ser considerada como un “6rgano microbiano”.
Esta microbiota participa en numerosas funcio-
nes biol6égicas del intestino, como defensa contra
patoégenos, inmunidad, desarrollo de la microve-
llosidad intestinal y degradacion de polisacaridos
no digeribles, encontrandose asi en permanente
contacto con los alimentos e interactuando con
las células del hospedador’. La composicion de
este complejo ecosistema varia en funcién de la
calidad y cantidad de los alimentos, propiciando
una relacion directa entre el desarrollo de trastor-
nos metabodlicos, la disfuncion del sistema inmu-
nitario innato y los cambios en la composicion de
la microbiota intestinal'®'2,

Hace poco, se demostré que los ratones cria-
dos en ausencia de microorganismos (libres de
gérmenes) tenian un 40% menos de grasa corpo-
ral total que los ratones con una microbiota in-
testinal normal. Posteriormente, al introducir en
ratones libres de gérmenes la microbiota intesti-
nal proveniente del ciego de ratones normales, se
produjo un aumento del contenido de grasa cor-
poral y de la resistencia a la insulina'®. Asimismo,
se observé que los ratones alimentados con una
dieta rica en grasa durante solo 2 a 4 semanas
exhibian un incremento significativo de lipopo-
lisacarido (LPS) en la sangre'4. Esto puede consi-
derarse una “endotoxemia metabdlica”, teniendo
en cuenta que las concentraciones plasmaticas
de LPS asi alcanzadas son mucho menores que
las descriptas en un estado séptico. Los pacientes
con DM2 presentan también altos los niveles de
LPS en el suero®. El LPS producido dentro del
intestino se traslada a los capilares intestinales,
es transportado a los tejidos diana, donde se une
a los receptores de tipo Toll 4 (TLR4), y activa las
moléculas inflamatorias.

Reforzando la relacion causal entre el LPS y
el desarrollo de enfermedades metabdlicas, se
demostré que ratones knock out para CD14 (el
correceptor de TLR4) resultaron completamente
resistentes al desarrollo de inflamacién y a la re-
sistencia a la insulina inducidas tanto por dietas
ricas en grasas como por dosis bajas de LPS'. Los
estudios anteriores ya habian mostrado este feno-
tipo resistente a dietas ricas en grasas en ratones
C3H/HeJ portadores de una mutacion inactivante
(Pro 712 His) para el receptor TLR4. En los seres
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humanos también se demostr6 que una comida
rica en grasas induce una endotoxemia metabo6-
lica suficiente para activar células endoteliales
humanas en cultivo, probablemente a través del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). La pre-
sencia del polimorfismo D299G en el gen TLR4
provoca una disminucién de la activacion de la
traduccion de la senal inducida por LPS debida a
una deficiencia en el reclutamiento de las protei-
nas adaptadoras MyD88 (myeloid differentiation
primary response 88) y TRIF (TIR-domain-con-
taining adapter-inducing interferon-f). Algunos
estudios han evaluado la asociacién de ese poli-
morfismo con la presencia de trastornos metabo6-
licos. En un reciente metanalisis publicado por
nuestro grupo, observamos una asociacion sig-
nificativa entre el polimorfismo D299G vy el ries-
go de trastornos metabolicos (DM2 y sindrome
metabolico o Met-S). En particular, los genotipos
correspondientes a la variante deficiente en la ac-
tivacion por LPS se asocian con una disminucion
de esos trastornos'’.

Microbiota y sistema inmunitario

En los ultimos anos, el campo de la inmu-
nologia ha sido revolucionado por la creciente
comprension del papel fundamental que cum-
ple la microbiota en la induccién, capacitacion
y funcién del sistema inmunitario del hospeda-
dor'®. A cambio, ese sistema ha evolucionado en
gran medida como un medio para mantener la
relacion simbidtica del hospedador con estos
microbios altamente diversos y cambiantes. En
condiciones favorables, la alianza entre el siste-
ma inmunitario y la microbiota comensal permi-
te la induccion de respuestas protectoras frente
a patégenos y el mantenimiento de las vias de
regulacion implicadas en el sostenimiento de la
tolerancia a antigenos inocuos. Sin embargo, los
cambios profundos del contexto medioambiental
podrian propiciar la selecciéon de una microbiota
que carece de la capacidad de recuperacion y de
la diversidad necesaria para establecer respuestas
inmunes equilibradas. Esta hipétesis sugiere que
los cambios medioambientales resultantes del es-
tilo de vida moderno darian cuenta del notable
aumento de los trastornos autoinmunitarios e in-
flamatorios cronicos en partes del mundo en las
que la relaciéon simbidtica con la microbiota ha
sido afectada. En este escenario, emergen nume-
rosas terapias dirigidas a mejorar la microbiota o
a utilizarla como un vehiculo terapéutico.

MicroRNA y comunicacion interreino

Los microRNA son RNA pequenos no co-
dificantes que regulan la traduccion de RNA
mensajeros. Estas moléculas desempefian un
papel clave en el sistema inmunitario intestinal
y pueden expresarse dentro de las células he-
matopoyéticas locales en respuesta a las senales
inflamatorias de los receptores de reconocimien-
to de patrones (como los TLR) y de los recep-
tores de antigeno (AR). Asi, pueden regular la
respuesta inmunitaria, incluida la secrecién de
citocinas, quimiocinas y anticuerpos, y afectar la
homeostasis intestinal. Los microRNA son mo-
léculas cortas de RNA (21-25 nucleoétidos). En
su forma madura, se unen a un complejo RISC
(RNA induced silencing complex) y propician
el silenciamiento de RNA mensajeros mediante
su interacciéon con su region 3~ no traducible
(3"UTR), regulando la expresion del mRNA dia-
na mediante la degradacion o bloqueo de la tra-
duccion. Estos microRNA funcionan ajustando la
magnitud de la expresion génica, por lo que ga-
rantizan que el sistema inmunitario no produzca
respuestas inapropiadamente fuertes, al tiempo
que promueve la inmunidad protectora cuando
es necesario. Asi, se los considera mediadores
de la homeostasis, ya que actian para amorti-
guar la inflamacion.

Por su parte, los microorganismos comensales
se ubican sobre una capa de mucina, separados
de la superficie apical del epitelio intestinal, por lo
que la comunicacién directa con el tejido del hos-
pedador resulta improbable. Se considera que la
comunicacion interreino (trans-kingdom) ocurre
principalmente a través de moléculas senalizado-
ras secretadas o liberadas como consecuencia de
procesos metabdlicos o de descomposicién bac-
teriana. En este sentido, las microvesiculas (MV)
son una forma de comunicacién conocida entre
el tejido del hospedador y la flora comensal. Las
MV son producidas de manera regular por bacte-
rias (grampositivas y gramnegativas) eucariotas
y arqueas. Estas MV tienen diversos tamafios y
mecanismos de secrecién y pueden vehiculizar
pequenas moléculas como los microRNA en su
interior. En este escenario, es un campo de estu-
dio de gran interés actual la comunicacién entre
la microbiota comensal y las células eucariotas,
como un medio de esclarecer los mecanismos
que conllevan la modulacién de la respuesta del
hospedador a su microbiota, en relacién con su
estado de salud y enfermedad.
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Establecimiento y modificaciones del
microbioma intestinal

La colonizacién microbiana es esencial para
el desarrollo normal del sistema inmunitario, ya
que regula la homeostasis entre la carga antigé-
nica ambiental y la respuesta inmune. A pesar
de las nuevas tecnologias moleculares y de se-
cuenciacion disponibles, la composicién normal
de la microbiota del intestino humano todavia se
desconoce. De hecho, ciertas situaciones ambien-
tales diferenciales, como el tipo de parto, la falta
de lactancia materna y el tipo de dieta en los pri-
meros meses de vida, son factores condicionantes
para la colonizacién microbiana en el intestino,
donde una infeccion aguda o estados inflamato-
rios de la mucosa intestinal podrian generar las
condiciones detonantes para el establecimiento
de una cada vez mas amplia gama de patologias
en individuos genéticamente susceptibles'.

Si bien algunos investigadores han comen-
zado a cuestionar el dogma que define al dtero
como un ambiente estéril®, esta claro que el na-
cimiento desencadena una transformacién radi-
cal en el intestino del bebé. La colonizacién del
intestino comienza cuando el bebé abandona el
vientre de la madre; en el caso de un parto va-
ginal, se encontrara con microorganismos de la
vagina de su madre durante el parto y esta es la
flora inicial que se establecera en su intestino.
En caso de producirse el nacimiento mediante
una cesarea, seran las bacterias residentes en la
piel (manos y pechos) las que colonizaran el in-
testino del recién nacido. Esta dicotomia en el
inicio de la vida dejara una marca en la estruc-
tura del microbioma durante toda la vida*. En
los siguientes dias de vida, a medida que el bebé
toma el pecho, recoge mas microbios de la piel
de su madre. Algunos autores proponen que el
nifio también consume microbios del intestino de
su madre, que se infiltran en la leche de esta®’.
Una nuevo punto de quiebre se establece enton-
ces en aquellos bebés que, por diversos motivos,
deben consumir leche de férmula, la cual no solo
carece de esas bacterias, sino que no presenta
la misma riqueza nutricional. La leche materna
contiene una abundancia y diversidad inespera-
da de oligosacaridos complejos aparentemente
indigeribles para el lactante en crecimiento vy,
en su lugar, dirigidos a alimentar y seleccionar
su microbiota gastrointestinal?®. Durante el de-
sarrollo, los nifios siguen coleccionando nuevos
integrantes en este rico ecosistema intestinal al

interactuar con su entorno; llevan todas las cosas
a su alcance hacia la boca, juegan con el perro
o el gato de la familia, etc. Finalmente, se puede
observar el impacto negativo producido por la
alteracion del microbioma durante los primeros
meses de vida vinculado al consumo inadecua-
do de antibi6ticos. En un estudio realizado con
64 580 nifios, la exposicion repetida a los antibi6-
ticos de amplio espectro entre las edades de 0 a
23 meses se asocidé con un aumento significativo
de la obesidad infantil*®. Considerando que las
infecciones infantiles mas comunes se relacionan
con cuadros virales, la prescripcion de antibioti-
cos de amplio espectro, sin estudios bacteriol6-
gicos que los demanden, es innecesaria. Por ello,
la modificacién del uso inapropiado de antibi6ti-
cos es crucial para prevenir un factor de riesgo
potencialmente modificable para luchar contra la
obesidad infantil.

Disbiosis intestinal y obesidad

A mediados del siglo pasado, debido al ya
notorio incremento de la incidencia de la obesi-
dad, surgi6 una de las primeras hipétesis formu-
ladas para explicar las raices genéticas de este
fenomeno. Planteada a principios de la década
de 1960 por el genetista estadounidense James
Neel, se conoce hoy como la hipétesis del “geno-
tipo ahorrador” (thrifty genotype)®. Esta sugiere
que la obesidad en los paises industrializados
es una herencia de los antepasados, poseedores
de genes que favorecen el almacenamiento de
energia.

El genotipo ahorrador habria sido beneficioso
para las poblaciones de cazadores-recolectores,
ya que les habria permitido ganar peso rapida-
mente en tiempos de abundancia y estar mejor
adaptados para sobrevivir en tiempos de escasez
de alimentos. Esta hipétesis se basa en la idea,
ampliamente generalizada, de que las socieda-
des de cazadores-recolectores sufrieron hambru-
nas mas frecuentes que las sociedades con otros
modos de subsistencia (agricultores) y debieron
adaptarse a periodos de escasez de alimentos.
Esa capacidad genética presentaria ahora su con-
tracara desfavorable propiciando la actual epide-
mia de obesidad en poblaciones en las que esa
escasez alimenticia ya no existe. Sin embargo, al-
gunos estudios respaldan la afirmaciéon de que
los cazadores-recolectores padecieron mas ham-
bre que otras sociedades. Una investigacion re-
ciente sugiere que, en realidad, habrian sufrido
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sustancialmente menos hambrunas, si se conside-
ra igual calidad de habitat como punto de partida
de un anilisis comparativo®. Este hallazgo desa-
fia algunas de las suposiciones subyacentes a las
explicaciones sobre la relacion entre la dieta y la
evolucion humana vy, en particular, pone en cues-
tionamiento la hipoétesis del genotipo ahorrador
como origen del fenémeno.

Ahora se entiende que la obesidad es el resul-
tado de las interacciones entre la informacion ge-
nética tanto del organismo (genoma) como de su
microbiota asociada (metagenoma) y el ambiente
(actividad fisica, consumo de drogas y antibioti-
cos, estrés, cantidad y calidad de los alimentos in-
geridos, tabaco, alcohol, habitos de higiene, etc.).
Al considerar las influencias ambientales sobre
el microbioma intestinal, la dieta es uno de los
factores mas importantes que afectan a los miem-
bros de la comunidad microbiana, la diversidad y
su estructura, lo que impacta de manera directa
en la respuesta metabodlica del hospedador. Las
dietas ricas en grasas han mostrado alterar la
composicion y la riqueza de la microbiota intes-
tinal”. Ademas, muchos estudios indican que el
metabolismo microbiano de componentes no di-
geribles provenientes de la dieta produce una va-
riedad de metabolitos microbianos con funciones
biol6gicas?®3°. Si bien algunos metabolitos micro-
bianos, como los acidos grasos de cadena corta
y los acidos biliares secundarios con propiedades
bioactivas, junto con las cepas bacterianas aso-
ciadas, se estudiaron ampliamente, muchos otros
ain estin poco explorados®*’. Cabe destacar
que la microbiota intestinal no solo repercute en
la adiposidad y el sobrepeso al afectar las rutas
metabdlicas e inflamatorias del hospedador, sino
que altera su comportamiento al intervenir en el
eje cerebro-intestino®.

En conjunto, estas observaciones revelan que
los efectos inducidos por la dieta en los micro-
bios intestinales son profundos, con un impacto
duradero en el fenotipo del hospedador. En los
seres humanos, los efectos de estas investigacio-
nes se han limitado a estudios transversales que
no pueden establecer la causalidad debido a la
gran variabilidad en los metadatos interindivi-
duales, asi como a la dificultad del muestreo?#3>,

Se sabe que, en individuos genéticamente sus-
ceptibles, los cambios en la microbiota intestinal
pueden dar lugar a patologias de desregulacion
inmunitaria, incluidas las enfermedades inflama-
torias cronicas del intestino, la diabetes y la obe-

sidad, en las que el sistema inmunitario reacciona
exageradamente frente a antigenos microbianos
Nno Nnocivos.

Desde un punto de vista fisiolégico, la grasa
corporal actia como depdsito de energia prima-
ria. En este sentido, se encuentra estrechamente
vinculada a la regulacion fisiolégica de la ingesta
de alimentos (asociados con los impulsos ape-
titivos y hedonicos) y al gasto energético (GE)
(principalmente por termogénesis). La obesidad
se ha interpretado como una desviaciéon del ba-
lance energético normal que podria tratarse solo
reduciendo la relacién consumo y gasto energéti-
co (CE/GE). Sin embargo, cada vez mas evidencia
indica que CE y GE estan altamente interconec-
tados y regulados por mecanismos complejos y
coordinados con influencia hipotalamica, limbi-
ca, del tronco cerebral y otros centros del siste-
ma nervioso central para regular la ingesta de
alimentos y el GE. Por lo tanto, hay multiples
hormonas y circuitos neuronales que regulan el
balance energético, como leptina (y su circuito te-
jido adiposo-hipotalamo), grelina (secretada por
la mucosa gastrica), GLP-1, PYY y otros péptidos
intestinales, asi como varios neuropéptidos regu-
ladores del apetito. En la obesidad, las sefiales
inhibidoras de la ingesta estan debilitadas por la
resistencia a la leptina, lo que deriva en hiper-
fagia a pesar de los niveles elevados de leptina
circulante®3¢, Diferentes estudios que examina-
ron los efectos de los procedimientos quirtirgicos
bariatricos demostraron que estos no cambian la
respuesta fisiologica a la restriccion calérica. Por
el contrario, cambian la relacién entre la masa
grasa y sus respuestas fisiologicas asociadas®”38.
Los procedimientos quirargico-metabdlicos com-
parten la caracteristica de cambiar los contenidos
luminales en todo el intestino, y estos conteni-
dos alterados podrian ser la fuente proximal de
los cambios posoperatorios en las senales me-
tabolicas que emanan del tracto gastrointestinal
después de la cirugia bariatrica. Estos cambios
luminales incluyen cambios profundos y especifi-
cos en la composicion de la microbiota, que son
especificos del tipo de procedimiento quirtargico
y no de la pérdida de peso asociada. Los experi-
mentos de transferencia de materia fecal huma-
na a ratones libres de gérmenes demuestran que
pueden transmitir muchos de los fenotipos indu-
cidos por la cirugia, lo que senala la contribucién
funcional de la microbiota en la regulacién del
balance energético y la masa de grasa corporal®.
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Las estrategias de restriccion dietética para
el tratamiento de la obesidad tienden a mostrar
fallas a largo plazo, ya que el organismo puede
restaurar la masa grasa predieta (anormalmente
elevada)®. Los procedimientos quirirgicos baria-
tricos que provocan una pérdida considerable de
masa grasa proporcionan un buen marco para es-
tudiar los estados de energia alterados.

Lo cierto es que en los estudios en modelos
con animales de estas operaciones, aquellos ani-
males restringidos en calorias para perder peso
adicional posoperatorio a los que luego se les
permite comer ad libitum se comportan como si
no hubieran sido operados®*. Por su parte, la
experiencia general en estudios de intervencién
dietética es que han sido dificiles de realizar y
desafiantes de interpretar?’. Muchos de ellos han
fallado a largo plazo en poblaciones de vida libre,
en las que historicamente las fallas se atribuye-
ron a una adherencia inadecuada del sujeto. Sin
embargo, se observa que la amplia variabilidad
interindividual en su respuesta a las dietas y la
capacidad de perder peso no se pueden expli-
car facilmente por la mera falta de conformidad,
mientras que la heterogeneidad en la regulacion
y la actividad de los mecanismos derivados del
huésped son una contribucién mas probable. Por
ello, la comprensién de la plasticidad de la micro-
biota intestinal y su alta sensibilidad de respuesta
a los cambios en la dieta y otras influencias am-
bientales es un campo de amplio estudio en todo
el mundo.

Probiéticos y alimentos funcionales

La mayoria de las especies probidticas em-
pleadas en la industria alimentaria han sido ais-
ladas de la microbiota humana. Esta microbiota
ejerce una funcién crucial en la salud, no solo
debido a su participacion en el proceso de diges-
tion, sino también en la funcionalidad del tracto
digestivo y del sistema inmunitario®; ademas,
constituye la interfase entre la matriz alimenta-
ria y las células intestinales. Consumir probi6-
ticos asegura una flora intestinal adecuada por
el efecto de recambio permanente de microor-
ganismos vivos y por el efecto prebidtico que
implica la ingesta de metabolitos producidos du-
rante un proceso fermentativo del alimento que
los contiene’®. La presencia y la composicion de
la microbiota son determinantes del estado fisio-
l6gico y de la salud del hospedador. La disbiosis,
estado alterado de la microbiota comensal, esta

vinculada a estados de enfermedad. Por lo tanto,
el entendimiento de la comunicacién microbiota
intestinal-hospedador es un importante tema de
investigacion.

El microambiente intestinal es dependiente
de la interaccion microbiota-hospedador: Lacto-
bacillus es el género dominante en el intestino
delgado y Bifidobacterium lo es en el intestino
grueso. Las bacterias intestinales participan en
el metabolismo de carbohidratos, lipidos, protei-
nas, vitaminas, etc.; a su vez, algunos productos
de estos procesos metaboélicos regulan el meta-
bolismo bacteriano, la composicién de la comu-
nidad y la asimilacién intestinal.

Entre los productos metabdlicos intercambia-
dos se encuentran moléculas de RNA como los
microRNA®4, Se demostré que estos modulan
diversos procesos biolégicos criticos, que inclu-
yen diferenciacién celular, apoptosis, prolifera-
cién, respuesta inmunitaria y mantenimiento de
la integridad de células y tejidos®. La produc-
cién por parte de microorganismos probidticos
de moléculas recombinantes dirigidas especifi-
camente contra genes blanco del hospedador
podria utilizarse para regular la respuesta infla-
matoria frente a fenémenos de disbiosis. Esto
propone que el uso de RNA sintéticos podria
representar una novedad para el entendimiento
de la comunicaciéon probiético-hospedador, pro-
piciando implicaciones biotecnolédgicas concre-
tas que vinculen la ciencia y la tecnologia de
alimentos funcionales al servicio de mejorar la
calidad de vida.
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Resumen

El cribado de portadores o carriers de enfermedades mono-
génicas es una estrategia de cribado genético preconcepcional
que busca identificar a los individuos o parejas con mayor riesgo
de transmitir enfermedades monogénicas a la descendencia, prin-
cipalmente, de herencia mendeliana autosomica recesiva o ligada
al cromosoma X. La mayoria de las parejas portadoras de enfer-
medades recesivas no tienen historia familiar de la enfermedad ni
conocimiento de su estado de portador hasta el nacimiento de un
hijo con la patologia. De aqui la importancia de este estudio, que
tiene como objetivo principal evaluar e informar a un individuo o
pareja sobre el riesgo de enfermedades monogénicas en la des-
cendencia y, de este modo, ampliar sus opciones reproductivas.

El cribado de portador de enfermedades monogénicas pue-
de estar orientado por la ascendencia u origen étnico (cribado
basado en la ascendencia u origen étnico), o aplicarse a toda la
poblacion (cribado universal). Se puede optar por la estrategia
de evaluar las enfermedades recesivas mds prevalentes en deter-
minado grupo étnico, o elegir paneles ampliados que incluyan
cientos de enfermedades, preferentemente aquellas considera-
das graves y frecuentes (cribado ampliado). El momento ideal
para realizar el cribado es en el periodo preconcepcional.

Si cada miembro de una pareja es portador de la misma
enfermedad recesiva, la probabilidad de descendencia afecta-
da con esa enfermedad es del 25% en cada embarazo. Si cada
miembro de una pareja (o donante de gametos) es portador de
una enfermedad distinta, la probabilidad de descendencia con
esas enfermedades es baja. Un estudio negativo no elimina el
riesgo de que la descendencia esté afectada, solo lo disminuye.
Para la mayoria de las enfermedades, ser portador no tiene con-
secuencias clinicas para el individuo.

Cada pais, region, institucion o profesional toma la decision
de implementar (o no) el cribado de portador de enfermedades
monogénicas y la estrategia de acuerdo con la presencia (0 no)
de politicas de salud o las guias de las sociedades cientificas.

Palabras clave: asesoramiento genético preconcepcional,
cribado genético, portador.
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Abstract

The screening of carriers of monogenic diseases is
a preconceptional genetic screening strategy that seeks
to identify individuals or couples with increased risk of
transmitting monogenic diseases to the descendants, mainly
of autosomal Mendelian inberitance recessive or linked to the
X chromosome. Most of the couples carrying recessive diseases
bave no bistory family member of the disease or knowledge
of bis condition carrier until the birth of a child with the
pathology. Of bere the importance of this study, which aims to
principal evaluate and inform an individual or couple about
the risk of monogenic diseases in the offspring and, this way,
expand your reproductive options.

The screening of carriers of monogenic diseases may
be oriented by descent or ethnic origin (screening based on
descent or ethnic origin), or applied to the entire population

(universal screening). You can choose the strategy to
assess the most prevalent recessive diseases in a given ethnic
group, or choose expanded panels that include bundreds of
diseases, preferably those considered serious and frequent
(expanded screening). The ideal time to perform the screening
is in the preconceptional period.

If each member of a couple is a carrier of the same
recessive disease, the probability of affected offspring with that
disease is 25% in each pregnancy. If each member of a couple
is a carrier of the same recessive disease, the probability of
affected offspring with that disease is 25% in each pregnancy.
A negative study does not eliminate the risk of offspring being
affected, only decreases it. For most diseases, being a carrier
does not bave clinical consequences for the individual.

Each country, region, institution or professional makes
the decision to implement (or not) the screening of disease
carriers monogenic and the strategy according to the presence
(or not) of bealth policies or guides of scientific societies.

Key words: preconceptional genetic counseling, genetic
screening, carrier.
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INTRODUCCION

Se denomina cuidado o control preconcep-
cional a una serie de intervenciones de preven-
cién y tratamiento que tienen como objetivo

identificar y modificar los riesgos médicos, de
comportamiento y sociales que pueden compro-
meter la salud de la embarazada o el resultado
de la gestacion. Este control se apoya, princi-
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palmente, en cuatro pilares: 1) examen clinico
(antecedentes personales y familiares, examen
fisico, estudios complementarios pertinentes);
2) vacunacion; 3) cribado o pesquisa (screening)
genético; 4) asesoramiento de riesgos. El criba-
do genético preconcepcional hace referencia a
cualquier proceso que trate de identificar a indi-
viduos o parejas con mayor riesgo de transmitir
enfermedades de origen genético a su descen-
dencia'.

El cribado de portadores o carriers de en-
fermedades monogénicas es una estrategia de
cribado genético preconcepcional que busca
identificar a los individuos o parejas con mayor
riesgo de transmitir enfermedades monogénicas
a la descendencia, principalmente, de heren-
cia mendeliana autosémica recesiva o ligada al
cromosoma X. En la actualidad, muchos labora-
torios ofrecen estudios que incluyen enfermeda-
des con otros tipos de herencia®.

Breve introduccion a la genética

Cuando se habla de genoma se alude a toda
la informacién genética contenida en la célula.
Se estima que hay alrededor de 22.000 genes
empaquetados en forma de 46 cromosomas, y
si bien el genoma humano ha sido secuencia-
do, solo se conoce la funcién de un pequefio
porcentaje de genes. Todos los genes de un in-
dividuo se presentan de a pares (excepto en los
gametos): una copia de cada gen proveniente
del 6vulo y la otra del espermatozoide que le
dio origen. Por lo tanto, un embrion recibe la
mitad de sus genes de cada gameto. La mayor
parte de esta informacion genética es idéntica
entre las personas (mas del 99%), pero existen
ciertas variaciones esperables en la secuencia
del genoma. Algunas de estas variaciones se tra-
duciran en enfermedad, del individuo o de su
descendencia, son las denominadas variantes
patogénicas (antes llamadas mutaciones); otras
no producirdn alteracién en el fenotipo (varian-
tes benignas); y una tercera clase, denominadas
variantes de significado incierto (variants of un-
certain significance, VUS), son aquellas sobre
las cuales, hasta el momento, no hay informa-
cion suficiente como para determinar con pre-
cision su patogenicidad (podran reclasificarse
en benignas o patogénicas si surge informacién
que lo avale)?.

Las anomalias genéticas causadas por varia-
ciones patogénicas en genes unicos (enferme-

dades monogénicas) se transmiten siguiendo
patrones de herencia clasicos o mendelianos
(herencia autosémica dominante, autosémica
recesiva, ligada al cromosoma X). Existen otros
mecanismos de herencia no clasicos para ano-
malias génicas, como la herencia mitocondrial y
la disomia uniparental.

Las enfermedades monogénicas autosémicas
dominantes se expresan con una sola copia del
gen anormal y se transmiten al 50% de la descen-
dencia de un individuo afectado. Las enfermeda-
des recesivas solo se manifiestan cuando ambas
copias del gen presentan variantes patogénicas
(estado homocigoto = misma variante patogé-
nica; o heterocigoto compuesto = dos variantes
patogénicas distintas). Los individuos afectados
proceden de progenitores portadores en estado
heterocigoto. En las enfermedades con herencia
recesiva ligada al cromosoma X, las mujeres son
casi siempre portadoras asintomaticas (o menos
a menudo con afectacion leve), y la mitad de
su descendencia masculina estara afectada. Las
enfermedades con herencia dominante ligada al
cromosoma X afectan a las mujeres ya que, en
lineas generales, son letales para los varones?.

Se estima que cada individuo posee, en pro-
medio, 2 a 3 variantes patogénicas en genes de
enfermedades recesivas*’. Para estas enfermeda-
des, el individuo es portador o carrier, general-
mente asintomatico, ya que posee el otro alelo
(copia del gen) normal. Ahora bien, si tanto el
varéon que aporta el espermatozoide como la
mujer que aporta el 6vulo son ambos portado-
res de la misma enfermedad recesiva, el riesgo
de tener a un recién nacido afectado con esa pa-
tologia es del 25% (1 de 4) en cada concepcion.
Se describieron, hasta el momento, alrededor de
1.300 enfermedades recesivas (autosomicas o li-
gadas al cromosoma X) y se calcula que la pro-
babilidad de que ambos miembros de una pareja
de la poblacion general sean portadores de la
misma enfermedad recesiva es de 1-2%°. Este
riesgo aumenta en determinadas etnias o en pa-
rejas consanguineas. Por el contrario, si solo un
miembro de la pareja es portador (o cada uno es
portador de una enfermedad distinta), el riesgo
de un recién nacido afectado para esa enferme-
dad es improbable.

La mayoria de las parejas portadoras de en-
fermedades recesivas no tienen historia familiar
de la enfermedad ni conocimiento de su estado
de portador hasta el nacimiento de un hijo con
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la patologia. De ahi la relevancia del cribado de
portadores de enfermedades monogénicas.

CRIBADO DE PORTADOR O CARRIER DE
ENFERMEDADES MONOGENICAS

El cribado de portador de enfermedades mo-
nogénicas es un estudio genético realizado en
un individuo sano (asintomatico) y sin historia
familiar de las patologias evaluadas, para deter-
minar si posee, o no, una variante patogénica
en un gen asociado a una enfermedad mono-
génica, que evidencia un incremento del ries-
go de descendencia afectada por esa patologia.
Este riesgo para la descendencia dependera del
estado de portador de su pareja (o donante de
gametos). El objetivo principal del estudio es
evaluar e informar a un individuo o pareja sobre
el riesgo de enfermedades monogénicas en la
descendencia y, de este modo, ampliar sus op-
ciones reproductivas’.

Cuando se implementa una estrategia de
cribado de portador de enfermedades monogé-
nicas se deben tener en cuenta las siguientes
variables:

* A qué poblacioén esta dirigido: de acuerdo
con la ascendencia u origen étnico, o en forma
universal.

* La cantidad de enfermedades evaluadas: el
estudio puede evaluar una patologia genética
especifica, un grupo pequeno de enfermedades
o multiples condiciones de forma simultanea.

* El tipo de enfermedades incluidas en el
estudio.

* Si se evalda a un individuo o a la pareja, en
forma consecutiva o simultanea.

* El momento para realizarlo: en el periodo
preconcepcional o prenatal.

* La técnica molecular utilizada.

A qué poblacion esta dirigido

El cribado de portador de enfermedades mo-
nogénicas puede ofrecerse de acuerdo con la as-
cendencia u origen étnico, o en forma universal
a cualquier individuo, con independencia de la
etnia.

En ausencia de historia familiar, la probabi-
lidad de identificar a un individuo portador de
una patologia depende de la prevalencia de esta
en la poblacién estudiada. Cuanto mas frecuen-
temente se observa una enfermedad genética re-
cesiva en una poblacién, mayor es la frecuencia
de ser portador de esta (Tablas 1 y 2)% Algu-

nas patologias son prevalentes en la poblacién
general (p. €j., atrofia muscular espinal) y otras
son mas comunes en determinados grupos ét-
nicos. Este hecho ha guiado, histéricamente, la
practica médica de ofrecer el cribado a aque-
llos grupos étnicos considerados de alto riesgo
para sufrir determinadas enfermedades (p. ej.,
fibrosis quistica en los caucasicos o en los judios
ashkenazis; beta talasemia en las personas de
ascendencia griega e italiana; alfa talasemia en
los individuos del sudeste asiatico; enfermedad
de Tay-Sachs, enfermedad de Canavan y disau-
tonomia familiar en los judios ashkenazis). Esta
estrategia se conoce como cribado basado en la
ascendencia u origen étnico’.

La definicion de etnia es controvertida, ya
que varia ampliamente si se clasifica de acuer-
do con la autopercepcidon, las caracteristicas
lingiiisticas-culturales-histéricas o los marcado-
res alélicos de origen étnico. En las sociedades
actuales, el incremento de parejas de origenes
diversos y los movimientos migratorios, hacen
cada vez mas dificil determinar con precision la
ascendencia de un individuo. Esto también tiene
como consecuencia que la probabilidad pre test
de ser portador de una enfermedad especifica
no coincida con las presunciones previas sobre
la prevalencia de esa patologia en el grupo étni-
co con el que se identifica un individuo.

En cuanto a la poblacion sudamericana, es
frecuente asociarla con los términos hispano o
latino. Se considera que es una poblacién con
alto grado de mezcla étnica vy, por lo tanto, no
pueden tomarse estos términos como equivalen-
tes para todas las regiones. Hispano se refiere a
aquellas personas que hablan el idioma espanol;
nativo puede utilizarse para marcar el origen
amerindio, aunque con contribucion espafola y
portuguesa entre los siglos XVI y XVIII; por ulti-

Grupo étnico Enfermedades prevalentes

Caucésicos Fibrosis quistica

Talasemia
Anemia de células falciformes

Afroamericanos

Fibrosis quistica
Tay-Sachs

Disautonomia familiar
Enfermedad de Gaucher

Enfermedad de Canavan

Judios ashkenazis

Asidticos Alfa talasemia

Tabla 1: Ejemplos de enfermedades prevalentes en deter-
minados grupos étnicos.
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Enfermedad monogénica Frecuencia de portador de acuerdo con ascendencia - etnia - raza
Ashkenazi Caucésica Hispana Afroamericana Asidtica Panétnica
Fibrosis quistica 1en24 Ten25 1en58 1 en 64 1en 88 1en45
Atrofia muscular espinal Ten4l 1en35 1en91 Ten71 1en53
Alfa talasemia 1 en 500 1en 30 1en 20 1 en48
Tay-Sachs 1 en 30 1 en 300
Enfermedad de Canavan 1 en 45 1en 159
Disautonomia familiar 1en32 1 en 500
Enfermedad de Gaucher len18 Ten 158

Tabla 2: Frecuencia de portador de enfermedades monogénicas de acuerdo con la ascendencic-origen étnico®.

mo, el término latino incluye, hablando estricta-
mente, a todos los sudamericanos. Dado que, en
las zonas urbanas de Sudamérica, la ascenden-
cia se define como una mezcla trihibrida, con
contribuciéon europea (principalmente espafio-
les e italianos, menor de alemanes y franceses),
americana nativa (amerindios con europeos) y
africana'®!!| es impreciso asignar el término his-
pano a toda esa poblacion.

Esta dificultad para definir correctamente el
origen étnico de los individuos y el hecho de
que las enfermedades genéticas no afectan solo
a determinados grupos han llevado a considerar
como alternativa el cribado universal (no diri-
gido), independiente de la ascendencia/etnia/
raza, sin restringirlo a ningin subgrupo en par-
ticular”!?. En los Estados Unidos, por ejemplo,
se recomienda el cribado para fibrosis quistica,
atrofia muscular espinal y talasemia a todas las
parejas en edad reproductiva.

Cantidad de enfermedades evaluadas

En sus inicios, el cribado de portador de
enfermedades monogénicas se concentr6 en la
evaluacion de patologias con herencia autoso6-
mica recesiva, prevalentes en determinados gru-
pos étnicos y asociadas a una morbimortalidad
significativa. Algunos paises comenzaron, en la
década de 1970, a realizar la deteccion siste-
matica de una o dos enfermedades en grupos
étnicos definidos. Por ejemplo, en los Estados
Unidos se inici6 el cribado de portador para la
enfermedad de Tay-Sachs en la comunidad ju-
dia ashkenazi, para talasemia en la poblacién
de ascendencia mediterranea, y tiempo mas tar-
de, para fibrosis quistica en los individuos de
ascendencia caucasica’.

En la actualidad, casi todos los paises que
tienen estrategias de cribado de portador como

parte de sus politicas de salud evaliian una a tres
enfermedades en forma universal y/o un grupo
de patologias de acuerdo con la ascendencia®.

En los dltimos afios, la evolucién exponencial
en el desarrollo de las técnicas moleculares y
la disminucion del costo de la secuenciaciéon y
analisis del DNA han posibilitado la evaluacién
simultanea de una gran cantidad de enfermeda-
des. Aplicada al cribado de portador de enfer-
medades monogénicas, esta estrategia se llama
cribado ampliado (expanded carrier screening,
ECS). Los estudios denominados ECS incluyen
la posibilidad de evaluar desde 5 o 10 enfer-
medades hasta cientos de patologias de manera
simultanea por el mismo costo. La mayoria de
los paneles de ECS que ofrecen los laboratorios
incluyen cientos de enfermedades monogénicas
con distintos tipos de herencia (incluso autosé-
mica dominante), elegidas en forma arbitraria y
mas alla de las recomendadas por las sociedades
cientificas de su pais de origen.

Hasta el momento, ninguna sociedad cienti-
fica internacional ha recomendado el ECS como
practica clinica de rutina, pero lo consideran
una opcion valida®®'2, En este sentido, como
se vera a continuacion, si bien no promueven
estudiar todas las enfermedades técnicamente
disponibles, la posibilidad de evaluar un grupo
mas amplio de enfermedades recesivas graves y
frecuentes es atractiva.

Tipo de enfermedades incluidas

Cuando se utiliza un panel de ECS se debe
considerar el tipo de enfermedades que evalia
en relacion con la gravedad, la edad de aparicién
y la variabilidad de su expresion fenotipica. En
la actualidad, se discute sobre cuales son las
patologias que deben incluirse en los paneles,
con una posicién conservadora, que apoya la
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idea de evaluar solo las afecciones frecuentes,
graves y tratables; y otra que propone evaluar
todo lo que pueda ser evaluado. Si bien no
hay una posicion uUnica, la mayoria de las
sociedades cientificas sugieren excluir (o hacer
opcional) aquellas enfermedades con fenotipo
leve, presentacion en la edad adulta o baja
penetrancia6’7’9'12'13’15'18.

En 2013, el Colegio Americano de Genética
Médica y Genomica publicé los criterios que
deberian cumplir las enfermedades para ser
incluidas en un ECS y desalent6 la posicion de
“evaluar tantos trastornos como sea posible”®,
Estos criterios fueron corroborados por un
trabajo y posterior publicacién conjunta de siete
sociedades cientificas de los Estados Unidos,
entre ellas: Colegio Americano de Genética
Médica y Genomica (ACMG), Colegio Americano
de Ginecologia y Obstetricia (ACOG), Sociedad
Genéticos (NSGOC)
y Sociedad Americana de Medicina Materno-
Fetal (SMFM)'’. Este consenso sugiere incluir
patologias que cumplan los siguientes criterios:

* Enfermedades graves: aquellas asociadas
a un efecto deletéreo en la calidad de vida,
discapacidad fisica o cognitiva, que requieran
cirugia o intervencién médica y de comienzo
temprano.

* Fenotipo de la enfermedad bien definido.

* Conocimiento de la prevalencia de la enfer-
medad.

* Conocimiento de los genes causantes, tipos
y frecuencia de variantes patogénicas en la po-
blacién estudiada.

* Frecuencia de portador superior o igual a
1 en 100.

* Conocimiento de la tasa de detecciéon con

Nacional de “Counselors”

la técnica utilizada.

* Ser factibles de diagnéstico prenatal o in-
tervencion intraitero que mejore el resultado
perinatal.

Por lo tanto, se recomienda evaluar las enfer-
medades monogénicas graves y frecuentes, para
las cuales haya conocimiento sobre genes, va-
riantes patogénicas y capacidad diagnostica del
estudio molecular, de forma de poder calcular el
riesgo residual luego de un resultado negativo,
para lograr un asesoramiento preciso. Segun la
ACOG, solo 22 enfermedades monogénicas cum-
plirian con estos criterios: fibrosis quistica, atrofia
muscular espinal, hemoglobinopatias, sindrome

del cromosoma X fragil, sindrome de Smith-Le-
mli-Opitz, fenilcetonuria, galactosemia, enferme-
dad de la orina con olor a jarabe de arce 1Ay 1B,
hiperinsulinismo familiar, sindrome de Joubert,
mucolipidosis IV, enfermedad de Nieman-Pick
A, enfermedad de Gaucher, anemia de Fanconi
de tipo C, sindrome de Bloom, enfermedad de
Canavan, glucogenosis 1A, disautonomia familiar,
enfermedad de Tay-Sachs, déficit de acil-CoA des-
hidrogenasa de cadena media. Asimismo, se su-
giere excluir enfermedades poco frecuentes, de
comienzo en la vida adulta (p. ej., genes BRCA
que confieren un aumento del riesgo de padecer
cancer de mama o de ovario), o fenotipo leve y
variable (p. ej., deficiencia de metilentetrahidro-
folato reductasa, hemocromatosis).

Una de las limitaciones de esta propuesta es
la subjetividad en cuanto a la medida de gra-
vedad de las patologias tanto por parte de los
profesionales como de los pacientes. Para ello,
un grupo de expertos diseiié una escala para
clasificar las enfermedades de acuerdo con el
grado de gravedad vy facilitar asi la eleccion de
las enfermedades por evaluar y el asesoramien-
to de los pacientes (Tabla 3)". No obstante, en
el momento de considerar un panel de ECS es
dificil determinar cuales son las patologias que
deben incluirse en el amplio mena de opciones,
con enfermedades con distintos tipos de heren-
cia, gravedad y frecuencia variables.

Escala de aro
Caracteristicas de la enfermedad
gravedad
Profunda Retraso madurativo y acortamiento de la expec-
tativa de vida en la infancia
Grave Retraso madurativo o acortamiento de la expec-
tativa de vida en la infancia; malformaciones
fisicas
Moderada Alguno de los siguientes: malformaciones fisicas,
limitacién de la movilidad, ceguera, sordera.
Capacidad infelectual y expectativa de vida
normales
Leve Comienzo en la vida adulta. Leves o tratables.
Algunas asintomdticas

Tabla 3: Escala de gravedad de las enfermedades mono-
génicas'’.

Evaluar a la pareja en forma
consecutiva o simultanea

Se pueden evaluar ambos miembros de una
pareja de forma simultanea, o hacerlo de mane-
ra consecutiva (a partir de los resultados de un
individuo se estudian, en la pareja o donante de
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gametos, las patologias de las que el primero
es portador). Ambas estrategias son aceptables
y, hasta el momento, no se ha demostrado que
una sea superior a la otra en cuanto a la eficacia
de la deteccion. La eleccion dependera de diver-
sas variables: de tiempo, econdémicas, decisiones
personales o de la institucién médica.

Si la opcion es estudiar primero a un indivi-
duo y es portador de una enfermedad genética,
se informa a la pareja (o donante de gametos)
la posibilidad de estudiar su estado de porta-
dor para esa patologia Asimismo, se invita a co-
municar el resultado a familiares que pudieran
ser portadores y la disponibilidad de realizar el
cribado. Debe quedar claro que la informacién
brindada por el estudio es personal y no puede
revelarse sin autorizacion del paciente’®.

Momento para realizarlo

El objetivo del cribado genético es proveer a
los individuos de informacién que pueda guiar
la planificacion familiar de acuerdo con sus de-
seos y valores personales. Idealmente, deberia
realizarse en el periodo preconcepcional, para
que el individuo o la pareja puedan recibir in-
formacion del riesgo para la descendencia antes
del embarazo y ampliar sus opciones reproduc-
tivas'4. Estas incluyen, entre otras: realizar el
diagnostico prenatal; optar por técnicas de re-
produccion asistida que incluyan el diagnéstico
preimplantacién o la donacién de gametos; no
realizar estudios complementarios y asumir el
riesgo para la descendencia, preparandose ante
la posibilidad de un recién nacido afectado; op-
tar por no tener hijos; o la adopcion. Si se realiza
durante el embarazo, permite acceder al diag-
nostico prenatal. En ambos casos, posibilita reci-
bir asesoramiento e informacioén en relaciéon con
el manejo futuro de un recién nacido afectado®.

Ademas, el cribado de portador podria contri-
buir a la aplicacién temprana de intervenciones
terapéuticas para determinadas enfermedades
en el periodo neonatal, si bien hasta el momen-
to este no se considera un objetivo principal del
estudio.

Cabe destacar que el cribado de portador de
enfermedades genéticas no reemplaza el criba-
do neonatal para enfermedades metabdlicas,
que tiene como objetivo el diagndstico tempra-
no de recién nacidos afectados por las patolo-
gias evaluadas. Este cribado neonatal tampoco
reemplaza la informacién brindada por el cri-

bado de portador en cuanto al riesgo para la
descendencia®®.

Técnica de estudio molecular

Los estudios de cribado de portador de en-
fermedades monogénicas utilizan alguna de las
siguientes estrategias: a) analisis de un grupo
predeterminado de variantes patogénicas (o
probablemente patogénicas) con asociacion va-
lida a determinada patologia (genotyping o tar-
get); b) secuenciacion del/los gen/es, aplicando
la denominada secuenciacién de proxima gene-
racion (next generation sequencing, NGS).

La primera estrategia, que evalda un grupo
predeterminado de variantes asociadas a una
patologia, se basa en el hecho de que las en-
fermedades monogénicas son causadas por va-
riantes patogénicas, algunas de ellas frecuentes
y recurrentes en toda la poblacién o en ciertos
grupos étnicos. Esta estrategia permite identifi-
car un porcentaje variable de parejas portadoras
(que va a estar determinado por la prevalencia
de la enfermedad, la cantidad de variantes eva-
luadas y la frecuencia de estas en la poblacién
estudiada). O sea, se deben conocer a priori la
frecuencia de portador de la enfermedad y la
tasa de deteccion de ese grupo de variantes en
la poblacién estudiada. Esta informacion per-
mite calcular el riesgo residual (1a probabilidad
de ser portador luego de un resultado negativo)
y, asi, interpretar el estudio y asesorar correc-
tamente (Tabla 4)°. Ademas, se sugiere estudiar
las variantes que tengan una relacion conocida y
clara con el fenotipo, no asi las variantes asocia-
das a un fenotipo variable o variantes benignas.

Los laboratorios que ofrecen ECS difieren en
la cantidad y el tipo de variantes que evaldan.
Por ejemplo, para la fibrosis quistica se descri-
bieron mas de 2000 variantes en el gen CFTR,
algunas de ellas asociadas a un fenotipo variable
o leve. El ACMG recomienda estudiar un grupo
de 23 variantes patogénicas que van a detectar
al 95% de los portadores de ascendencia ashke-
nazi, pero solo el 50% de los portadores asiati-
cos. Esto es asi porque esas variantes son mas
frecuentes en la ascendencia ashkenazi. Muchos
laboratorios ofrecen paneles de varias decenas
de variantes para fibrosis quistica, aumentando
poco la tasa de deteccién en la poblacion gene-
ral (ya que la mayoria son muy poco frecuentes),
y con la desventaja de evaluar variantes asocia-
das a un fenotipo variable o desconocido'®.
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Origen étnico Frecuencia de portador Tasa de deteccién Rie:::s:iﬂ?::ngu;?:ode
Caucésicos 1en24 88% 1 en 200
Judios ashkenazis Ten25 94% 1 en 380
Asidticos 1en 88 49% 1en 180
Afroamericanos 1 en 64 64% 1en170
Hispanos 1en58 72% 1 en 200

Tabla 4: Riesgo residual de ser portador de fibrosis quistica luego del resultado negativo de un panel de 23 variantes
patogénicas (ACMG) segin el grupo étnico y la tasa de deteccién'.

Esta metodologia, si bien tiene menor tasa
de deteccion que la secuenciaciéon completa del
gen, es menos costosa y laboriosa porque no
necesita evaluar la informacién obtenida y el
analisis de variantes nuevas decubiertas con se-
cuenciacion.

Como desventaja, puede desencadenar in-
terpretaciones erréneas o inciertas frente a un
resultado negativo de la prueba si se estudian
variantes patogénicas prevalentes en otro grupo
étnico, diferente de la poblacién en estudio; o
en el contexto de patologias poco frecuentes.
Por ejemplo, si se realiza el cribado de porta-
dor de la enfermedad de Tay-Sachs evaluando
las tres variantes patogénicas mas frecuentes en
la poblacién judia ashkenazi (las tres variantes
corresponden al 90% del total de variantes ob-
servadas en este grupo), un resultado negativo
va a disminuir considerablemente el riesgo re-
sidual de ser portador de Tay-Sachs en un indi-
viduo con este origen étnico, no asi para otras
ascendencias (donde las tres variantes solo re-
presentan el 35% del total de variantes halladas
en Tay-Sachs). Por otro lado, puede resultar di-
ficil el asesoramiento posterior al test cuando
se evaluan patologias extremadamente raras, de
las que se tiene poco o ningin conocimiento
de la tasa de portador o de la frecuencia de las
variantes analizadas.

La segunda estrategia consiste en la secuen-
ciacién completa de los genes. Con esta meto-
dologia se pueden identificar modificaciones en
la secuencia normal del gen vy, asi, diagnosticar
tanto variantes patogénicas como benignas o
de significado incierto. Si bien con NGS es po-
sible detectar cualquier tipo de variante, a los
efectos de realizar el cribado de portador se
utilizan filtros bioinformaticos para la interpre-
tacion de los datos gendmicos, y se informan
solo sobre las variantes patogénicas o probable-

mente patogénicas. Los laboratorios difieren en
la interpretacion de los resultados. Cuando se
aplican protocolos rigurosos de laboratorio y la
evaluacién manual de todas las variantes nue-
vas potencialmente patogénicas y relevantes, la
secuenciacion permite identificar, de manera fia-
ble, una mayor cantidad de parejas portadoras®.
Debe quedar claro que, a pesar de utilizar una
técnica de secuenciacién, siempre hay cierto
riesgo residual de que haya una variante pato-
génica no diagnosticada, ya sea por limitaciones
técnicas en la cobertura del gen o porque no se
informan variantes de significado incierto que a
futuro sean reclasificadas como patogénicas'-?2.

El consenso conjunto realizado por varias
sociedades cientificas internacionales sobre el
ECS' advierte acerca del uso de rutina de la se-
cuenciacion debido a la dificultad para interpre-
tar variantes raras o nuevas, y a la mayor tasa
de detecciéon de portadores de enfermedades
poco frecuentes. Respecto de la identificacién
de variantes raras o nuevas, en muchos casos
es imposible su categorizacién debido a la esca-
sa informacion. La falta de rigurosidad en esta
evaluacion por parte de algin laboratorio pue-
de llevar a clasificarlas como patogénicas vy, por
consiguiente, informarlas (en lugar de asignarles
significado incierto y no reportarlas). Por otro
lado, los paneles de ECS que se ofrecen en la
actualidad suelen evaluar cientos de patologias,
muchas de ellas poco frecuentes y con ningin
conocimiento de la tasa de portador en la pobla-
cién general. La identificacion de portadores de
enfermedades poco prevalentes lleva al estudio
de la pareja sin un conocimiento real del rédito
diagnostico de esta estrategia.

El otro punto para tener en cuenta es consi-
derar cual es el mejor método de cribado para
determinadas enfermedades. Por ejemplo, para
algunas patologias incluidas en los paneles de
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ECS, como la enfermedad de Tay-Sachs y la beta
talasemia, la prueba bioquimica es el mejor mé-
todo en la poblacién general, con mayor tasa
de deteccion de portadores que el estudio mo-
lecular. Para otras enfermedades, es necesario
aplicar técnicas moleculares adicionales. Por
ejemplo, para evaluar las deleciones exoénicas
en la atrofia muscular espinal, se debe utilizar
la técnica MLPA, y para determinar la cantidad
de tripletes en el gen asociado al sindrome del
cromosoma X fragil, la PCR cuantitativa.

En resumen, el cribado de portador de en-
fermedades monogénicas puede estar orientado
por la ascendencia u origen étnico (cribado ba-
sado en la ascendencia u origen étnico), o apli-
carse a toda la poblaciéon (cribado universal). Se
puede optar por la estrategia de evaluar las en-
fermedades recesivas mas prevalentes en deter-
minado grupo, o elegir paneles ampliados que
incluyan cientos de enfermedades, preferente-
mente aquellas consideradas graves y frecuentes
(cribado ampliado). El momento ideal para reali-
zar el cribado es en el periodo preconcepcional.

Asesoramiento pre-test

El asesoramiento pre-test les permite a los
individuos tomar decisiones informadas. Este
proceso incluye asesorar con la mejor evidencia
disponible (en relaciéon con el cribado), y un in-
tercambio de ideas con el individuo o la pareja
que facilite la toma de decisiones (realizar o no
el test) de forma auténoma y congruente con
sus valores y expectativas. Para los individuos
que finalmente eligen realizar el cribado, el ase-
soramiento pre-test facilitard la consulta poste-
rior al estudio®?,

En primer lugar, como en toda consulta de
asesoramiento, se debe obtener la historia fa-
miliar y personal del individuo o de la pareja y
construir el arbol genealégico. Se incluye también
la ascendencia u origen étnico y la presencia de
consanguinidad, y se interroga sobre los antece-
dentes de malformaciones, enfermedades de po-
sible origen genético, retraso madurativo, muerte
fetal o neonatal, o en la infancia. Esta es la pri-
mera herramienta de asesoramiento genético de
riesgo, ya que permite determinar la presencia de
enfermedades de probable origen genético y el
mecanismo de herencia en la familia'.

Si hay antecedentes de una enfermedad mo-
nogénica determinada, el asesoramiento y la
evaluacion deben seguir los pasos habituales:

confirmacion de la enfermedad y variante pato-
génica en la familia. Idealmente, si se ha deter-
minado el origen génico de esa patologia, o sea,
si se ha determinado la variante patogénica en
el familiar afectado, es necesario verificar que
el estudio de portador incluya la evaluacion o
el informe de esa variante. En caso contrario, se
debe ofrecer el estudio de la patologia familiar
en cuestion.

En relacién con el asesoramiento del cribado
de portador, hay que considerar las variables ya
detalladas: la poblacién a la que pertenece el in-
dividuo o pareja que se desea estudiar (o donan-
te de gametos), las enfermedades y el tipo de
metodologia que se usa. Se debe explicar el pro-
posito del estudio, los beneficios, limitaciones,
posibles resultados e implicaciones, y aclarar
sobre la posibilidad de hallazgos secundarios
(p. €j., diagnoéstico de portador de enfermedad
ligada al cromosoma X).

En sintesis, es necesario incluir los siguientes
conceptos®?’:

* El estudio es electivo y es vilido aceptarlo
o rechazarlo.

* Las enfermedades incluidas en los distintos
paneles de ECS varian en cantidad y gravedad.

* Cuantas mas enfermedades incluya el estu-
dio, mas probable es encontrar un portador. Por
otro lado, es posible que los ECS con cientos
de patologias evalien algunas con fenotipo va-
riable o leve, o con poco conocimiento sobre la
prevalencia de portador.

* Si cada miembro de una pareja es portador
de la misma enfermedad recesiva, la probabili-
dad de que la descendencia padezca esa enfer-
medad es del 25% en cada embarazo. Mencionar
las opciones reproductivas.

* Si cada miembro de una pareja (o donante
de gametos) es portador de una enfermedad dis-
tinta, la probabilidad de descendencia con esas
enfermedades es baja.

* Un estudio negativo no elimina el riesgo de
que la descendencia esté afectada, lo disminuye.

* Para la mayoria de las enfermedades, ser
portador no tiene consecuencias clinicas para el
individuo.

* Algunos paneles ampliados estudian enfer-
medades ligadas al cromosoma X o dominantes,
y por lo tanto, un individuo puede descubrir que
tiene alguna de estas enfermedades en estadio
presintomatico (p. e€j., enfermedad de Fabry,
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hemocromatosis, sindrome del cromosoma X
fragil).

* Existe la posibilidad de tener que realizar
estudios posteriores a un resultado positivo (p.
€j., secuenciaciéon de genes Gnicos).

* No es necesario detallar especificamente
las caracteristicas clinicas de todas las enferme-
dades evaluadas en el ECS, sino una descripcion
genérica sobre distintos grados de gravedad?®.

Asesoramiento post-test

El asesoramiento genético posterior al estu-
dio es de suma importancia para una correcta
interpretacion y, por consiguiente, para los pa-
sos por seguir. Se pueden plantear las siguientes
situaciones clinicas: 1) ambos miembros de la
pareja son portadores de la misma enfermedad
monogénica; 2) ambos miembros de la pareja
(o receptor y donante de gametos) no son por-
tadores de ninguna de las enfermedades mono-
génicas evaluadas; 3) un individuo es portador
de una/s enfermedad/es monogénica/s; 4) un
individuo no es portador de ninguna de las en-
fermedades monogénicas evaluadas®.

1) Si ambos miembros de una pareja (o re-
ceptor y donante de gametos) son portadores
de la misma enfermedad autosémica recesiva se
informa sobre la probabilidad de descendencia
afectada del 25% en cada embarazo. Se explican
en detalle las caracteristicas de esa patologia. Se
informa sobre las opciones reproductivas: rea-
lizar el diagnéstico prenatal; optar por las téc-
nicas de reproducciéon asistida que incluyan el
diagnostico preimplantacion o la donaciéon de
gametos; no realizar los estudios complemen-
tarios y asumir el riesgo para la descendencia,
preparandose ante la posibilidad de un recién
nacido afectado; optar por no tener hijos; o la
adopcion. Se reafirma que, para la mayoria de
las enfermedades, ser portador no tiene conse-
cuencias clinicas para el individuo.

2) Si la pareja (o receptor y donante de game-
tos) no es portadora de ninguna de las enferme-
dades monogénicas evaluadas, se informa que el
riesgo de descendencia afectada con esas enfer-
medades es bajo. Se aclara que un estudio nega-
tivo no elimina este riesgo, pero lo disminuye.
La disminucion de riesgo va a depender de la
metodologia utilizada en el estudio y de la tasa
de deteccién para cada una de las patologias.

3) Si un individuo es portador de una varian-
te patogénica de una o mas enfermedades re-

cesivas, el riesgo de que la descendencia esté
afectada dependera del estado de portador de
su pareja (o donante de gametos), por lo que se
ofrece realizar el estudio. Se puede optar por el
cribado ampliado con un grupo predetermina-
do de variantes, o por secuenciaciéon con NGS;
o realizar la pesquisa s6lo para la patologia en
cuestion. Se debe recordar que siempre hay un
riesgo residual de ser portador, aunque mini-
mo, luego de un estudio de cribado negativo.
La disminucién del riesgo va a depender de la
metodologia utilizada en el estudio y de la tasa
de deteccién para cada una de las patologias.
Es posible una mayor reduccién del riesgo a
través de la secuenciacion del gen tunico, pero
esta no es una estrategia que se recomienda de
rutina®!21826,

Algunos especialistas proponen informar
solo los resultados si ambos miembros de la pa-
reja son portadores de la misma enfermedad®.

4) Si un individuo ha sido estudiado y no es
portador de ninguna de las enfermedades mo-
nogénicas evaluadas, es valido no evaluar al otro
miembro de la pareja. Informar, igualmente, so-
bre la posibilidad de hacerlo.

Al realizar un cribado de portador para mul-
tiples enfermedades, existe la posibilidad de que
un individuo descubra que es portador de una
enfermedad dominante o ligada al cromosoma X
en estado presintomatico. Por ejemplo, las muje-
res portadoras de una premutacién causante del
sindrome del cromosoma X fragil tienen riesgo
de insuficiencia ovarica primaria.

En el contexto de una pareja en la que uno
de sus miembros es portador de una enferme-
dad monogénica y el otro tiene un cribado ne-
gativo para esta, es importante calcular el riesgo
residual de ser portador y, por lo tanto, de que
la descendencia esté afectada. Algunos labora-
torios ofrecen ECS por NGS, con una excelente
evaluacién de los datos bioinformaticos y, por
consiguiente, con un riesgo residual minimo
luego de un estudio negativo. Para los ECS con
otro tipo de metodologia, es fundamental consi-
derar la capacidad diagnostica de la prueba.

El riesgo residual es funcién de la frecuencia
de portador y de la tasa de deteccion de la prue-
ba para determinada patologia. La frecuencia de
portador se estima de acuerdo con la prevalencia
de la enfermedad en una poblacién determinada
(corregido por la ecuacion de Hardy-Weinberg).
Algunas de estas estimaciones son derivadas,
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también, de estudios moleculares. La tasa de de-
teccion va a depender de la cantidad de varian-
tes patogénicas consideradas y del porcentaje de
portadores con estas variantes. En las enferme-
dades raras, la prevalencia de la enfermedad, la
frecuencia de las mutaciones y la tasa de detec-
cién son imprecisas, y por lo tanto, las estimacio-
nes de riesgo residual no son fiables. Lo mismo
sucede cuando se extrapolan datos de un grupo
étnico a otro, o a la poblacion general'’?"%,

Por dltimo, aunque los laboratorios cono-
cen la forma de clasificar las variantes (criterios
internacionales), no hay una regulacién para
establecer que las variantes identificadas y re-
portadas sean validadas. Cuando las variantes
son raras, son muy dificiles de categorizar. Si un
resultado es confuso, se debe contactar al labo-
ratorio para obtener mayor informacion®.

Beneficios y desventajas del cribado
ampliado

Como ya se dijo, el desarrollo de nuevas téc-
nicas de secuenciacién gendémica ha permitido
realizar el cribado de portador para una gran
cantidad de patologias de forma simultanea y
eficiente. Fl estudio de variantes patogénicas
para dos o tres enfermedades monogénicas tie-
ne, en la actualidad, un costo similar a estudiar
cientos de patologias a la vez. Aunque muchas
de estas condiciones son frecuentes, graves y
tienen un fenotipo bien definido, otras no lo
son tanto. El nimero de genes y variantes eva-
luadas es funcion de los laboratorios y no hay
restricciones impuestas; solo depende de lo que
se quiera ofrecer y de la capacidad técnica para
realizarlo”1431:32,

Si bien puede parecer atractivo detectar mu-
chas patologias con una sola prueba, el ECS tie-
ne limitaciones y desventajas.

Los argumentos a favor de realizar el ECS son
las siguientes: 1) se pueden evaluar cientos de
enfermedades monogénicas a un costo similar
a evaluar una o dos de ellas; 2) en la sociedad
actual, es imposible definir con certeza la as-
cendencia de un individuo vy, por consiguiente,
las enfermedades mas prevalentes de acuerdo
con su grupo étnico; 3) no limitar la informa-
cién que pueda recibir un individuo o pareja a
las decisiones de expertos sobre lo que es sufi-
cientemente grave que justifique un estudio; 4)
la mayoria de los portadores no tienen historia
clinica de la enfermedad®.

Las desventajas de utilizar el ECS son las si-
guientes: 1) algunas pruebas incluyen patolo-
gias para las cuales no se recomienda realizar el
cribado poblacional, segin las guias de practica
clinica de las sociedades cientificas internaciona-
les (p. €j., hemocromatosis, factor V de Leiden);
2) con el incremento en el volumen de datos de
secuenciacion se necesita destreza en el uso de
las herramientas bioinformaticas para clasificar
una variante de acuerdo con la evidencia dispo-
nible; 3) a medida que aumenta la cantidad de
patologias evaluadas, se incrementa la propor-
cién de individuos con resultados positivos vy,
por lo tanto, también el tiempo y el dinero des-
tinados a estudios posteriores para condiciones
muy raras, leves o con baja tasa de deteccion; 4)
para las patologias raras, la relacion entre una
variante genética dada y el fenotipo para el nifio
puede no ser clara?343¢,

Como se menciond, hasta el momento nin-
guna sociedad cientifica internacional ha reco-
mendado el ECS como practica clinica de rutina,
pero se considera una opcion valida®®!2,

CONCLUSIONES

Cada pais, region, institucion o profesional
toma la decision de implementar (o no) el cribado
de portador de enfermedades monogénicas y la
estrategia de acuerdo con la presencia (o no) de
politicas de salud o las guias de las sociedades
cientificas (Tabla 5). En paises como la Argentina,
donde se carece de pautas oficiales que guien la
practica médica, cada especialista o institucion eli-
ge la opcion que cree mas adecuada para el medio
local. Una de las principales limitaciones es la falta
de datos sobre la prevalencia de las enfermedades
en la poblacion, para estudiar aquellas que sean
mas frecuentes y calcular correctamente el riesgo
residual luego de un resultado negativo. La otra es
el alto costo de los estudios”. Idealmente, se po-
dria brindar informacioén a los pacientes sobre la
disponibilidad del cribado de enfermedades mo-
nogénicas en el periodo preconcepcional. Algunos
desearan obtener la maxima informacion (la ma-
yoria de los genes o condiciones y la mayoria de
las variantes), mientras que otros optaran por no
realizar el cribado.

Se necesitan estudios futuros que exploren la
validez y utilidad clinica del ECS, y que incluyan
los costos del asesoramiento genético, los estu-
dios de la pareja y la posibilidad del diagnoéstico
preimplantacién o durante el embarazo.
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Pais -
Sociedad Cientifica

Screening universal

Por grupo étnico

Otros

ACOG™

Informar sobre screening de
portador a todas las mujeres en
edad reproductiva

- Fibrosis quistica

- Atrofia muscular espinal

- Hemoglobinopatias (Hto; VCM
HCM)

Judios ashkenazis:

- Tay-Sachs

- Enfermedad de Canavan
- Disautonomia familiar

Es posible considerar:

- Sindrome de Bloom

- Hiperinsulinemia familiar
- Anemia de Fanconi

- Enfermedad de Gaucher
- Glucogenosis |

- Sindrome de Joubert

- Enf. jarabe de arce

- Mucolipidosis IV

- Enfermedad de Niemann-Pick

- Sindrome de Usher

Ascendencia procedente del
Mediterrdneo, Africa, Sudeste
Asidtico, Medio Oriente, India:

- Hemoglobinopatias (electrofore-

sis de la Hb)

Fragil X: antecedentes familiares
de trastornos relacionados con
sindrome de X frégil, o disca-
pacidad intelectual sugestiva de
sindrome de X fragil, o mujeres
con antecedentes personales de
insuficiencia ovérica o 1 FSH
antes de los 40 afos

ACMG'¢

Informar sobre screening de
portador a todas las mujeres en
edad reproductiva

- Fibrosis quistica
- Atrofia muscular espinal

Judios ashkenazis:

- Tay-Sachs

- Enfermedad de Canavan

- Disautonomia familiar

- Sindrome de Bloom

- Anemia de Fanconi

- Enfermedad de Gaucher

- Mucolipidosis IV

- Enfermedad de Niemann-Pick

Fragil X: antecedentes familiares
de trastornos relacionados con
sindrome de X frégil, o disca-
pacidad intelectual sugestiva de
sindrome de X fragil, o mujeres
con antecedentes personales de
insuficiencia ovérica

SOGC-CCMG*®

Informar sobre screening de
portador a todas las mujeres en
edad reproductiva

Caucdsicos y regién de Sague-
nay-Lac-Saint-Jean y Charlevoix:
- Fibrosis quistica

Ascendencia procedente del
Mediterrdneo, Africa, Sudeste
Asidtico, Medio Oriente, India:

- Hemoglobinopatias (electrofore-

sis de la Hb)

Judios ashkenazis:

- Tay-Sachs

- Enfermedad de Canavan
- Disautonomia familiar

Fragil X: antecedentes familiares
de trastornos relacionados con
sindrome de X frégil, o disca-
pacidad intelectual sugestiva de
sindrome de X fragil, o mujeres
con antecedentes personales de
insuficiencia ovérica

NS

Talasemia y anemia de células
falciformes en embarazadas

Tabla 5: Recomendaciones de cribado de portador de enfermedades monogénicas en otros paises.

ACOG: Colegio Americano de Ginecologia y Obstetricia; ACMG: Colegio Americano de Genética Médica y Gendmica; SOGC: Sociedad de
Ginecologia y Obstetricia de Canada; CCMG: Comité Canadiense de Genética Médica; NHS: Servicio Nacional de Salud de Inglaterra; Hto:
hematocrito; VCM: volumen corpuscular medio: HCM: hemoglobina corpuscular media; Hb: hemoglobina.
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RESUMEN

En los seres humanos, durante el embarazo
temprano, la mucosa uterina se transforma en la
decidua, en la que se implantara la placenta fetal y,
asi, las células trofoblasticas placentarias se entre-
mezclan y se comunican con las células maternas.

Las interacciones
constituyen la base de patologias comunes del
embarazo como la preeclampsia y la muerte fe-
tal. Aqui evaluamos el perfil transcriptémico de
70.000 células individuales de placentas del pri-
mer trimestre apareadas con el de la sangre ma-
terna y el de las células deciduales.

La composicion de la decidua humana revela
subpoblaciones de células perivasculares y estro-
males que se ubican en distintas capas deciduales.

Principalmente, hay tres subpoblaciones de cé-
lulas NK (natural killer cells o asesinas naturales)
deciduales con perfiles distintivos de inmunomo-
duladores y quimiocinas. A través de interacciones
moleculares desarrollamos un repositorio de com-
plejos ligando-receptor y una herramienta estadis-
tica para predecir la comunicacién célula-célula
segun la especificidad del tipo celular. Nuestros
datos identifican muchas interacciones regulado-
ras para prevenir respuestas inmunitarias innatas
o adaptativas dafinas en este ambiente. Nuestro
atlas unicelular de la interfaz materno-fetal revela
la organizacion celular de la decidua y la placenta,
y de aquellas interacciones criticas para la placen-
tacion y el éxito reproductivo.

trofoblasticas-deciduales

Comentario
Dra. Claudia Pérez Leirés
Directora del Laboratorio de Inmunofarmacologia IQUIBICEN,

UBACONICET, Faculiad de Ciencias Excatas y Naturales

El presente articulo constituye un valioso atlas
de las células y moléculas expresadas en placen-
tas del primer trimestre que reconstruye la inte-
racciéon materno-placentaria humana.

La gestacion promueve, en la mujer, una con-
diciéon inmunitaria singular que varia desde la
implantacion hasta el parto. Esta condicién di-
namica representa un desafio médico en el mo-
mento de tomar decisiones sobre como abordar,
prevenir y tratar las infecciones en cada etapa,
y también para el tratamiento de trastornos con
componente inmunitario, tanto cronicos como
adquiridos, que afectan a las mujeres durante el
embarazo.

Desde un punto de vista inmunolégico, la ges-
tacion representa una situacién Unica: a pesar de
que los tejidos fetales expresan antigenos tanto
de origen materno como paterno y antigenos me-
nores de histocompatibilidad, no se genera una
respuesta de rechazo. En la evolucion de la pla-
centacion en mamiferos euterios se desarrollaron
mecanismos activos que previenen esa respuesta
inmunitaria y favorecen el crecimiento fetal. Entre
los mecanismos mas destacados demostrados en
diversas especies, incluidos los seres humanos, el
desarrollo de una respuesta de tolerancia inmuni-
taria mediada por células T reguladoras maternas
cumple un papel fundamental en el control de la
homeostasis. Distintos laboratorios, como el del
profesor Gil Mor de la Universidad de Yale, en
los Estados Unidos, han ido mas alla al proponer
que un “didlogo adecuado” entre el trofoblasto y
el sistema inmunitario materno, al que describen
como un estado de inmunocooperacion materno-
placentaria, es clave para mantener la homeosta-
sis y favorecer el crecimiento fetal.

Hay mucho interés en conocer cudles son los
mediadores de ese “didlogo” entre la placenta y
el sistema inmunitario de la madre, en particu-
lar, comprender cuales son las moléculas y los
mecanismos que participan en la interaccion del
trofoblasto con los leucocitos maternos en las pri-
meras etapas del embarazo. Su identificacion po-
dria ser un aporte valioso para la determinacién
de biomarcadores o el desarrollo de tratamientos
tempranos contra diversas complicaciones gesta-
cionales asociadas a defectos en la placentacién
que se diagnostican hacia el final del embarazo,
como la preeclampsia y la restriccion del creci-
miento intrauterino, que pueden tener serias con-
secuencias para la salud materna y neonatal.

Los abordajes experimentales para demostrar
cuales son las células y moléculas implicadas
en la interaccibn materno-placentaria fueron
perfeccionandose con los anos y recientemente
se ha producido un salto cualitativo en estas
investigaciones con la aparicion de las omzics,
tecnologias de secuenciaciéon masiva y analisis
bioinformatico, las cuales han podido adaptarse
al estudio de modelos y tejidos humanos. Un
ejemplo es la metagenémica, que identifica todas
las especies microbianas presentes en un tejido
y que, aplicada a la gestacién humana, aportd
evidencias sobre el microbioma de la placenta
a término y confirmé las observaciones previas
de que no es un sitio estéril’. Por otro lado, la
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transcriptémica, a través de la secuenciacion del
ARN, revela todos los genes que se expresan en
un tejido en una condicién determinada. Mas aun,
se ha logrado realizar la secuenciacién del ARN de
células a nivel individual aisladas de un tejido, lo
que ofrece una notable cantidad de informacién
sobre qué genes se expresan en cada célula in-
dividualmente y también de las posibles interac-
ciones célula-célula entre las poblaciones celulares
presentes en un tejido.

Empleando la técnica de secuenciacion del
ARN de las células a nivel individual (scRNAseq,
single cell RNA sequencing), un grupo de inves-
tigadores del Reino Unido, Espana y Alemania
public6 este articulo que intenta trazar el mapa
de las células que se encuentran en la placenta
del primer trimestre y sus interacciones a nivel
individual. Los autores realizaron primero la se-
cuenciacion del ARN de alrededor de 70.000 cé-
lulas aisladas de muestras de placenta y decidua
del primer trimestre. Luego, mediante un analisis
computacional, obtuvieron informacion sobre los
posibles complejos ligando-receptor especificos
de cada tipo celular y, finalmente, integraron esas
predicciones en un analisis espacial in situ de las
muestras que les permitié construir un mapa mo-
lecular y celular de la interfaz placenta-decidua
humana.

El equipo de investigadores, liderado conjun-
tamente por Muzlifah Haniffa, Ashley Moffett y
Sarah A. Teichmann, de Wellcome Sanger Insti-
tute, University of Cambridge, Newcastle Hospi-
tals NHS Foundation Trust y Newcastle University
en el Reino Unido, concluye que este Atlas revela
la organizacién celular de la decidua y la placen-
ta, y las interacciones que son criticas para la pla-
centacion y el éxito del embarazo. El valor de su
trabajo no solo se debe al enorme caudal de in-
formacion que ofrecen (los autores comparten en
un repositorio publico los datos obtenidos), sino
también al hecho de que logran validar, desde el
punto de vista fisiologico, el modelo y el estudio
al analizar distintas interacciones célula-célula
y marcadores ampliamente reconocidos, y cuya
participacion en los embarazos normales y pa-
tolégicos qued6 demostrada por laboratorios de
referencia internacional. El estudio les da la opor-
tunidad de mostrar los estados de diferenciacion
de las células trofoblasticas y sefialar nuevas
moléculas
vascular y en la interaccion trofoblasto-leucocitos
maternos. En el trabajo se pone especial atencién

involucradas en la transformacion

en las moléculas que intervienen en el control
de la respuesta inflamatoria: se presenta infor-
macion original acerca de nuevas subpoblaciones
de leucocitos deciduales, en particular de subpo-
blaciones de células NK deciduales (dANK1, dNK2
y dNK3) que difieren en su perfil metabdlico,
como también de las interacciones de estas con
células trofoblasticas, combinando datos fenotipi-
cos y funcionales/metabdlicos como no se habia
realizado en placentas humanas hasta ahora.

Este doble propésito de ofrecer toda la infor-
macion de los genes que se expresan a nivel de
cada célula con la prediccion de interacciones en
su localizacién espacial y, a la vez, la validacion
de ciertas interacciones que ya se han demostra-
do ampliamente, constituye una proyeccién muy
valiosa de este trabajo. Podria decirse, incluso, que
su mayor valor no es lo que muestran en el tra-
bajo que, excepto lo ya comentado sobre las cé-
lulas NK y su perfil metabdlico, es en su mayoria
la confirmacion de observaciones hechas en seres
humanos por otras técnicas, sino lo que ofrece el
diseno y la metodologia empleados para generar
una base publica de genes expresados en placen-
tas del primer trimestre y su interactoma. Esta in-
formacién podria ser de enorme utilidad para los
grupos que estudian ciertas interacciones célula-
célula o mediadores que los autores del trabajo no
enfocaron aqui, u otras moléculas e interacciones
que quiza ningun investigador se las ha planteado
ain. También podra dar soporte empirico en la
placenta humana a, por ejemplo, alguna interac-
cion que solo se ha podido demostrar en sistemas
in vitro o en modelos con animales.

La relevancia y proyeccion de este trabajo es
indudable, si bien enfrenta las limitaciones obvias
de la investigacion en la gestacion humana que
no admiten un analisis temporal longitudinal. Las
muestras empleadas corresponden a finalizaciones
electivas del embarazo entre las semanas 6 y 14,
por consiguiente, se tratan en forma equivalente
condiciones distintas de nutriciéon del feto —his-
tiotr6fica a hemotréfica— y no se estudian fenéme-
nos mas tempranos en el desarrollo embrionario.

El presente trabajo retne y organiza, a modo
de un atlas, la informacion sobre los genes que se
expresan en distintas poblaciones celulares (tro-
foblasticas, vasculares, estromales deciduales,
leucocitarias maternas) en la interfaz maternofe-
tal en el primer trimestre. Tanto por el abordaje
con tecnologias omics y el procesamiento de los
datos con nuevas estrategias computacionales
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como por el diseno experimental para validar
las interacciones célula-célula ya descriptas, esta
investigacion es un aporte notable para los in-
vestigadores en el campo de la reproduccién
humana, en especial aquellos interesados en el
proceso de placentacion y en los mecanismos de
reconocimiento y respuesta del sistema inmunita-
rio en la gestacién temprana.
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ALCANCE DE LA GUIA

El objetivo general de esta Guia es propor-
cionar a los proveedores de atencion médica la
mejor evidencia disponible para la investigacion
y el tratamiento de las mujeres con pérdida recu-
rrente del embarazo (PRE). Esta se define como
la pérdida de dos o mas embarazos, excluidos el
embarazo ectopico y el embarazo molar.

La Guia ofrece una descripcién general de los
tratamientos sugeridos contra la PRE y cuales de
ellos se aconsejan. Se hacen recomendaciones
sobre las investigaciones que podrian ser utiles
para identificar el origen de las pérdidas del em-
barazo y las posibles terapéuticas.

Ademas, se escriben pautas sobre la organi-
zacion de la atencién para las parejas que se en-
frentan con esa pérdida.

Comentario bibliografico del capitulo
Investigaciones anatémicas
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Médico Ginecélogo, Especialista en Reproduccién Humana, Di-
rector Médico de IVI

Las malformaciones uterinas han suscitado un
alto grado de controversias en las que el acuerdo, a
veces, dista de alcanzarse. Las Guias de la European
Society of Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) no han estado ajenas a esta situacion.

La primera controversia que se plantea es conce-
bir las “malformaciones adquiridas”, miomas, pélipos,
sinequias, etc., como verdaderas malformaciones.

La Real Academia Espafiola, en la novena edi-
cién de su Diccionario de la Lengua Espaiiola,
define la malformacién como una “deformacién
o defecto congénito en alguna parte del organis-
mo”. Por lo tanto, la patologia uterina adquiri-
da no debe considerarse una malformacién, sino
una distorsién de la anatomia.

Con respecto a los métodos diagnodsticos, el ar-
ticulo es muy ambiguo. Comienza alabando como
método de referencia la histeroscopia combinada
con laparoscopia y luego, un par de parrafos mas
adelante, no la considera tan exacta como la histe-
rosonografia, arrogandole mayor sensibilidad y es-
pecificidad. Ademas, destaca que este método hace
innecesario el uso de la laparoscopia o la histerosal-
pingografia para el diagnoéstico del utero septado.

@
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Podria decirse que el ordenamiento de méto-
dos de diagndstico que se tienen al alcance para
definir el tipo de malformacién es el siguiente:

* Ecografia 3D: describe el contorno del ttero
y el aspecto de su cavidad y permite realizar me-
diciones de las deformaciones que ayudaran al
futuro tratamiento quirdrgico.

* Resonancia magnética: es un método de pri-
mera linea si se especifica exactamente que lo que
se pretende evaluar es el utero y su cavidad, indi-
candole al imagendlogo lo que se desea estimar.

* Ecografia transvaginal 2D: si bien su sensi-
bilidad es menor que la de la ecografia 3D, en
manos avezadas es también util.

* Histerosalpingografia: aporta datos limita-
dos para definir con exactitud cual es la malfor-
macién encontrada.

* Laparoscopia en conjunto con histeroscopia:
otorgan un diagnoéstico preciso. Por tratarse de un
método invasivo, no se utilizan como primera elec-
cion. La diferencia en cuanto al diagnéstico con la
ecografia transvaginal 3D o la resonancia magné-
tica es minima y a favor de estos ultimos estudios.

En cuanto al diagnéstico de las mal llamadas
“malformaciones uterinas adquiridas”, se puede
sintetizar de la siguiente forma:

* Ecografia transvaginal 2D o 3D: miomas y
polipos.

* Histerosalpingografia o histerosonografia:
miomas, polipos y sinequias.

Con respecto al tratamiento, el criterio es mas
homogéneo en el articulo y los conceptos son
mas concordantes.

En el udtero septado el tabique debe resecar-
se mediante resectoscopia, una cirugia ambula-
toria que permite corregir, con cierta facilidad,
este defecto congénito. El control laparoscopico
mientras se realiza la seccion del tabique ha per-
dido vigencia al ser remplazado por la ecografia
abdominal. Mientras el cirujano secciona la mal-
formacion, un asistente lo guia con el ecégrafo a
través de un transductor abdominal indicandole
cuando se acerca a la pared uterina. Este método
combinado es también muy util para resecar un
mioma submucoso (malformacién adquirida).

La metroplastia del utero bicorne en la ma-
yoria de los casos no esta indicada, pero si la
paciente ha sufrido varios abortos tardios (mas
de dos), podria considerarse su realizaciéon. Con
técnicas y materiales apropiados para microciru-
gia, la probabilidad de afectar la fertilidad es baja.

La resolucion de las sinequias uterinas, segin
su extensiéon y conformacién, puede transfor-
marse en una pesadilla. El grado de recidiva es
alto y, en multiples oportunidades, el destino es
el fracaso. Es obvio que no nos referimos a las
sinequias columnares delgadas, sino a aquellas
cavidades seriamente ocluidas por un proceso ci-
catricial importante. Hoy se esta experimentando
en el uso de células madre de médula 6sea' para
lograr la recuperaciéon de la cavidad uterina.

Es notable que se trate en este capitulo la in-
competencia del orificio cervical interno. Si bien es
verdad que puede ser una malformacién congénita
o una secuela adquirida, su prevenciéon mediante la
realizacion del cerclaje, a pesar de que los metanali-
sis son ambiguos, suele evitar la pérdida del emba-
razo, ya sea como aborto tardio o parto prematuro.

En esta Guia, lo aconsejan una vez producida
la dilatacién con el embarazo en curso. Lo ideal es
diagnosticarlo con anterioridad en la paciente que ha
padecido pérdidas de embarazos tardios y tiene una
prueba de bujias de Hegar mayor de 8 o una histero-
salpingografia donde la dilatacién del cuello supera
los 10 mm. El cerclaje debe efectuarse en el embara-
zo temprano, es decir, por debajo de las 12 semanas.

De esta manera el cuello aun conserva su es-
tructura y puede realizarse un cerclaje alto, cer-
cano a la altura del orificio cervical interno, con
resultados excelentes.
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Hasta no hace mucho, el estudio de la pér-
dida recurrente del embarazo (PRE) se centraba
en la mujer y se consideraba que si un hombre
era capaz de fecundar a una mujer, sus game-
tos posiblemente eran normales. Sin embargo,
hoy sabemos que con este enfoque, 40-50% de
las PRE quedan sin una causa clara. Asimismo,
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conocemos que el espermatozoide influye en el
desarrollo embrionario temprano y que algunas
caracteristicas paternas pueden incidir en el desa-
rrollo posnatal. Por estas razones, es importante
el estudio del factor masculino en la PRE.

Clasicamente, el tnico estudio que se efectua-
ba en el hombre era el cariotipo, que permitia
definir posibles alteraciones estructurales cromo-
sémicas (translocaciones reciprocas, robertsonia-
nas, inversiones, etc.) como causa del aborto'.

Esta Guia muestra que el riesgo de PRE se
incrementa significativamente cuando en el hom-
bre se superponen el consumo de cigarrillo y de
alcohol y la exposiciéon a factores ambientales
ocupacionales (OR 11,965; IC 95%: 1,49 a 95,62).

En relacion con la calidad espermatica, si bien
los datos de la bibliografia no son concluyentes, la
mayoria muestra que los hombres de parejas con
PRE, en comparacion con los controles fértiles, tie-
nen significativamente reducidas la viabilidad, la
morfologia y la movilidad progresiva espermaticaZ.

Algunas evidencias sefalan que podria haber
una asociacion entre la PRE y el incremento de la
fragmentacion del ADN espermatico. Una revision
sistematica de 16 estudios de cohorte (2969 pare-
jas, 14 de los 16 estudios prospectivos y 15 de los
16 en parejas que realizaron ICSI/FIV) mostré un
incremento significativo en la tasa de aborto en los
hombres con un incremento del dafio en el ADN
espermatico en comparacion con el bajo dafio (OR
2,16; IC 95%: 1,54 a 3,03)°. Un andlisis de subgru-
po mostré que la asociacién con el aborto es mas
fuerte para la prueba de TUNEL (OR 3,94; IC 95%:
2,45 a 6,32). Dos trabajos recientes también ha-
llaron un incremento significativo del dafio en el
ADN espermatico en parejas que sufrieron la PRE
después de una concepcion natural®,

Se sabe que la causa principal del dafo en
el ADN espermatico es el incremento en la pro-
duccién de radicales libres y, por lo tanto, deben
evaluarse factores que pueden producirlo, como
tabaquismo, obesidad, exposicion a téxicos o
presencia de varicocele.

Sobre esta base, la recomendacion de la Guia es:

* En una pareja con PRE, evaluar en el hom-
bre los factores del estilo de vida (consumo de
alcohol, cigarrillo, ejercicio excesivo, peso corpo-
ral). (Buena practica: good point practice, GPP).

* La evaluaciéon de la fragmentacion del ADN
espermatico puede considerarse con fines expli-
cativos, basada en evidencias indirectas (eviden-
cia moderada, recomendacion condicional).

Desde el punto de vista terapéutico, el analisis
de la bibliografia muestra que no hay evidencias si
la correccién de factores (cigarrillo, peso, alcohol)
se asocia beneficiosamente con un impacto en la
tasa de nacidos vivos en las parejas con PRE, aun-
que hay evidencias de su efecto perjudicial.

En cuanto a la correccion del varicocele, algu-
nos estudios muestran mejoria en la fragmenta-
cion del ADN espermatico; sin embargo, no hay
estudios relacionados con la PRE’.

Respecto de las técnicas de seleccion esperma-
tica, no se han realizado trabajos sobre su uso en
parejas con PRE, por lo que no es posible reco-
mendarlas.

El uso de antioxidantes ha mostrado ser efec-
tivo para incrementar la tasa de embarazo en las
parejas infértiles, pero no hay trabajos en las pa-
rejas con PRES.

A partir de lo dicho, la Guia senala, desde el
punto de vista terapéutico:

* Sugerir la cesacion de posibles factores toxi-
cos (buena practica GPP).

* No hay evidencias de que el uso de antioxi-
dantes ayude a las parejas con PRE. Una revisién
Cochrane mostr6 que el uso de antioxidantes en
parejas en plan de FIV mejora las tasas de em-
barazo, aunque no disminuye el riesgo de aborto
(por esto sugiere una recomendacién condicional
con poca evidencia).
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Cariotipo en el tejido de material de aborto

La prevalencia de anomalias cromosémicas en
el tejido de material de aborto espontaneo del pri-
mer trimestre varia segun las publicaciones. Los in-
dices se encuentran entre el 57,2% en el material
de aborto de las mujeres menores de 35 afos hasta
el 82,3% en las mujeres mayores de esa edad'?. La
mayoria de las anomalias detectadas corresponden
a las trisomias autosémicas, seguidas de la monoso-
mia del cromosoma X y de las poliploidias.

Si bien y, en coincidencia con las recomen-
daciones de la European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE), la iden-
tificacion de la etiologia del aborto espontaneo
no parece modificar el pronéstico para los futu-
ros embarazos, el conocimiento del diagndstico
puede beneficiar a las mujeres que han sufrido
fallas reproductivas de repeticion.

Estas mujeres suelen presentar cuadros depre-
sivos y tener sentimientos de culpa, por lo que
el conocimiento de la causa de la pérdida puede
ayudarlas en la elaboracion y el manejo del duelo®.

Por otra parte, los programas de pesquisa del
primer trimestre para aneuploidias permiten in-
corporar el antecedente de trisomias previas al
calculo de riesgo, lo cual es importante para el
asesoramiento genético de las parejas.

El cariotipo convencional en cultivo del mate-
rial de aborto espontianeo sigue siendo el método
de referencia para el diagnéstico, ya que permite
la visualizacion de todos los cromosomas y, por
lo tanto, identificar las anomalias estructurales,
pero tiene ciertas limitaciones, pues requiere un
cultivo de largo término, la tasa de fracasos en el
cultivo es alta y no puede discernir entre conta-
minacién materna y feto femenino cromosémica-
mente normal.

En aquellos casos en los que se detecta un
embarazo detenido por ecografia, tenemos la
oportunidad de tomar una muestra por puncién
de las vellosidades coriénicas para obtener el ca-
riotipo fetal, dado que da una mayor posibilidad
de lograr resultados que el cultivo del material
de aborto.

En nuestro medio, puede complementarse con
la realizacién de una QF-PCR, ya que tiene una gran
utilidad clinica por su alta sensibilidad y especifi-
cidad en la deteccion de las principales anomalias
cromosoémicas, con un valor predictivo positivo del
100% y un valor predictivo negativo del 99,8%.

La QF-PCR permite la deteccién de aneuploi-
dias, triploidia y disomia uniparental mediante la
amplificaciéon de secuencias de ADN altamente
polimorficas presentes en todos los cromosomas
(y distribuidas a lo largo de todo el cromosoma)
conocidas como regiones microsatélites o STR
(short tandem repeats).

La ESHRE sugiere realizar un array-CGH (hi-
bridaciéon genémica comparativa basada en mi-
cromatrices) como el estudio de primera eleccién
en el tejido de material de aborto. Si bien se evita
la contaminacién materna, es un estudio dificil-
mente accesible en nuestro medio vy, al igual que
la QF-PCR, no detecta anomalias cromosémicas
estructurales ni mosaicismos menores del 20%.

La deteccion de una anomalia cromosémica en
el tejido de material de aborto posibilita utilizar la
informacion en los programas de pesquisa del pri-
mer trimestre para aneuploidias, incorporandola al
calculo de riesgo en caso de un nuevo embarazo.

Cabe destacar que un correcto diagnostico
habilita un asesoramiento genético acertado y
oportuno.

Cariotipos parentales

Es muy importante la busqueda de anteceden-
tes familiares en las parejas con fallas reproducti-
vas recurrentes, de modo de identificar a aquellas
con mayor riesgo de ser portadoras de anomalias
cromosoémicas, en coincidencia con la recomen-
dacioén de la ESHRE.

Se han publicado diversos estudios cromo-
sémicos realizados a parejas con antecedentes
reproductivos adversos y la prevalencia de reor-
denamientos detectada es de 6-8%, seguin los di-
ferentes autores®®.

Si bien la posibilidad de detectar una anoma-
lia en alguno de los miembros es baja, confirmar
que uno es portador implica un alto riesgo re-
productivo, que puede ser tanto para lograr un
nuevo embarazo como la posibilidad de tener a
un recién nacido vivo con un desbalance cromo-
sémico y anomalias congénitas.

En la Argentina, a diferencia de lo que sucede
en otros paises, el cariotipo es accesible y esta
incluido en el plan médico obligatorio.
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Arribar a un diagnéstico de certeza permite
ofrecer un asesoramiento genético que incluya
todas las opciones reproductivas disponibles, de
modo que cada pareja pueda decidir la que se ade-
cue mejor a sus deseos, creencias y posibilidades.

Tratamiento de las pérdidas recurrentes del
embarazo de causa genética
* Prueba genética preimplantatoria para pérdi-
das recurrentes del embarazo de causa desconocida.
* Prueba genética preimplantatoria para pérdi-
das recurrentes del embarazo de causa genética.

Acordamos con las propuestas de la ESHRE en
cuanto a las opciones de tratamiento reproducti-
vo para ambos grupos de parejas con pérdidas
reproductivas de repeticién tanto de causa des-
conocida como de causa genética.

Solo agregariamos las opciones de ovodonacién
o espermodonacioén para aquellas parejas en las
que se ha detectado una anomalia cromosémica es-
tructural, dado que disminuye mucho la posibilidad
de obtener un nimero de embriones balanceados
para lograr un embarazo que llegue al término.
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Introduccién

El objetivo de este articulo es hacer un comenta-
rio desde la hematologia de la Guia de la European
Society of Human Reproduction and Embryolo-
gy (ESHRE) de pérdida recurrente del embarazo,
publicada en 2017'. Consideramos importante,
desde un punto de vista hematolégico, una breve
introduccion al tema. El embarazo es un estado
protrombético y el incremento patolégico de esta
hipercoagulabilidad se ha vinculado con frecuencia
a las pérdidas del embarazo y a las complicaciones
mediadas por la placenta. Las primeras descripcio-
nes de los hemat6logos sobre la relacion de una
prueba de coagulaciéon con complicaciones obsté-
tricas llevan mas de 40 afios. En 1975, Nilsson et al.
describieron la asociacién entre las muertes fetales
intrauterinas y la presencia de un anticoagulante
circulante que llamaron “antitromboplastina”. Sur-
gi6 la hipétesis, entonces, de que los abortos y otras
complicaciones obstétricas podrian ser una expre-
sion mas de la tendencia trombética. En la placenta
de las pacientes se observaron infartos extensos,
necrosis fibrinoide, ateromatosis aguda y trombos
intraluminales en las arterias espirales. Como con-
secuencia de la lesion vascular, habia alteracion del
flujo placentario y dano fetal. Muchas de estas mu-
jeres habian tenido también como manifestacion
clinica una trombosis venosa. Esta asociaciéon de
una trombosis o una complicacion obstétrica con
una alteracién de laboratorio, que es la presencia
de anticuerpos antifosfolipidicos, se defini6é por pri-
mera vez en 1983 como sindrome antifosfolipidico
(SAF). El SAF fue reclasificado en 2004 en Sydney
y publicado por Miyakis en 20006. Estos criterios to-
davia lo definen. Hasta ese momento, la trombosis
era la base fisiopatolégica que explicaba las com-
plicaciones obstétricas y los abortos recurrentes.
Sobre esta hipotesis trombética inicial se basaron
los primeros tratamientos con heparina en mujeres
con anticuerpos antifosfolipidicos. Rosove et al. re-
portaron varios casos de tratamiento con heparina
no fraccionada (HNF) en 1990.

¢Cuando se habla por primera vez de trombo-
filia? El término trombofilia lo introdujo Egeberg
en 1965 cuando se descubri6 la antitrombina y lo
hizo en su trabajo “Trombofilia causada por una
deficiencia de antitrombina sanguinea”. Luego se
descubrieron otras trombofilias hereditarias, como
la deficiencia de las proteinas S y C. En 1994, se
descubri6 el factor V Leiden (FVL) y, dos afios
después, la mutacién en el gen de la protrombi-
na G20210A (PTG20210A). El término trombofilia

(5]

Comentario bibliografico



Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y Reproductiva Vol. XXVIN® 1 Enero - junio de 2019: 32-41 ISSN 1515-8845 (impresa) ISSN 2469-0252 (en linea)

se utiliz6 para relacionar el incremento del riesgo
trombaético venoso asociado a la deficiencia o mu-
tacion de un componente sanguineo.

En la actualidad, se define la trombofilia como
una condicién de la sangre que predispone a la
trombosis y que puede ser hereditaria o adquiri-
da. Los estudios incluidos para la evaluacion de la
trombofilia, cuando hay indicacion, son: 1. Trom-
bofilia hereditaria: proteinas S y C, antitrombina,
mutacién del gen PTG20210A y FVL (se pide la
resistencia a la proteina C activada vy, si esta al-
terada, se solicita FVL); 2. Trombofilia adquirida:
anticoagulante lupico, anticuerpos anticardiolipi-
na IgG e IgM y anticuerpos anti-f}, glucoproteina
I (ap,GPD) IgG e IgM.

Es importante tener en claro que nunca hubo
una evidencia firme de que las trombofilias he-
reditarias eran la causa de las complicaciones
gestacionales ni se contaba con estudios aleatori-
zados adecuados que confirmaran la eficacia de la
heparina en la trombofilia hereditaria como para
universalizar ese tratamiento. El paradigma trom-
bético como causa de complicaciones gestacio-
nales, en el caso de las trombofilias hereditarias,
creci6 sobre bases empiricas y con estudios epide-
miolégicos metodologicamente malos hasta 20107

Luego de esta introduccion, veremos los apor-
tes de la reciente actualizacion de la Guia ESHRE
con respecto al tema de las trombofilias. Esta ac-
tualizacion era una asignatura pendiente tanto
para los profesionales relacionados con el tema
como para las mismas pacientes, quienes cada
vez mas nos exigen saber “por qué perdieron su
embarazo”. La ultima versién databa de 20006.

Como sugiere la ESHRE, usaremos la termino-
logia de pérdida recurrente del embarazo (PRE).
Sabemos que uno de los mayores problemas sobre
la PRE es su definiciéon. No vamos a referirnos a
este tema puntual, dado que no es terreno de la
hematologia, pero si resaltaremos que uno de los
cambios incorporados en la version 2017 fue ini-
ciar el estudio de las PRE a partir de dos pérdidas.

Comentarios editoriales desde la hematologia
La trombofilia es una condicion hereditaria o
adquirida que predispone a las mujeres con PRE
a la tromboembolia venosa (TEV): trombosis ve-
nosa o tromboembolia pulmonar, por ejemplo.

Trombofilia hereditaria
Se identificaron algunas causas genéticas que
predisponen a la TEV y se estudian en las pacien-

tes con TEV o en miembros de su familia. Aun
en el contexto de un evento de TEV, el valor del
estudio genético es controvertido (Bates et al.)>>.
Los factores incluidos son las proteinas Cy S, la
antitrombina, la mutacién del gen PTG20210A y
el genotipo del FVL.

Evidencia
Mutacion del factor V Leiden (FVL): los re-
visores informaron sobre una asociacion del ge-
notipo FVL con la PRE (OR 2,02; IC 95%: 1,60 a
2,55) basados en 33 estudios de casos y contro-
les, y con el riesgo de pérdida del embarazo en
un siguiente embarazo (OR 1,93; IC 95%: 1,21
a 3,09), segun cuatro cohortes prospectivas. El
portador de la mutacion del FVL tendria mas
posibilidad de sufrir una pérdida subsiguiente
del embarazo en relacién con el que no es por-
tador, de acuerdo con ocho estudios de cohor-
tes. Sobre la utilidad clinica de esta mutacion,
los revisores concluyeron que la presencia de
una prueba positiva no esta asociada con una
mejoria en un nuevo embarazo en las parejas;
esto esta basado en la ausencia de efecto del
tratamiento antitromboético durante la gestacion.
A su vez, falta evidencia sobre el beneficio en
otros aspectos, como el de aportar alguna in-
formacion sobre la causa de las PRE. Ademas,
hay ciertos dafios asociados con su estudio que
incluyen riesgos maternos de ser tratados con
anticoagulantes, costos y falta de indicaciéon de
tratamiento luego de una prueba positiva.
Mutacion de protrombina A20210G (PT-
G20210A): algunas revisiones muestran una
asociacion e incremento del riesgo de PRE (OR
1,81; IC 95%: 1,26 a 2,60) con base en 37 es-
tudios de casos y controles. Otros autores en-
contraron una asociacion con dos abortos antes
de la semana 13, pero no con tres abortos (OR
2,32; 1C 95%: 1,12 a 4,79), en cuatro estudios. La
asociacion con la presencia de la mutacién y la
subsiguiente pérdida del embarazo no fue sig-
nificativa. Su utilidad clinica, similar a lo men-
cionado para el FVL, es minima y el dafio de
solicitar estos estudios supera su beneficio.
Proteinas C y S y deficiencia de antitrom-
bina: son trombofilias menos frecuentes, pero
su asociacion con la TEV es mas fuerte que con
el FVL y la PTG20210A. No se reporté asocia-
cion fuerte entre estas trombofilias y la PRE.
Mutacion metilentetrahidrofolato reduc-
tasa (MTHFR): el polimorfismo de la MTHFR,
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histéricamente clasificado como un factor de
trombofilia hereditaria, no se considera ahora
un factor de riesgo trombético. No se detecto
asociacion con la PRE.

RECOMENDACION

e Para las mujeres con PRE no se sugiere el estudio
de la trombofilia hereditaria, sino solo en el con-
fexto de investigacion o sihay factores de riesgo
adicionales como la TEV.

e los factores de riesgo adicionales que podrian
considerarse para estudiar la trombofilia hereditaria
son anfecedentes familiares de trombofilia heredi-
faria o TEV previa. En el caso de los trabajos de
investigacion, como se verd en el tratamiento, es
vdlido su estudio.

Justificaciéon: no esta clara o no hay asocia-
cion, no se cuenta con un tratamiento establecido
y podria solicitarse en caso de TEV.

Comentarios sobre el estudio de la trombofilia
hereditaria

Los aportes de la Guia en este punto sobre la
trombofilia hereditaria confirman lo que se ha
venido diciendo durante todos estos anos. No
se produjeron novedades. Si bien hay una aso-
ciacion leve, si observamos que los odds ratios
(OR) son cercanos a 2 y con amplios intervalos
de confianza (IC) en algunos estudios. La aso-
ciacion no significa causalidad ni que responda
al tratamiento antitrombdético. Por lo tanto, no
esta recomendado su estudio en la PRE y su tra-
tamiento no ha mostrado ser beneficioso, como
veremos en el apartado sobre el tratamiento.
Lo importante es que lo que la Guia ESHRE ex-
presa, actualizando su version previa, esta en
concordancia con lo que todas las sociedades
cientificas nacionales e internacionales siguen
publicando en sus guias recientes. Cabe desta-
car que manifiestan claramente que se causa un
dano a la persona en quien se estudia la trombo-
filia hereditaria (con un potencial resultado po-
sitivo) que supera cualquier beneficio. En caso
de requerirse su estudio, como la TEV, los facto-
res incluidos son las proteinas C y S, la antitrom-
bina, la mutacion de PTG20210A y la mutacién
del FVL. No se considera que la MTHFR sea un
marcador de trombofilia.

Trombofilia adquirida

Se refiere a los anticuerpos antifosfolipidicos
(AAF). Los AAF bien caracterizados y relevantes
que forman parte de los criterios de laboratorio
para definir el sindrome antifosfolipidico (SAF)
son tres: el anticoagulante ldpico, los anticuer-
pos anticardiolipina IgG e IgM y los anticuerpos
aP,GPI IgG e IgM. Los criterios de SAF de Miya-
kis (2006) incluyen la asociacion de tres o mas
pérdidas recurrentes de embarazos consecutivas
asociadas con alguno de los antifosfolipidos men-
cionados. Los estudios posteriores mostraron que
no habia diferencia entre el nimero de pérdidas,
la edad materna y la secuencia de embarazos en
las mujeres con SAF y PRE no explicadas. Con este
dato los autores sugieren ofrecer el estudio de
AAF a partir de dos o mas PRE, consecutivas o no.

Otros AAF: no esta recomendado su estudio
en la practica clinica.

RECOMENDACION

e Para las mujeres con dos o mas PRE, recomen-
damos el estudio del anficoagulante lopico y an-
ficuerpos anticardiolipina IgG e IgM y considerar
los anticuerpos aB,GPl IgG e IgM. Estos dliimos
son una recomendacion del grupo de consenso,
al igual que el estudio de los anticuerpos a partir

de dos PRE.

Justificacion: el estudio de los anticuerpos an-
tifosfolipidicos puede aportar informaciéon sobre
el diagnostico del SAF y su posible tratamiento. Es
de valor para la mujer con PRE porque le ofrece
una posible causa de la pérdida y su prevencion.
También seria de utilidad para la prevencién de
otras complicaciones vasculoplacentarias.

Se recomienda el estudio de los anticuerpos
af3,GPI IgG e IgM para mejorar los conocimien-
tos. Un estudio reciente (Song et al., 2017) sefala
que el descenso de los anticuerpos aff,GPI IgM
con el tratamiento anticoagulante se correlacion6
con una mejor evoluciéon del embarazo. Se reco-
mienda el estudio de los anticuerpos antifosfoli-
pidicos 6 semanas después de la pérdida, aunque
no se conocen datos al respecto. Es recomenda-
ble repetir la prueba al cabo de 12 semanas para
confirmar el diagndstico (Miyakis et al., 20006).

El grupo de investigacion sugiere el estudio
de anticuerpos antifosfolipidicos a partir de dos
pérdidas y recomienda promover el estudio de los

5¢]
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criterios clinicos para el diagnoéstico de SAF (edad,
numero de pérdidas, consecutivas o no, etc.).

Comentarios sobre el estudio de la trombofilia
adquirida

No hay mayores aportes a lo que ya conoce-
mos como definicién de SAF y este criterio de
tres abortos consecutivos lleva mas de 10 anos.
La Guia si aporta observaciones posteriores sobre
las PRE. No hay diferencia clinica entre estudiar
dos o tres abortos, consecutivos o no, y propone
estudiar los AAF a partir de dos pérdidas. Este
dato debe tenerse en cuenta cuando se retome
el tema en el apartado sobre el tratamiento. Cabe
recordar que siguen sin tener importancia clinica
otros AAF diferentes de los mencionados.

Tratamiento

¢Qué intervencion terapéutica se debe ofrecer
a las parejas con PRE y trombofilia con el ob-
jetivo de aumentar la posibilidad de tener a un
recién nacido?.

En algunas mujeres con trombofilia esta indi-
cada la prescripcion del tratamiento anticoagu-
lante con el objetivo de prevenir la TEV y se lo
hace segun las guias basadas en la evidencia®*.

En las mujeres con trombofilia y PRE, se pre-
sume que el tratamiento podria prevenir la trom-
bosis placentaria (anticoagulantes y aspirina) o
suprimir el sistema inmunitario (tratamiento in-
munolégico), lo que sugiere que esas interven-
ciones terapéuticas podrian mejorar el resultado
final del embarazo.

Los agentes antitrombdéticos investigados para
el manejo de las PRE son la aspirina y la hepari-
na, tanto la heparina no fraccionada (HNF) como
la heparina de bajo peso molecular (HBPM).

Tratamiento de las mujeres con PRE y frombofilia
hereditaria. Evidencia

Anticoagulantes: una revision sistematica re-
ciente report6 que el uso de HBPM no fue benefi-
cioso para prevenir la pérdida del embarazo en las
mujeres con trombofilia hereditaria y antecedentes
de una pérdida tardia (mas de 10 semanas) del em-
barazo (HBPM contra no HBPM; OR 0,81; IC 95%:
0,38 a 1,72 en cinco estudios aleatorizados que
incluyeron 308 pacientes) o recurrente (menos de
10 semanas) (HBPM contra no HBPM; OR 0,97;
IC 95%: 0,80 a 1,19 en dos estudios aleatorizados
que incluyeron 66 pacientes; Skeith et al.)°. Una
revision Cochrane, que incluy6 a 1128 pacientes

con PRE, evaluo el tratamiento anticoagulante en
mujeres con trombofilia hereditaria y sin ella. Los
revisores informaron que el efecto del tratamiento
(aspirina, HBPM, HBPM mas aspirina) no fue be-
neficioso respecto del observado con el placebo.

Esteroides y gammaglobulina intravenosa:
no se encontraron estudios sobre PRE y trombo-
filia hereditaria.

Acido félico y vitaminas: se informé su uso
en el caso de la mutacién del gen MTHFR o hi-
perhomocisteinemia con mejoria en el 75%, pero
sin datos sobre el impacto en un nuevo emba-
razo. No se observaron malformaciones, eventos
tromboticos ni sangrado en la madre.

RECOMENDACION

e Para las mujeres con trombofilia hereditaria e his-
toria de PRE, se sugiere no usar tratamiento antitrom-
bético para su prevencion, salvo en el confexto de
un estudio de investigacion o cuando esté indicado
para la prevencion de la TEV.

Justificacion: no hay evidencias sobre el be-
neficio del tratamiento en mujeres con trombofi-
lia hereditaria y PRE. Esta en marcha un estudio
aleatorizado que recluta a pacientes para dar mas
informacién sobre este tema: el estudio ALIFE 2,
NTR: 33616,

Comentarios sobre el frafamiento de la frombofilia
hereditaria en las mujeres con pérdida recurrente del
embarazo

Las Guias claramente dejan establecido que,
hasta la fecha, no hay evidencia de que el tra-
tamiento de la trombofilia hereditaria con anti-
coagulantes mejore el pronodstico de un nuevo
embarazo en mujeres con PRE y no recomiendan
su uso. No dejan lugar a dudas.

Tratamiento de las mujeres con PRE y sindrome
antifosfolipidico. Evidencia

Anticoagulantes: la revision de Ziakas et al.
(2010) informa sobre el beneficio del uso de HNF
y HBPM mas aspirina frente a la aspirina sola en
las mujeres con PRE del primer trimestre y SAF, re-
vision de cinco estudios aleatorizados que incluye-
ron a 398 pacientes (OR 0,39; IC 95%: 0,24 a 0,65;
namero necesario para tratar: 5). Mak et al. (2010),
en estudios similares, encontraron también bene-
ficio, con un ndmero necesario para tratar de 5,0.
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Fl beneficio observado de HBPM mas aspirina
contra aspirina sola no alcanzé6 un nivel significa-
tivo para PRE y estuvo ausente cuando se evalu6
la HBPM solo para pérdidas tardias. Los autores
refieren importantes sesgos en los estudios in-
cluidos. No hay trabajos que avalen el beneficio
del uso solo de aspirina en la PRE por SAF.

La revision Cochrane de 2005 no habia sido
actualizada hasta la fecha en la que salieron estas
Guias, pero un trabajo de Zhang et al. (2015) so-
bre un analisis bayesiano no encontré beneficio
significativo con el uso de HBPM, aspirina, aspi-
rina mas HBPM, aspirina mas HNF en PRE y SAF.
Este estudio incluy6 a 543 mujeres con PRE y SAF
en un total de seis estudios. Los estudios eran
pequenos y este tipo de evaluacion es indirecto,
basado en la comparacion tedrica de los estudios.

Para el manejo de la prevencion de la TEV se
sugiere el uso de HBPM por sobre la HNF, por
menor trombocitopenia y osteoporosis (Bates et
al., 2012). En la practica, si bien se prescribe la
HBPM en el SAF, no se cuenta con evidencia de
su eficacia en la PRE.

Justificacion: si bien se han publicado diver-
sas revisiones, la calidad de la evidencia es baja.

RECOMENDACION 1

e Para los mujeres que cumplen los criferios de SAF
y fienen una historia de tres o mds pérdidas del
embarazo, recomendamos el uso de baja dosis
de aspirina (75 a 100 mg/dia), iniciando anfes
de la concepcién, y dosis profilacticas de HNF o
HBPM cuando se obtenga una prueba positiva de
embarazo.

RECOMENDACION 2

o £l grupo que desarrollé la Guia (GDG, Guideline
Development Group] sugiere ofrecer tratamiento
anticoagulante a las mujeres con dos pérdidas de
embarazo y SAF solo en el contexto de un estudio
de investigacién. Lo considera un punfo de buena
practica clinica (GPP: good point practice).

La evidencia actual sugiere que la combinacién
de heparina (mas para HNF que para HBPM)
y aspirina mejora la tasa de recién nacidos en
las mujeres con SAF y tres o mas abortos recu-
rrentes. Hay una amplia heterogeneidad en las

poblaciones estudiadas. El grupo de trabajo ha
preferido no hacer mas comentarios sobre otras
intervenciones, excepto sobre el uso de hidro-
xicloroquina con fines de investigacién, que ha
mostrado ser efectiva para prevenir las complica-
ciones obstétricas en mujeres con SAF y que no
ha sido investigada en SAF y PRE.

Comentarios sobre el fratamiento del SAF con
pérdida recurrente del embarazo

El detalle con el que la Guia ESHRE se refiere
al tema relacionado con los anticuerpos antifos-
folipidicos es sumamente importante, sobre todo
para el especialista en medicina reproductiva,
quien siempre ha dado un papel protagénico a
esta determinacion a la hora de evaluar y tratar las
PRE. Explicita la baja calidad de los estudios y la
escasa evidencia sobre el beneficio del tratamien-
to, ya que faltan informes que evalien la eficacia
de la HBPM. Es cierto que en la practica se usa,
por las razones mencionadas, la HBPM sobre la
HNF. Es dificil que, en un futuro, se realicen en-
sayos clinicos aleatorizados acerca de este tema,
pero como sucede en las especialidades en las que
la evidencia es escasa o de mala calidad, es nece-
sario manejarse con las herramientas disponibles.

¢Qué nos aporta la Guia ESHRE sobre el

tema? Que la trombofilia adquirida entra en los
estudios de PRE y su tratamiento se realiza a par-
tir de tres pérdidas con dosis profilacticas desde
el momento de la confirmacién de la prueba po-
sitiva de embarazo. Si bien los tratamientos para
las mujeres con dos abortos y anticuerpos anti-
fosfolipidicos quedan dentro de los estudios de
investigacion, probablemente este sea un motivo
de debate futuro. En la practica diaria ya fue in-
cluido, por la misma Guia ESHRE 2017, el estudio
de las mujeres a partir de dos abortos.

Comentarios finales

Esta Guia aporta al especialista en medicina
reproductiva en particular, al médico en general
y a la paciente, la evidencia actual del papel de
la trombofilia tanto en el diagnéstico de las PRE
como en el potencial beneficio de mejorar los re-
sultados en un nuevo embarazo con el uso de
heparina. Los datos hasta la fecha, y en concor-
dancia con toda la literatura médica mundial, nos
informan que no hay evidencia clara de que la
trombofilia hereditaria sea la causa de las PRE y
de que el tratamiento anticoagulante haya mos-
trado beneficios en mejorar el resultado en un
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nuevo embarazo. Como dijimos, hay un estudio
sobre PRE y trombofilia hereditaria en curso
(ALIFE 2). En cuanto al SAF y las PRE, claramente
confirma la debilidad de los estudios disponibles
y sugiere el tratamiento con aspirina y heparina
en dosis profilacticas y a partir de las tres pérdi-
das. Acepta los estudios y tratamientos en caso
de dos pérdidas en el contexto de la investiga-
cion, lo que ellos llaman una buena practica reco-
mendada por expertos (GPP: good point practice;
GDG: Guideline Development Group).

Un aspecto muy importante para destacar, so-
bre el cual la Guia ESHRE hace referencia, es el
dano que causa en la paciente la solicitud de es-
tudios de trombofilia hereditaria. Debemos tener
siempre presente que la trombofilia hereditaria
tiene una prevalencia en la poblacién normal,
puede dar positivo y no estar relacionada con la
causalidad de la PRE, con la consiguiente gene-
racion de un dafo y de un sobretratamiento in-
necesarios.
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Microbiota cervicovaginal, salud de la mujer y resultados

reproductivos

Cervicovaginal microbiota, women’s health, and reproductive

oufcomes
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Resumen

El proyecto del microbioma humano ha mos-
trado una destacable diversidad de ecologia
microbiana dentro del cuerpo humano. La micro-
biota vaginal es unica y, en muchas mujeres, sue-
le estar dominada por especies de Lactobacillus.
Sin embargo, en algunas mujeres carece de estas
dltimas y esta compuesta por una amplia gama
de anaerobios estrictos y facultativos, un estado
que se correlaciona ampliamente con mayor ries-
go de infeccion y enfermedad, y malos resultados
reproductivos y obstétricos. El nivel de proteccion
contra las infecciones puede también variar por

especies y cepas de Lactobacillus, y algunas es-
pecies, aunque son dominantes, no son siempre
oOptimas. Esto influye en el riesgo de contraer en-
fermedades de transmision sexual y, posiblemen-
te, en la apariciéon de resultados reproductivos
adversos como la infertilidad por factor tubarico.
La composicién y funcién de la microbiota vagi-
nal parece desempefiar un papel importante en
el embarazo y los resultados de los tratamientos
de fertilidad. La investigacion futura en este cam-
po arrojara un mayor entendimiento mecanistico
traslacional sobre la interaccién de la microbiota
vaginal con la salud y la reproduccion de la mujer.
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Importancia de evaluar la microbiota uterina en la infertilidad

Relevance of assessing the uterine microbiota in infertility

Inmaculada Moreno y Carlos Simon
Fertility Sterility 2018;110(3):337-43.

Resumen

Los avances técnicos en la secuenciacion ma-
siva en paralelo han permitido la caracterizacién
del microbioma del tracto reproductivo completo
en todos los compartimientos, mas alla de la va-
gina. La microbiota de la cavidad uterina parece
ser un continuo de la microbiota de la vagina,
aunque varios trabajos hallaron diferencias sig-
nificativas entre la microbiota vaginal y la endo-
metrial. Esto destaca la importancia de evaluar la
microbiota del tracto genital superior para com-
prender mejor los roles potenciales de las bac-
terias en los procesos fisioloégicos y patologicos

que tienen lugar en la cavidad uterina, incluidos
la implantacion embrionaria, el mantenimiento
del embarazo y otras enfermedades ginecologi-
cas. Sin embargo, el estudio de la microbiota en-
dometrial, asi como el de otros microbiomas de
biomasa baja, presenta obstiaculos importantes
porque, debido a la poca cantidad de material de
partida, son facilmente contaminados por ADN
bacterianos exdgenos. Por esta razén, la investi-
gacién cuidadosa y apropiada de la microbiota
endometrial tiene una importancia excepcional
para detectar disbiosis que pueden afectar la fun-
cién reproductiva.
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