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Resumen

Los microRNAs son moléculas cortas de ARN que ac-
tdan como moduladores de la expresion génica y cobran
relevancia tanto en contextos fisiologicos como en diferen-
tes patologias. Se conocen multiples microRNAs con fun-
cién regulatoria en procesos de reproduccion femenina,
incluyendo la oogénesis, la fertilizacién, la implantacién y
la placentacion. Su desregulacion se ha asociado a trastor-
nos reproductivos como el sindrome de ovario poliquistico
y la endometriosis. La estabilidad de los microRNAs en el
entorno extracelular permite considerarlos como posibles
biomarcadores de estados patolégicos. En este trabajo se
revisan los principales microRNAs, que en la actualidad se
conoce estan involucrados en procesos reproductivos fisio-
16gicos y patoldgicos, como asi también su posible funcion
como biomarcadores de patologias reproductivas.

Palabras clave: microRNA, decidua, biomarcador, tras-
torno reproductivo

Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y
Reproductiva 2022; Vol. XXIX N° 1 Enero-Junio de 2022: 1-7

Abstract

MicroRNAs are short ARN molecules capable of
modulating gene expression, with relevant functions in
both physiological and pathological contexts. MicroRNAs
regulate different female reproductive processes, including
oogenesis, fertilization, implantation and placentation.
Their deregulation bas been associated to reproductive
impairments such as polycystic ovary syndrome and
endometriosis. Due to their stability in the extracellular
milieu, microRNAs are considered possible biomarkers
of pathological states. In this review, the main currently
known microRNAs involved in reproductive processes,
reproductive diseases, as well as their putative function
as biomarkers of reproductive pathologies are discussed.

Keywords:  microRNA, decidua, biomarker,
reproductive disease

Journal of the Argentine Society of Gynecological and Reproductive
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El éxito del embarazo en la mujer depen-
de, en gran medida, de la calidad del embrién
y del estado fisiologico del endometrio, la capa
de tejido epitelial que recubre el tutero. En pre-
paracion para la implantaciéon embrionaria y el
embarazo, ocurren cambios en el endometrio, los
vasos sanguineos y el estroma que dan lugar a la
decidualizacién'. En la mujer, el proceso de deci-

dualizacion se inicia durante la fase de secrecion
media de los ciclos menstruales, en respuesta al
incremento de hormonas ovaricas, estrogenos y
progesterona, y en forma independiente de la
presencia de un blastocisto implantado?.

La decidua es el tejido materno que constitu-
ye un microambiente que acompana al proceso
de implantacion, capaz de crear una interaccion
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compleja de morfégenos, citoquinas, reguladores
del ciclo celular, factores de transcripcion y vias
de senalizacién. La decidua forma parte de la in-
terfaz materno-embrionaria que interactia con el
embrion en periodos tempranos de la gestacion.
Algunas de las funciones de la decidua son: a) con-
trolar la invasién del trofoblasto, b) proporcionar
nutricion al embrion antes de que esa funcion sea
ejercida por la placenta, ¢) participar en los meca-
nismos que median los cambios inmunitarios que
evitan el rechazo de la madre hacia el embrion,
y d) generar factores autocrinos y paracrinos que
controlan el establecimiento y el mantenimiento
del embarazo®.

Antes de la implantacion, en el embrion fer-
tilizado se llevan a cabo una serie de divisiones
celulares para producir células aparentemente
idénticas denominadas blastomeros, las cuales
dan como resultado la formacion del blastocisto.
Este se compone de dos poblaciones celulares:
las células externas, que forman el trofoectoder-
mo y que dard lugar a la parte de origen em-
brionario de la placenta, y la masa celular interna
que dara lugar al embrién y al endodermo visce-
ral. La implantaciéon es un conjunto de eventos
complejos que comienza después de la fecunda-
cion y finaliza cuando el blastocisto se encuentra
embebido en el estroma endometrial. Este pro-
ceso implica una comunicacion estrecha entre
el endometrio y el blastocisto®. Ante el contacto
fisico y fisiolégico entre un blastocisto compe-
tente para la implantacién y el utero receptivo,
se desencadenan los procesos de aposicion, ad-
hesidn, fijacion y penetracion que conducirin a
una implantacion exitosa. En los seres humanos,
los blastocistos ingresan en el estroma subepite-
lial mediante un proceso intrusivo, en el cual es
relevante la accion de las células del trofoblasto
y su capacidad de penetrar a través del epitelio
luminal y la lamina basal en el estroma’.

En los ultimos afnos, se ha comenzado a desci-
frar la importancia de la participacion de los mi-
cro-RNA a lo largo de este proceso. Se conoce que
diversos micro-RNA son secretados tanto por el
blastocisto como por el endometrio y actiian como
moduladores de la expresion génica. Los micro-
RNA son moléculas cortas de RNA no codificantes,
de 19 a 25 nucledtidos de tamano, que regulan
postranscripcionalmente la expresion de multiples
genes en un amplio grupo de organismos tanto en
contextos fisiologicos como en diferentes patolo-
gias. Este campo de estudio cobra mayor impor-

tancia dia a dia. A medida que se identifica a los
micro-RNA como reguladores claves en las redes
de expresion génica, se conoce su influencia en
muchos procesos fisioldgicos y patologicos, y se
proponen como biomarcadores prometedores de
enfermedades’. En general, los micro-RNA no ac-
than para silenciar por completo sus genes diana,
sino que disminuyen su expresion .

El procesamiento de los micro-RNA involucra la
proteina Drosha de la familia RNasa III, sintetizada
en el nucleo, que procesa un micro-RNA primario
largo y lo transporta para generar uno pequeflo en
forma de horquilla, denominado premicro-RNA.
Este dltimo es traslocado por la proteina exportina
5 (XPO5) desde el complejo de poro nuclear al
citoplasma, donde es escindido por Dicer, en un
pequeiio duplex de RNA. Mas tarde, la hebra con
un extremo relativamente inestable en el lado 5’
del duplex se elige como la hebra guia que se uni-
ra a la familia de proteinas Argonauta (AGO) para
formar un complejo efector denominado complejo
silenciador inducido por RNA (RISC). RISC es el
que ejecuta la funcion de silenciamiento del RNA
o de represion traduccional 3.

Multiples estudios muestran que los micro-
RNA cumplen una funcién reguladora en la re-
produccion femenina y que estin involucrados
en la regulacion de la ovogénesis, fertilizacion,
implantacién y placentacion®. Ademas, se ha de-
mostrado que la desregulacién de los micro-RNA
se asocia a trastornos reproductivos, como el
sindrome del ovario poliquistico9 y la endome-
triosis'®. Otros estudios revelaron que también
pueden secretarse en el entorno extracelular.
Estos micro-RNA extracelulares permanecen en
formas estables y estan protegidos de las RNAsas
endogenas, lo que senala que podrian ser bio-
marcadores no invasivos para la deteccién y el
diagnéstico de afecciones patoldgicas, incluidos
los canceres®.

Los micro-RNA estan regulados por mecanis-
mos similares a otros RNA, como la activacién o
inhibicion transcripcional, la represion epigenéti-
ca y las tasas de degradacion controlada. Un 52%
de los micro-RNA humanos se encuentran en re-
giones intergénicas, el 40% dentro de las regiones
intrénicas de los genes y el 8% final son exo6ni-
cos'!. Los micro-RNA intrénicos estin regulados
por su gen huésped y se procesan a partir del
intrén, pero pueden tener una regién promotora
distinta. Los micro-RNA intergénicos tienen, en
general, elementos promotores independientes.

9 Gatti C y cols. MicroRNA en la regulacion de la funcién endometrial y decidual / Actualizacion
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La senalizacion en direccion 5 inicia la transcrip-
cion de los micro-RNA y puede crear bucles de
retroalimentacién dirigiéndose a sus propios fac-
tores de transcripcion®.

La importancia de los micro-RNA en el de-
sarrollo embrionario temprano se ha identifi-
cado en una gran variedad de especies, desde
Caenorhabditis elegans hasta los mamiferos. Se
comprobd que la regulacion génica mediada por
micro-RNA es esencial para la embriogénesis
adecuada, como lo demuestra la reduccion de la
supervivencia embrionaria de los embriones mu-
tantes de diferentes especies'>!*. Se observo que
en mutantes con una deleciéon de miR-29b, este
micro-RNA podria contribuir a la interrupcién de
la metilaciéon del DNA por regular la expresion
de DNMT3a/b, lo que conduce al bloqueo tem-
prano del desarrollo embrionario en ratones?. Al
inducir a las células madre embrionarias a dife-
renciarse en células trofectodérmicas y analizan-
do posteriormente los perfiles de expresion de
los micro-RNA, se encontré6 que miR-297, miR-
96, miR-21, miR-29c¢, let-7, miR-214, miR-125a,
miR-424 y miR-376a estaban involucrados en la
especificacion del trofectodermo’. Ademds, se
encontré que miR-519d, miR-378a-5p, miR-376 y
miR-155 regulan la capacidad de migracion e in-
vasion de las células trofoblasticas humanas'”!8,

En otros estudios, las células madre endome-
triales humanas (hESC) se decidualizaron in vitro
mediante la adicién de progesterona y estradiol
durante 9 dias para explorar el efecto de la deci-
dualizacion en la expresion de micro-RNA. Con
esta estrategia, Estella et al. encontraron 26 mi-
cro-RNA regulados por aumento y 17 regulados
por disminucion después de la decidualizacién in
vitro de las células del estroma del endometrio
humano®. Tochigi et al. hallaron que la transfec-
cion de miR-542-3p en células hESC suprimi6 la
expresion génica de la proteina de unién al factor
de crecimiento similar a la insulina-1 (IGFBP-1),
lo que condujo a la supresién de prolactina (PRL)
y WNT4, genes marcadores deciduales, y a la in-
hibicién de la decidualizacion en las células del
estroma endometrial humano®. Esto senala que
miR-542-3p cumple un papel importante en la re-
gulacion de la decidualizacion endometrial.

También en el desarrollo del blastocisto los
micro-RNA son fundamentales. Los estudios rea-
lizados en blastocistos humanos por Rosenbluth
et al. identificaron 754 micro-RNA expresados
en blastocistos femeninos y masculinos utilizan-

do un ensayo de micromatrices®!. Estos autores
confirmaron, mediante PCR cuantitativa en tiem-
po real, que los micro-RNA mas expresados eran
miR-372, miR-720 y miR-302c. Ademas, al compa-
rar embriones masculinos con femeninos, descu-
brieron que el miR-518d-5p estaba 5,6 veces mads
expresado en los embriones masculinos, lo que
indica un cierto grado de diferenciacién sexual,
incluso, en la etapa de desarrollo de los blastocis-
tos. El miR-518-d pertenece al grupo mas grande
de micro-RNA que se expresan exclusivamente
en la placenta humana, y participa en el desarro-
llo y la implantacién de esta?'. Los resultados de-
muestran que los blastocistos humanos expresan
una gran cantidad de micro-RNA esenciales para
la supervivencia y el desarrollo del embrién, asi
como para la conservacion de la pluripotencia de
las células madre.

Por otro lado, Rosenbluth et al. demostraron
que los micro-RNA pueden detectarse en medios
de cultivo de fertilizacion in vitro (FIV), donde se
expresan de manera diferencial segin el método
de fertilizacion, el estado cromosémico y el resul-
tado del embarazo*. Esto permite suponer que
los micro-RNA se pueden utilizar como biomarca-
dores potenciales para predecir el éxito después
de la FIV.

Un biomarcador ideal de una enfermedad
debe ser especifico del trastorno, poder detectar-
se temprano en el proceso de la enfermedad, ser
accesible desde el tejido periférico (no invasivo),
ser estable y reproducible, y estar asociado a un
mecanismo conocido. Existen muchos desafios
para identificar nuevos biomarcadores basados
en proteinas, debido a la complejidad de la es-
tructura de estas y sus diversas modificaciones
postraduccionales. Los micro-RNA pueden ser
mas atractivos como biomarcadores por su me-
nor complejidad y especificidad tisular y porque
no tienen modificaciones postraduccionales co-
nocidas. Son estables en la sangre, la orina y los
tejidos vy, por lo tanto, pueden servir como posi-
bles biomarcadores para muchas afecciones. Sin
embargo, la precision y la exactitud de la medi-
cién de los micro-RNA no estin exentas de desa-
fios. Un micro-RNA es una secuencia muy corta
de nucledtidos con contenido de GC altamente
variable, lo que conduce a diferentes propiedades
de hibridacién y hace que su deteccion sea muy
exigente. Ademads, la cantidad minuscula presente
en el suero o la orina requiere avances adicio-
nales en la tecnologia a fin de disenar técnicas
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precisas y altamente sensibles para su deteccion.

La receptividad endometrial es un evento
complejo que ocurre durante la fase latea me-
dia del ciclo menstrual conocida como ventana
de implantaciéon. Durante este periodo, el endo-
metrio desarrolla caracteristicas que permiten la
adhesion e invasion del embrion al epitelio ute-
rino. Esta receptividad esta influida por diversos
mediadores moleculares, incluidos factores de
crecimiento, citoquinas, quimioquinas, lipidos y
moléculas de adhesion, cuya expresion esta regu-
lada por estrégenos y progesterona®.

En este contexto, los micro-RNA se han pro-
puesto como candidatos para desempefiar un
papel en la receptividad endometrial. En este
sentido, Hu et al. identificaron a Reck como gen
diana de miR-21, un micro-RNA altamente expre-
sado en los sitios de implantacién en el dia 5 de
prenez en el ratén, lo que senala su importancia
durante la implantacién de los embriones®. Este
micro-RNA se encontré reducido en el dia 9 de
prefiez en ratas con diabetes pregestacional, lo
cual denota anomalias en la funcién decidual®.
Asimismo, al tiempo de senalar la capacidad de
los nutrientes de modular la expresion de micro-
RNA, en este mismo estudio se identifico la ca-
pacidad nutrigenémica de dietas enriquecidas en
PUFA para evitar esta anomalia en la expresion
de miR-21 en la decidua de ratas con diabetes
pregestacional®.

En los seres humanos, diversos estudios eva-
luaron la expresién de diferentes micro-RNA en
la fase de secrecion media del endometrio, vin-
culados a la regulacién de la proliferacion y di-
ferenciacion de las células epiteliales durante los
cambios ciclicos endometriales?. En uno de ellos,
Kuokkannen et al. aislaron células epiteliales en-
dometriales de biopsias tomadas de mujeres en
fases proliferativas tardias y de secreciéon media
del ciclo menstrual y compararon los micro-RNA
expresados mediante ensayos de micromatrices.
Evidenciaron incrementos en la expresion de 12
micro-RNA en el endometrio secretor: miR-29b,
miR-29c¢, miR-30b, miR-30d, miR-31, miR-193a-3p,
miR-203, miR-204, miR-200c, miR-210, miR-582—
5p y miR-34526. Algunos de estos micro-RNA re-
gulan los genes del ciclo celular, lo que sugiere
que pueden suprimir la proliferacion celular.

Los micro-RNA también cobran relevancia
durante las primeras etapas de formacion de la
placenta. El papel principal de la placenta como
interfaz materno-fetal ha guiado histéricamente

nuestra comprension de los procesos que culmi-
nan en complicaciones del embarazo. Las anoma-
lias en el desarrollo placentario podran conducir
a una vascularizacion placentaria reducida o an6-
mala, alteraciones en el flujo sanguineo y de oxi-
geno, y suministro de nutrientes al embrién o a
la placenta?. Si bien esta ultima expresa varios
micro-RNA durante el embarazo, la funcion de
la mayoria de estos ain no se ha dilucidado por
completo?. Un estudio que analizé micro-RNA de
placentas del primero y el tercer trimestre iden-
tificé 208 micro-RNA que promueven funciones
distintas y que se expresaron de manera diferente
en los dos trimestres®. Esto indica que los micro-
RNA tienen diferentes papeles durante el desa-
rrollo placentario y que su desregulacion podria
estar asociada a patologias gestacionales. Por lo
tanto, las anomalias en los niveles de estos micro-
RNA pueden servir como biomarcadores no inva-
sivos para la placentacioén defectuosa.

La preeclampsia es una de las principales cau-
sas de mortalidad materna y fetal/neonatal. Un
estudio mostré que el nivel de miR-210 aumenta,
mientras que el miR-152 desciende en muestras
de suero de pacientes con preeclampsia®. Por lo
tanto, la cuantificacion de miR-210 en el suero
materno podria usarse para mejorar el diagnosti-
co de preeclampsia utilizando métodos no inva-
sivos. Otro estudio mostré6 que miR-24, miR-26a,
miR-103, miR-130b, miR-181a, miR-342-3p y miR-
574-5p aumentan significativamente en el plasma
de las embarazadas que padecen una preeclamp-
sia grave®'.

En la placenta de pacientes con diabetes ges-
tacional, se ha identificado un incremento en
la expresion de miR-518d, que es un regulador
negativo de la expresion del receptor nuclear
PPARQ, clave en la regulacion de procesos me-
tabdlicos y antiinflamatorios®%. Los recientes re-
sultados de nuestro grupo de trabajo sefialan que
las dietas enriquecidas con aceite de oliva extra
virgen, el cual provee de acidos grasos insatura-
dos que activan a los receptores nucleares PPAR,
evitan tanto el incremento de miR-518d como la
reduccion de su gen diana PARO.

Otra posible funcion clave de los micro-RNA
es su potencial uso como biomarcadores no inva-
sivos en las fallas de la fertilidad. McCallie et al.
realizaron reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (QPCR) en blastocistos descongela-
dos vitrificados humanos para un conjunto de 12
micro-RNA encontrados en embriones de ratén y
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células madre embrionarias humanas. Observa-
ron por primera vez que los blastocistos morfo-
légicamente similares derivados de las pacientes
con infertilidad por factor masculino y poliquis-
tosis ovarica presentaban perfiles de micro-RNA
anormales. Mas especificamente, en comparacioén
con los blastocistos de mujeres fértiles de control,
las pacientes con infertilidad por factor masculi-
no tuvieron una disminucién significativa de la
expresion de dos micro-RNA (let-7a y miR-24),
mientras que las pacientes con poliquistosis ova-
rica presentaron una expresion reducida en otros
seis micro-RNA (let-7a, miR-19a, miR-19b, miR-
24, miR-92 y miR-93)%. Los genes blanco de es-
tos micro-RNA que se expresan diferencialmente
estan asociados a procesos biolégicos de ontolo-
gia génica y funciones moleculares vinculados al
crecimiento y la transcripcioén celular, o la unién
a acidos nucleicos®.

Estos hallazgos dejan entrever que embriones
de calidad similar podrian conducir a resulta-
dos clinicos diferentes, quiza producto de perfi-
les de micro-RNA aberrantes expresados en los
embriones que contribuyen al fracaso de la im-
plantacién. Si bien es clasico que los micro-RNA
regulen negativamente la expresion génica, cabe
destacar que para algunos micro-RNA, su accién
sobre el gen blanco puede dar lugar a una regu-
lacion positiva de su expresion®.

Rosenbluth et al. estudiaron la expresion de
micro-RNA en embriones euploides y aneuploides.
Observaron que algunos de ellos, incluidos miR-
141, miR-27b, miR-339-3p y miR-345, se expresa-
ban de manera diferente en embriones euploides
y en aneuploides®. Los micro-RNA podrian ser, en-
tonces, indicadores tempranos del prondstico del
desarrollo en los embriones humanos desde el co-
mienzo de la concepcion, evidente en el dia 5 del
desarrollo. Los genes blanco de estos micro-RNA
que se expresan diferencialmente en embriones
euploides al comparar con embriones aneuploi-
des son esenciales para regular el desarrollo, la
proliferacion celular y la diferenciacion. Los resul-
tados de este estudio indican que los micro-RNA
identificados podrian ser posibles marcadores de
un potencial embrién humano?..

Otro posible uso importante de los micro-RNA
como biomarcadores es en la endometriosis. En
efecto, una de las principales consecuencias de la
endometriosis es la infertilidad: el 25-50% de las
mujeres con infertilidad son diagnosticadas con
endometriosis y también se estima que el 30-50%

de las mujeres con endometriosis son infértiles.
La endometriosis, debido a sus efectos desfavo-
rables en la calidad de vida, la productividad la-
boral y el estado de fertilidad, es un trastorno
importante en las mujeres en edad reproducti-
va*. Existe un fuerte vinculo entre la endometrio-
sis y la desregulacién de las vias apoptéticas. Se
sabe que el numero de células de supervivencia
ingresadas en la cavidad peritoneal aumenta en
estas mujeres debido a una reduccién en la tasa
de apoptosis durante las etapas tardias secreto-
ras/menstruales y proliferativas tempranas®”-*.

En investigaciones recientes se estudié como
los micro-RNA pueden participar en la fisiopa-
tologia de la endometriosis al mediar las vias
apoptéticas en el endometrio®. Los micro-RNA
pueden afectar la apoptosis de muchas mane-
ras: pueden regular cada paso de la apoptosis de
manera estimulante e inhibitoria. Una vez consi-
derado el papel fundamental de la apoptosis en
la endometriosis, se cree que estos RNA podrian
mejorar la comprension de su patogenia y quiza
proporcionar también procedimientos diagnosti-
cos y terapéuticos mas eficaces.

Zhang et al. investigaron el papel de miR-141-
3p en la endometriosis y demostraron que esta
regulado negativamente en el endometrio ecto-
pico. El miR-141-3p es uno de los muchos micro-
RNA que contribuyen a la apoptosis al reducir
la expresion de BCL-2 e inducir la expresion de
Bax. Esto implica que no solo se lo puede consi-
derar un factor relacionado con la patogenia, sino
que puede usarse también como un biomarcador
y un objetivo terapéutico. Asimismo, miR-9 puede
reducir la expresion del mRNA de BCL-2 vy, por lo
tanto, inducir la apoptosis41. Dada la menor ex-
presion observada de este micro-RNA, se piensa
que puede estar relacionado con la patogenia de
la endometriosis®!.

Ademas del posible uso de micro-RNA como
biomarcadores en la endometriosis®?, desde el
punto de vista del tratamiento hay algunos estu-
dios que los utilizaron para regular la expresion
de diferentes genes y vias de sefalizacién involu-
cradas en la apoptosis. Entre ellos, Petracco et al.
caracterizaron la expresion de miR-135a y miR-
135b en el endometrio de mujeres con endome-
triosis y sin ella durante todo el ciclo menstrual y
su papel en la regulacion de HOXA10, un factor
de transcripcion importante en la proliferacion y
diferenciacion del endometrio®. Encontraron que
las mujeres con endometriosis tenian una expre-
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sion significativamente mayor de miR-135a y miR-
135b en el endometrio de fase proliferativa y una
mayor expresion de miR-135b durante la mayor
parte del ciclo en comparacién con las mujeres
sin endometriosis. Esto coincidié con una dismi-
nucion de la expresion de HOXA10, identificado
como un micro-RNA que podria utilizarse como
blanco terapéutico para tratar la infertilidad cau-
sada por la endometriosis®.

Los trabajos descriptos sefialan el posible uso
de estos micro-RNA como biomarcadores de utili-
dad paralas decisiones diagndsticas y terapéuticas
en el tratamiento de la endometriosis. Sin embar-
go, a pesar de todos los nuevos conocimientos,
todavia hay numerosos obstaculos en ese sentido.
Entre ellos, la existencia de muchos micro-RNA
que estan involucrados y son responsables de
reprimir la apoptosis y conducir a la progresién
de la enfermedad, como también el desconoci-
miento de posibles efectos secundarios con su
administracion. Ademas, es necesario encontrar
sistemas de suministro adecuados que puedan
aumentar la estabilidad de los micro-RNA; pro-
tegerlos contra la degradacion dentro del cuerpo
y llevarlos al sitio especifico de la enfermedad®.
Aun asi, el descubrimiento de los micro-RNA ha
abierto nuevos horizontes para desentraiar los
mecanismos patologicos de diversas enfermeda-
des y ha dado una nueva dimension al campo de
los biomarcadores®>-.

En conclusion, la evidencia actual identifica
la importancia de la regulacién de la expresion
génica mediada por micro-RNA en las diferentes
etapas del desarrollo (Figura 1). Con ello, co-
mienza a esclarecerse la funciéon de los micro-
RNA de origen endometrial como reguladores de
los genes involucrados en el proceso de implan-
tacion, las primeras etapas de la formacion de la
placenta y la gestacion. Sera importante mejorar
la comprensién de la funcién de los micro-RNA
en las fallas implantatorias, en la endometriosis y
en las patologias gestacionales, asi como deter-
minar su promisoria funcién como biomarcado-
res de estados patolégicos y su seguimiento. La
progresion de este fértil campo de estudio quizas
permita, en un futuro, identificar micro-RNA que
cumplan una funcion en la terapéutica de las fa-
llas reproductivas y las patologias de la gestacion.
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Figura 1: Principales procesos de desarrollo donde partici-
pan los micro-RNA.
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Resumen

El denosumab (Dmab) es un potente antirresortivo
cuyo mecanismo de accién produce un efecto reversible
tras su suspension. En los ultimos afios, se observé una
rapida pérdida 6sea, incremento de los marcadores de
remodelacion (MRO) y mayor riesgo de fracturas verte-
brales multiples por rebote (rebound-associated vertebral
fractures: RAVF) posterior a su suspension. Estas fractu-
ras se describen tanto en pacientes que habian recibido
Dmab para el tratamiento de la osteoporosis posmeno-
pausica como en mujeres tratadas con inhibidores de la
aromatasa. Se estima que las RAVF tienen una incidencia
de alrededor del 10%, suelen ser mdltiples (media 4-5
vértebras), ocurren entre los meses 7 y 20 después de la
dltima inyeccion del Dmab, se localizan mas a menudo
en la unién toracolumbar (D12-L1) y se asocian a altos
niveles de beta-crosslaps (beta-CTX) en el momento de
la fractura. El tratamiento con bisfosfonatos (terapia de
consolidacién) luego de la discontinuaciéon del Dmab
disminuye el incremento de los MRO, atenua la pérdida
Osea y parece tener un efecto protector en la ocurrencia
de RAVF, por lo que estd fuertemente recomendada una
terapia de consolidacion al suspender el Dmab. Es fun-
damental explicarles a las pacientes la importancia de
una adecuada adherencia al tratamiento, el riesgo que
conlleva la omisiéon o retardo en la administracién del
farmaco y que la discontinuacién debe ser supervisada
por el médico. El tratamiento para las RAVF atin no estd
del todo establecido, aunque se recomiendan antirresor-
tivos potentes (denosumab o zoledronato) o una combi-
nacién de denosumab vy teriparatida.

Palabras clave: fracturas vertebrales por rebote, fractu-
ras vertebrales multiples, discontinuacion del denosumab.
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Abstract

Denosumab (Dmab) is a powerful antiresorptive,
whose mechanism of action results in a reversible
post-suspension effect. In recent years, rapid bone
loss, an increase in remodeling markers (BTM) and
an increased risk of rebound associated vertebral
Jractures (RAVFs) after suspension have been reported.
These fractures are described both in patients who had
received Dmab for the treatment of post-menopausal
osteoporosis and in women treated with aromatase
inbibitors. 1t is estimated that RAVF bave an incidence
of around 10%, they are usually multiple (average 4-5
vertebrae), occur between month 7 and 20 after the
last injection of Dmab, move frequently located in the
thoraco-lumbar junction (D12-L1), and are associated
with bigh levels of serum beta Crosslaps® at the time
of the fracture. Treatment with bisphosphonates
(consolidation therapy) after discontinuation of
Dmab reduces the increase in BTM, attenuates bone
loss and seems to have a protective effect on the
occurrence of RAVFs; thus, a consolidation therapy
is strongly recommended when suspending Dmab. It
is essential to explain to our patients the importance
of adequate adherence to treatment, the risk involved
in the omission or delay in the administration of the
drug, and that discontinuation should be supervised
by the physician. Treatment for RAVF is not yet
Jully established, although strong antiresorptives
(denosumab or zoledronate) or a combination of
denosumab and teriparatide are recommended.

Key words: denosumab discontinuation, rebound
associated vertebral fractures, multiple vertebral
Jractures.
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INTRODUCCION

El denosumab es un anticuerpo monoclonal
dirigido contra el ligando del Rank (RANKL) que
inhibe en forma reversible la unién con su recep-
tor en la superficie de los osteoclastos y bloquea
asi la maduracién, la funcién y la sobrevida de
estos ultimos. Ademas, disminuye la resorcion,
incrementa la densidad mineral 6sea (DMO) y re-
duce el riesgo de fracturas. Después de 3 afios de
tratamiento, disminuye el riesgo de fracturas ver-
tebrales radiol6gicas un 68%, de fracturas clinicas
no vertebrales un 28% y de fracturas de cadera
un 40%’. Su uso durante 10 anos se acompaia de
un continuo incremento de la DMO, y se alcan-
zan aumentos del 21,7% en la columna lumbar y
del 9% en el cuello femoral. En esos 10 afios, el
riesgo anual de fracturas permanece bajo: 0,70-
1,47% para las fracturas vertebrales y 0,84-2,59%
para las no vertebrales®.

El tratamiento esta indicado en pacientes con
alto riesgo de fractura en las siguientes situacio-
nes clinicas: mujeres posmenopausicas y hom-
bres con osteoporosis, mujeres y hombres con
osteoporosis inducida por glucocorticoides, hom-
bres que reciben terapia de privacién hormonal
y mujeres en tratamiento con inhibidores de la
aromatasa.

Debido a su mecanismo de accion, su efecto
es reversible después de la discontinuacién. En
2011, Bone et al. informaron los efectos del trata-
miento con 60 mg de Dmab durante 24 meses so-
bre la DMO y observaron que los marcadores de
remodelacion 6sea (MRO) fueron reversibles tras
la suspension. Esos autores hallaron un aumento
de los MRO por encima del valor pretratamiento
que persistié durante 2 afios y una pérdida densi-
tométrica a niveles de pretratamiento después de
un ano de suspendido el farmaco. En este estudio
no se encontraron fracturas vertebrales clinicas®.
A este fenémeno, caracterizado por el importante
incremento de los MRO luego de la discontinua-
cion del farmaco, se lo denominé efecto rebote?.
Aunque su fisiopatologia atin no esta dilucidada
en su totalidad, podria deberse a una pérdida sa-
bita de la inhibiciéon de los osteoclastos que se
encontraban en reposo, sumada a una hiperac-
tivacion de estas células luego del aclaramiento
del Dmab’.

En 2013 se publicé un analisis retrospectivo
del ensayo FREEDOM que estudié la incidencia
de fracturas asociadas a la suspension del Dmab
en 797 pacientes del estudio FREEDOM (470

placebo, 327 Dmab) que discontinuaron el trata-
miento luego de haber recibido de 2 a 5 dosis de
Dmab o de placebo. No encontraron diferencias
significativas en la ocurrencia de fracturas entre
ambos grupos. Cabe destacar que la media de se-
guimiento después de la suspension fue de solo
0,8 afios/paciente®.

Multiples estudios que evaluaron la incidencia
de fracturas al suspender el Dmab no hallaron un
exceso en el riesgo de sufrirlas luego de la dis-
continuacién. Sin embargo, no eran estudios co-
rrectamente disenados para evaluar las fracturas
vertebrales una vez suspendido el firmaco y no
se realizaron radiografias de columna de rutina®*,

El impacto clinico de la discontinuacién del
Dmab se conocié a finales de 2015, cuando co-
menzaron a publicarse numerosos casos de frac-
turas vertebrales multiples tras la suspension del
farmaco (RAVF)”'. Estas fracturas se describen
tanto en las pacientes que lo habian recibido
para el tratamiento de la osteoporosis posmeno-
pausica como en las tratadas con inhibidores de
la aromatasa. Mas tarde, se publicé un segundo
analisis del estudio FREEDOM vy su extension, el
cual concluy6é que la discontinuacion del Dmab
se asoci6 a un incremento del riesgo de fracturas
vertebrales comparable con el de la rama del pla-
cebo. Sin embargo, hubo una mayor incidencia
de fracturas vertebrales multiples en las pacien-
tes que suspendieron el firmaco'®.

En cuanto a la fisiopatologia de las RAVF, se
cree que después de la desaparicion del efecto
biolégico del Dmab habria una activaciéon en
masa y simultanea de los osteoclastos con un alto
indice RANK-L/OPG (osteoprotegerina). Esto pro-
duce un aumento del nimero y la profundidad
de las lagunas de resorcién, con adelgazamiento
y perforacion de las trabéculas, acumulacion de
microdafio y fatiga del tejido ante las cargas fi-
siologicas!d. Siguiendo esta linea de pensamiento,
el grupo de Anastasilakis et al. public6é un inte-
resante trabajo en el que se compar6 a pacientes
con fracturas vertebrales que nunca recibieron
tratamiento con pacientes con RAVF asociadas a
la discontinuacién del Dmab y pacientes sin frac-
turas. Los autores encontraron que las pacientes
con RAVF tenian mayores niveles de MRO, me-
nores niveles de micro-ARN que inhiben la via
osteoclastica y niveles mas altos de ARNm del
RANK y de catepsina K que estimulan la misma
via'’.

En una revision reciente que analiz6 distintos
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estudios observacionales, se describieron las ca-
racteristicas de las RAVF. Los autores estimaron
una incidencia de entre 1/10 y 1/100 de fracturas
vertebrales en pacientes no tratadas con bisfosfo-
natos (terapia de consolidacién) tras la suspen-
sién del Dmab. La media del nimero de fracturas
fue de 4-5 vértebras, ocurrieron entre los meses
7 y 20 después de la dltima inyeccion del Dmab
y se asociaron a altos niveles de beta-CTX en el
momento de la fractura. En uno de los estudios,
las pacientes mas jévenes presentaron un riesgo
mayor de fracturas vertebrales (5,4 + 2,0 contra
2,8 + 1,3 para mujeres de 65 anos o menos frente
a mujeres mayores de esa edad, respectivamente).
Un hallazgo importante es que la vertebroplastia
realizada luego de este tipo de fracturas se asocio
a un aumento del riesgo de ulteriores fracturas,
por lo que el procedimiento esta contraindicado
en ese contexto clinico®.

En nuestra experiencia con un grupo de 15
pacientes con RAVF pos-Dmab (datos no publica-
dos) encontramos, en forma similar a la revisiéon
antes mencionada, que la edad de las pacientes al
presentar las RAVF fue de 70 afios (mediana, ran-
g0 53-80), el nimero de fracturas fue de 5 (media-
na, rango 2-8) y ocurrieron 10,5 meses después
de la dltima inyeccién de Dmab (mediana, rango
7-19 meses). Al igual que en otros trabajos, las
vértebras mas afectadas fueron L1 y D12. El 40%
de las pacientes tenian antecedentes de fracturas
vertebrales y un 66% habian recibido bisfosfona-
tos antes del tratamiento con Dmab. Tres pacien-
tes recibieron bisfosfonatos pos-Dmab y en 2 de
ellas las fracturas vertebrales pos-Dmab fueron
morfométricas. El 30% de las pacientes suspen-
dieron el tratamiento por decisién propia o por
omisién, lo cual destaca la importancia de educar
a las pacientes respecto de la correcta adherencia
y suspension planificada y supervisada por un
médico. De este grupo de pacientes, el 86,6% te-
nian uno o mas factores de riesgo para osteopo-
rosis o fracturas y solo el 13% no tenian ningin
riesgo. Si bien puede haber un sesgo de seleccién
porque somos un centro de derivacién en osteo-
logia, creemos sumamente importante tener en
cuenta estas condiciones para estratificar el ries-
go de cada paciente. Las caracteristicas de este
grupo de pacientes se ilustran en la Tabla 1.

Posteriormente, se publicé un gran estudio re-
trospectivo del Grupo Suizo para el Estudio del
Dmab, en el cual se incluyeron 797 mujeres pos-
menopausicas con osteoporosis o mujeres con

Variable (n, %)

Edad en el momento de la fractura (afios, mediana, rango) 70 (53-86)
Altura (m, media, DE) 1,55+0,01
Peso (kg, media, DE) 60,3+68
IMC (kg/m2, media, DE) 248+25
Nimero de fracturas pos-Dmab (n, mediana, rango) 5(2-8)
Tiempo entre Oltima inyeccion Dmab y fracturas vertebrales (meses, | 10,5 (7-19)
mediana, rango)

Vértebras afectadas (n, %)

L1 7 (47%)
D12 5(33%)
12 4(27%)
L3 4(27%)
D7 4(27%)
D11 4(27%)
D10 3(20%)
L4 3(20%)
D8 2(13%)
D1 1(7%)

D6 1(7%)

L5 1(7%)
Tratamiento previo con bisfosfonatos (antes de Dmab) (n, %)

Si 10 (66 %)
No 5(33%)
Tratamiento pos-Dmab (n, %)

Ibandronato 1(7%)
Zoledronato 2(13%)
Ninguno 12 (80%)
Fracturas vertebrales previas (n, %)

No 9(60%)

Si 6 (40%)
Causas de suspensién (n, %)

Omision 4(27%)
Target 3(20%)
Desconocida 3(20%)
Decision propia 2(13%)
Evento adverso 2(13%)
Deterioro densitométrico de la cadera 1(7%)
Condicion de riesgo OPS/fractura (n, %) 13 (86%)
Corticosteroides 3(20%)
Tabaguismo 2(13%)
Fracturas previas 8(53%)
Fractura de cadera materna 1(7%)
Gamapatia monoclonal de significado incierto 2(13%)
Menopausia < 45 aiios 4(27%)
Caidas frecuentes 2(13%)
Alcoholismo 1(7%)
Sarcopenia 1(7%)

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién
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cancer de mama medicadas con inhibidores de la
aromatasa (n = 134) que habia recibido al menos
dos inyecciones de denosumab y se realiz6 un
seguimiento durante un ano. Lo novedoso de este
estudio es el gran tamafio muestral y que se dise-
6 especificamente para determinar los factores
predisponentes y el efecto de los bisfosfonatos
sobre el riesgo de fracturas vertebrales posterior
al Dmab. Los autores informaron una incidencia
de fracturas vertebrales luego de la suspensiéon
del Dmab del 10,3%: D12 y L1 fueron las vérte-
bras mas afectadas. Los predictores de riesgo de
RAVF fueron el antecedente de fractura de cadera
familiar y la historia personal de fracturas ver-
tebrales; este ultimo, el predictor de riesgo mas
robusto. También describieron como factores de
riesgo una baja DMO de la cadera total durante
y después de la discontinuacién del Dmab, el au-
mento de los MRO vy la pérdida de DMO en la ca-
dera total al suspender el farmaco. Es importante
destacar que el tratamiento con bisfosfonatos,
sobre todo después de la discontinuacién, tuvo
un fuerte efecto protector, mientras que los bis-
fosfonatos administrados antes de la terapia con
Dmab no agregaron una disminucién adicional
al riesgo de fracturas vertebrales en las pacientes
que recibieron bisfosfonatos pos-Dmab. Las frac-
turas no vertebrales tras la discontinuaciéon del
farmaco incrementaron 6 veces el riesgo de RAVF.
Si bien estas fracturas fueron poco frecuentes, de-
berian considerarse un factor de riesgo importan-
te para fracturas vertebrales asociadas a rebote.
En este trabajo, el tratamiento con inhibidores de
la aromatasa no se asocié a un mayor riesgo de
fracturas vertebrales luego de la suspension del
Dmab. En cuanto a las causas de suspension, un
61,5% de las pacientes lo hicieron por indicacién
médica, un 35,4% por decision propia y un 4,3%
por decision del odontélogo'®.

FRACTURAS VERTEBRALES POR REBOTE
EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA
TRATADAS CON INHIBIDORES DE LA
AROMATASA

En las mujeres con cancer de mama temprano
tratadas con inhibidores de la aromatasa, el tra-
tamiento con Dmab redujo el riesgo de fracturas
clinicas un 50%, con independencia de la densito-
metria basall9. Esto, sumado a su comoda adminis-
tracion, lleva a que sea un firmaco muy utilizado
para preservar la masa 6sea en estos casos.

Dado que una gran parte de las pacientes que

reciben inhibidores de la aromatasa tienen bajo
riesgo de fracturas, se pensé que la discontinua-
cién del Dmab no traeria aparejado un aumen-
to del riesgo de RAVF. Sin embargo, también se
publicaron casos de fracturas vertebrales multi-
ples luego de la discontinuacién del Dmab, en
forma similar a lo informado en pacientes con
osteoporosis que discontinuaron el firmaco!'>',
En 2018, en el congreso de la American Society
of Bone and Mineral Research (ASBMR), se pre-
senté un subanilisis del estudio ABCSG-18, en
el cual se realiz6 el seguimiento de mas de 3000
mujeres con cancer de mama incipiente asigna-
das al azar a recibir Dmab (60 mg cada 6 meses)
o placebo. Los autores describieron un HR 2,44
para las fracturas vertebrales y de 3,52 para las
fracturas vertebrales multiples en las pacientes
que suspendieron el Dmab frente al placebo. Este
aumento del riesgo lo hallaron sélo en las que
finalizaron el tratamiento con inhibidores de la
aromatasa antes o mas de 6 meses después de la
altima dosis de Dmab/placebo, mientras que no
observaron diferencias en las que terminaron el
tratamiento con inhibidores de la aromatasa den-
tro de los 6 meses posteriores a la interrupcion
de Dmab/placebo. Se concluy6 que las fracturas
asociadas al rebote pos-Dmab podian evitarse si
se suspendian los inhibidores de la aromatasa
dentro de los 6 meses?. Mas tarde, Gonzilez-Ro-
driguez et al. publicaron una serie de 60 fractu-
ras vertebrales espontaneas en 15 pacientes en
tratamiento con inhibidores de la aromatasa que
discontinuaron el Dmab (8,2 + 2,0 dosis). Tras un
seguimiento de mas de 24 meses, informaron de
1 a 11 (media 4) fracturas clinicas localizadas mas
a menudo a nivel toracolumbar, que se produje-
ron entre los meses 7 y 16 después de la Gltima
inyeccion de Dmab. Las fracturas fueron de apa-
ricion mas temprana en las pacientes con terapia
con Dmab mas prolongada y en aquellas sin os-
teoporosis previa. Todas las pacientes reiniciaron
Dmab vy, posteriormente, a 8 pacientes se las rot6
a un bisfosfonato, sin detectar nuevas fracturas?!.
A diferencia del trabajo antes mencionado (AB-
CSG-18, seguimiento), los autores encontraron
que 10 de 15 pacientes suspendieron simultinea-
mente el Dmab y los inhibidores de la aromatasa,
por lo que consideran que esta estrategia seria
insuficiente para evitar el rebote.

Recientemente, Yeung et al. publicaron un es-
tudio retrospectivo en un intento de identificar la
incidencia de fracturas vertebrales en pacientes
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con cancer de mama no metastasico que hubie-
ran recibido al menos 2 dosis de Dmab (60 mg) y
luego lo discontinuaron. Incluyeron a 335 muje-
res posmenopausicas y a un hombre, y realizaron
el seguimiento durante una media de 18,5 meses
desde la ultima aplicacion de Dmab. El 92% de
las participantes también recibian inhibidores de
la aromatasa, un 26% tenian una prueba de den-
sidad 6sea normal, un 50% osteopenia y un 24%
osteoporosis. Durante el seguimiento, se observo
un solo caso de fracturas vertebrales multiples,
aunque es importante destacar que el 20% de
las pacientes recibieron bisfosfonatos, los cuales
podrian haber tenido un papel protector en la
ocurrencia de RAVF. El 70% (82) de las pacientes
que discontinuaron los inhibidores de la aroma-
tasa (115) lo hicieron antes de la ultima inyec-
cion del Dmab o antes del fin del efecto biologico
del farmaco. Seguin os autores, esto podria haber
mitigado el riesgo de RAVF, dado que al suspen-
der los inhibidores de la aromatasa las pacientes
podrian tener un aumento del nivel de estradiol,
el cual podria surtir un pequeinio efecto antirre-
sortivo. Concluyeron que el 88% de las pacientes
tuvieron un retraso de al menos 6,5 meses en la
aplicacion del Dmab y que, si bien en este estu-
dio el hallazgo de RAVF fue muy bajo, el riesgo
existe y destacan que los médicos que tratan a
pacientes con cancer de mama deberian conocer
el riesgo de retrasar o suspender el Dmab y edu-
car a sus pacientes al respecto®.

Aunque los hallazgos acerca de la disconti-
nuacién del Dmab en pacientes tratadas con in-
hibidores de la aromatasa difieren entre algunos
trabajos, la mayoria de los autores coinciden en
que se debe administrar un bisfosfonato después
de la suspensién del Dmab, en linea con las reco-
mendaciones actuales®"*.

FRACTURAS VERTEBRALES POR REBOTE
EN LOS HOMBRES

En cuanto a la ocurrencia de RAVF en los
hombres en tratamiento con privacion androgé-
nica y suspension del Dmab, no hemos encon-
trado publicaciones al respecto, aunque se han
comunicado al menos 2 casos®. Dada la falta de
estudios en este grupo, recomendamos seguir los
mismos lineamientos que para la osteoporosis en
las mujeres posmenopausicas.

FRACTURAS VERTEBRALES POR REBOTE
EN PACIENTES QUE RECIBEN CORTICO-
TERAPIA

En relacion con la suspensiéon de Dmab en
las pacientes que reciben corticoterapia, recien-
temente se public6 un estudio de postratamiento
de pacientes con artritis reumatoide en trata-
miento con corticosteroides que fueron asigna-
das al azar a recibir Dmab 60 mg o Dmab 180
mg o placebo por un ano. En 82 participantes se
realiz6 un seguimiento durante 12 meses tras la
discontinuacién del Dmab o del placebo. En el
grupo pos-Dmab, los autores hallaron una pér-
dida de ganancia en la DMO a valores basales y
un aumento gradual de los beta-CTX a valores
de pretratamiento, los cuales fueron similares a
los valores de las pacientes que habian recibido
el placebo?. Se trata de un estudio con tamafo
muestral pequeno, relativo a un subgrupo de pa-
cientes que recibieron terapia con Dmab solo du-
rante un ano, con un seguimiento relativamente
breve y advertimos que no hace mencion a las
RAVF. Si consideramos que la corticoterapia per
se es un factor de riesgo sufrir fracturas en cas-
cada® y que se informaron numerosos casos de
RAVF pos-Dmab en pacientes en tratamiento con
corticosteroides, creemos, al igual que muchos
autores1ll, que es necesaria una terapia de con-
solidacion luego de interrumpir el Dmab en este
grupo de pacientes®.

ESTRATEGIAS PARA DISMINUIR EL
REBOTE DE LOS MARCADORES DE
REMODELACION Y LA PERDIDA DE LA
DENSIDAD MINERAL OSEA

En un intento de disminuir el efecto rebote y
la pérdida densitométrica luego de la disconti-
nuacion del Dmab, se han realizado numerosos
estudios que muestran resultados disimiles, pro-
bablemente porque muchos son observacionales,
algunos con un tamano muestral pequeio, y las
poblaciones estudiadas no son homogéneas en
cuanto a la duracion del tratamiento con Dmab,
al tratamiento previo recibido, el bisfosfonato uti-
lizado luego de la discontinuacion, etc.?%. Sin
embargo, pareceria que luego de terapias breves
con Dmab, el tratamiento con alendronato en do-
sis de 70 mg semanal o con zoledronato 5 mg
anual durante un ano previene el rebote y la pér-
dida de DMO. En cambio, para tratamientos mas
prolongados con Dmab no seria suficiente.
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A partir de la evidencia publicada hasta el
momento, la European Calcified Tissue Society
(ECTS) senala que, de optarse por la discontinua-
ciéon del Dmab, el tratamiento de consolidacién
con bisfosfonatos (alendronato o zoledronato)
por 1 a 2 afos, sumado a un adecuado segui-
miento, seria suficiente para preservar la masa
Osea tras una terapia con Dmab de corta dura-
cion (< 2,5 afios), pero que no alcanzaria para
tratamientos prolongados (> 2,5 anos) o para
pacientes de alto riesgo. La ECTS propone pre-
ferentemente el zoledronato como terapia de con-
solidacion, pero con un seguimiento estricto con
beta-CTX séricos y umbrales bajos de decision
(< 280 ng/L) para repetir la administracién del
zoledronato®’. Coincidimos con esta estrategia ac-
tiva y dindmica y agregamos, teniendo en cuenta
las udltimas publicaciones y nuestra experiencia,
insistir en la importancia de evaluar la presencia
de predictores de riesgo de RAVF pretratamiento
(fracturas vertebrales pre-Dmab y condiciones de
riesgo asociadas, particularmente el antecedente
de fractura de cadera familiar). También, hay que
tener en cuenta la baja DMO en cadera total du-
rante y después de la discontinuacion del Dmab,
el aumento de los MRO vy la pérdida de DMO en
cadera total al suspender el Dmab para estratifi-
car el riesgo de cada paciente y definir la estrate-
gia por seguir.

TRATAMIENTO

En relacion con el manejo de las RAVE, ain
no existen guias definidas para el tratamiento de
estas fracturas, aunque varios grupos sugieren
utilizar antirresortivos potentes (Dmab o zole-
dronato) para disminuir rapidamente la alta re-
modelacién 6sea, o una combinaciéon de Dmab y
teriparatida. Sin embargo, ain hay poca evidencia
clinica sobre cual es el tratamiento 6ptimo para
estas pacientes37. Respecto de la ultima opcion,
es un tratamiento costoso y de dificil implemen-
tacion en nuestro medio.

En relacién con la monoterapia con teripara-
tida para este tipo de fracturas, algunos autores
desaconsejan su uso inmediatamente luego de la
RAVE, ya que puede disminuir de forma transito-
ria la DMO, particularmente a nivel cortical, y au-
mentar atin mas el nivel de beta-CTX séricos.4,38

Anastasilakis et al. publicaron hace poco un
estudio retrospectivo en el cual incluyeron a 39
pacientes posmenopausicas que habian sufrido

RAVF luego de la discontinuaciéon del Dmab, a
quienes se les reinstaur6 un tratamiento osteoac-
tivo: Dmab (n = 20), zoledronato (n = 8), teripa-
ratida (n = 8) o teriparatida/Dmab (n = 3). Tras
un afio de seguimiento, encontraron que los tres
regimenes terapéuticos preservaron la DMO en
la columna lumbar y el cuello femoral. Mas aun,
observaron una tendencia al alza a nivel lumbar
con todos los esquemas de tratamiento, excepto
el zoledronato. Tres pacientes presentaron fractu-
ras vertebrales adicionales a pesar de la reinstau-
racion del tratamiento (2 con zoledronato y 1 con
teriparatida)®.

De modo similar, nuestro grupo presenté un
trabajo retrospectivo en el cual de incluyeron 9
pacientes con RAVF. Después de un afo de re-
instaurado el tratamiento con Dmab (n = 4), te-
riparatida (n = 3) y zoledronato (n = 2), no se
encontré ganancia o pérdida significativa densi-
tométrica en ninguna de las regiones estudiadas.
Respecto de los marcadores de remodelacion
Osea, los niveles de beta-CTX y BGP (osteocal-
cina) disminuyeron de forma significativa con
Dmab (p = 0,030 y p = 0,02 respectivamente) y
no mostraron cambios significativos con el zole-
dronato o la teriparatida. Sin embargo, se obser-
v6 una tendencia al aumento en los niveles de
beta-CTX y de BGP con esta udltima (beta-CTX
+ 117,6%; p = 0,524; BGP + 186,9%; p = 0,443).
Ninguna paciente sufrié nuevas fracturas verte-
brales durante el afio de seguimiento®. No obs-
tante, ambos trabajos tienen un tamano muestral
pequeiio y son necesarios estudios mas grandes
para obtener conclusiones mas robustas respecto
del tratamiento para utilizar luego de RAVFE.

Cabe una mencion especial para el romosozu-
mab, un anticuerpo monoclonal humano anties-
clerostina aprobado en la Argentina a comienzos
de 2021. Se trata del farmaco osteoactivo mas po-
tente, que ripidamente aumenta la DMO a través
de un efecto dual: estimula la formacion 6sea e
inhibe la resorcion®, En 2019, Kendler et al. de-
mostraron que un segundo curso de romosozu-
mab a continuacién de un afio de Dmab aument6
2,3% la DMO lumbar y mantuvo el valor en la
cadera®!. Sin embargo, posteriormente se observo
el caso de una paciente de 60 afios que presentod
RAVF muiltiples (n = 5) durante el segundo ci-
clo de romosozumab tras la discontinuaciéon del
Dmab. Los autores muestran que el romosozu-
mab no tuvo efecto supresor sobre el rebote lue-
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go de la discontinuacién del Dmab y la DMO en
la columna no aumenté*. Por lo tanto, el papel
del romosozumab después de la suspension del
Dmab no esta ain claramente definido.

Si bien no existe consenso en cuanto a la te-
rapia farmacolégica de la RAVF, la mayoria de los
autores contraindican la realizaciéon de una verte-
broplastia luego de estas fracturas debido a que
se publicaron numerosos informes de fracturas
vertebrales adicionales tras este procedimiento37.
Tampoco esta recomendada la manipulaciéon ex-
terna de la columna en el periodo inmediato a la
ocurrencia de las RAVF4.

CONCLUSIONES

Debido al efecto reversible del Dmab, tras su
suspension se produce un aumento de los MRO,
una pérdida de la ganancia en la DMO y pueden
ocurrir RAVF (= 1/100 y < 1/10) en las pacientes
no tratadas. Este comportamiento se observa en
las mujeres con osteoporosis, en las tratadas con
inhibidores de la aromatasa o con corticosteroi-
des, y en los hombres.

El tratamiento con bisfosfonatos luego de la
discontinuacion del Dmab disminuye el incremen-
to de MRO, atenua la pérdida 6sea y parece tener
un efecto protector en la ocurrencia de RAFV, por
lo que esta fuertemente recomendada una terapia
de consolidacion al suspender el Dmab.

Consideramos fundamental explicar a los
pacientes, antes de iniciar la terapia con Dmab,
que después de la suspension del farmaco deben
realizar un tratamiento de consolidacién con bis-
fosfonatos e instruirlos sobre la importancia de
adherencia adecuada y del riesgo que conlleva
la omisién o el retardo en la administraciéon del
farmaco.

Es imperativo comunicar a los odontélogos
y a la comunidad médica en general los riesgos
que trae aparejada la suspension del Dmab sin
un tratamiento y un seguimiento adecuados.

El tratamiento para las RAVF aun no esta del
todo establecido, aunque se recomiendan antirre-
sortivos potentes (Dmab o zoledronato), o una
combinaciéon de Dmab y teriparatida.
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Resumen

El estilo de vida antes y durante el embarazo afecta
la salud materna y fetal. Numerosos estudios han de-
mostrado que las intervenciones orientadas a reducir el
estrés y la ansiedad materna tienen efectos positivos en
algunas complicaciones de la gestacion, como la pree-
clampsia, la pérdida temprana del embarazo, la diabe-
tes gestacional y el parto prematuro. En modelos con
animales, el enriquecimiento ambiental, definido como
una combinacién de estimulos biolégicamente significa-
tivos y no invasivos de la via sensitiva en combinacion
con actividad fisica, se ha evaluado en patologias de los
sistemas sistema nervioso e inmunitario. Previamente,
mediante un modelo murino de inflamacion durante
la prenez inducido por la administracion sistémica de
lipopolisacarido bacteriano, demostramos que el en-
riquecimiento ambiental materno, aplicado de manera
periconcepcional, disminuye un 40% la tasa de parto
prematuro y mejora las secuelas en la descendencia.

Dado que en los seres humanos las intervencio-
nes preconcepcionales suelen ser menos frecuentes y
mas dificiles de planificar, en este trabajo evaluamos la
aplicacion del protocolo de enriquecimiento ambiental
solo durante la gestacion. Utilizando el mismo modelo
inflamatorio, observamos que la tasa de parto prematu-
ro disminuy6 en las hembras expuestas a un ambiente
enriquecido solo durante el periodo gestacional. Sin
embargo, no observamos mejoras en la tasa de prefiez

ni en la mortalidad perinatal.

Abstract

Lifestyle before and during pregnancy affects ma-
ternal and fetal bealth. Several studies bave shown that
interventions aimed at reducing maternal stress and
anxiety bave positive effects on some pregnancy com-
plications, such as preeclampsia, early pregnancy loss,
gestational diabetes, and preterm birth. In animal mo-
dels, environmental enrichment, defined as a combi-
nation of biologically significant, non-invasive stimuli
Jfrom the sensory pathway mixed with voluntary phy-
sical activity, bas been evaluated in numerous patho-
logies of the nervous and immune systems. Previously,
using a murine model of inflammation during preg-
nancy, induced by systemic administration of bacterial
lipopolysaccharide, we demonstrated that maternal en-
vironmental enrichment, applied periconceptionally,
reduces the preterm birth rate by 40% and improves the
sequelae in the offspring.

Since preconception interventions arve also usually
scarcer and difficult to plan in women, in this study we
evaluate the application of the environmental enrich-
ment protocol only during pregnancy. Using the same
inflammatory model, we observed that the preterm birth
rate decreased in those females exposed to an enriched
environment only during the gestational period. Howe-
ver, we did not find improvements in the pregnancy rate
nor perinatal mortality.

Maternal environmental enrvichment could be a
non-invasive and preventive therapy for pregnancy
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El enriquecimiento ambiental materno podria ser
una terapia no invasiva y preventiva para las compli-
caciones del embarazo humano, que podria disminuir
el riesgo de sufrir un parto prematuro y, en conse-
cuencia, las secuelas presentes en los nifios que nacen
demasiado pronto.

Palabras clave: parto prematuro, estilo de vida

materno, enriquecimiento ambiental.
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complications transferable to pregnant women. This
treatment could reduce the risk of preterm birth, and
consequently, the sequelae present in children born too
soon.

Keywords: pre-term birth, enriched environment,
maternal lifestyle.
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INTRODUCCION

La prematuridad es la primera causa mundial
de mortalidad en los ninos menores de 5 afos.
Ademas, en casi todos los paises que disponen de
datos fiables al respecto, las tasas de nacimientos
prematuros estan en aumento'. Esto parece estar
asociado principalmente al aumento de la edad
materna y a la prevalencia de algunas enfermeda-
des como la diabetes y la hipertension, muy rela-
cionadas con el estilo de vida de la madre antes
y durante la gestacion. Asimismo, el aumento de
embarazos multiples debido al incremento de los
tratamientos de fertilizacion asistida contribuye
al incremento de la tasa de partos prematuros.
Por tltimo, el empoderamiento econémico de las
mujeres ha ido modificando su rutina, incluso
durante la gestacion, lo que viene asociado, tam-
bién, a un aumento de los niveles de estrés que
conlleva el mundo laboral. Se ha demostrado que
el estrés materno es un factor que contribuye al
desencadenamiento del parto prematuro’.

Cada ano nacen en el mundo unos 15 millones
de bebés antes de llegar a término, es decir, mas
de uno en 10 nacimientos. Cerca de un millén de
ninos prematuros mueren anualmente debido a
complicaciones en el parto. Ademas, los bebés
prematuros que sobreviven tienen mayores posi-
bilidades de sufrir algin tipo de discapacidad de
por vida, en particular, relacionadas con el apren-
dizaje, asi como problemas visuales y auditivos’.

Las tasas de supervivencia presentan notables
disparidades entre los distintos paises del mundo.
En contextos de ingresos bajos, la mitad de los
bebés nacidos a las 32 semanas mueren por no
haber recibido cuidados sencillos como no apor-
tar al recién nacido el calor suficiente o no haber

proporcionado apoyo a la lactancia materna, asi
como por no haberles administrado atencién ba-
sica para combatir infecciones y problemas res-
piratorios. En los paises de ingresos altos, casi la
totalidad de estos bebés sobreviven. Sin embargo,
se ha visto que estos niflos tienen un riesgo mas
elevado de sufrir complicaciones durante su vida.

En la Argentina, segun la Direccién de Estadis-
tica e Informacion de Salud (DEIS), durante 2018
la tasa de parto prematuro (PP) fue de un 8,8%
con variacioén interprovincial (Figura 1). Ademads,
el 50% de la mortalidad en menores de un ano
se atribuy6 al nacimiento prematuro. Segtin datos
provenientes de un trabajo publicado en 2017 en
Archivos Argentinos de Pediatria, en los 10 afios
precedentes el namero de partos de pretérmino
aument6 un 19,1% y las muertes neonatales de
nacidos prematuros crecieron un 16,5%?.

La cuestion trasciende lo sanitario y tiene un
gran impacto tanto social como econémico. Por
un lado, gran parte de estos recién nacidos re-
quieren cuidados especiales de por vida, lo que
representa un alto costo para los sistemas de sa-
lud; por el otro, desde el punto de vista social,
los nifios prematuros tienen tasas mas altas de
paralisis cerebral, déficits sensitivos, trastornos
de aprendizaje y enfermedades de las vias respi-
ratorias, respecto de los nacidos a término, lo que
dificulta su desarrollo y conlleva dificultades a
sus familias®. También se ha demostrado que para
los nifios prematuros existe un mayor riesgo de
sufrir enfermedades cronicas en la edad adulta,
como la obesidad, la diabetes y la hipertension®.

Un 40-50% de los nacimientos prematuros son
idiopaticos o espontaneos. Cerca del 30% se rela-
cionan con rotura prematura de membranas y un
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25%-30% son atribuibles a indicaciones médicas
por causa materna o fetal‘. El parto pretérmino
espontaneo es un sindrome de origen multifacto-
rial, ya que esta relacionado con diferentes pro-
cesos patoldgicos como infecciones intrauterinas
y procesos inflamatorios asociados, isquemia o
sobredistension uterina, reconocimiento alogéni-
co anormal, enfermedades cervicales y trastornos
endocrinos®. En nuestro laboratorio, hemos desa-
rrollado un modelo murino de PP inducido por la
administracion sistémica de lipopolisacarido bac-
teriano (LPS)”®. Esta molécula es un importante
factor de virulencia de las bacterias gram negati-
vas que es reconocido por el receptor TLR-4 y se
utiliza en modelos de diversas patologias repro-

ductivas por ser un potente inflamégeno. El mo-
delo consiste en la administracién intraperitoneal
de dos dosis de LPS (de E. coli serotipo 05:B55)
separadas por 3 horas, en ratones hembras de la
cepa BALB/c en el dia 15 de gestacion. Las hem-
bras tratadas muestran signos normales asociados
al proceso inflamatorio inducido por el LPS, como
piloereccion, disminucién de la ingesta de alimen-
to, inactividad y postura agachada. El parto se des-
encadena entre las 8 y las 10 horas después de la
administracién del LPS. Las crias nacen muertas o
mueren a causa de su prematuridad, las madres no
presentan signos adversos luego del parto y se ob-
serva un comportamiento normal al dia siguiente.
Ademas, pueden acceder a futuras preneces.

I A mine
B premamro
B roseiénmine
% de Parto
1 Sin especiticar Prematuro

12

Figura 1: Incidencia de parto prematuro en la Repiblica Argentina. A. Estadistica poblacional del pais. B. Porcentajes de parto

prematuro discriminados por provincias. Fuente: DEIS 2018.

IMPORTANCIA DEL ESTILO DE VIDA
DURANTE LA GESTACION

La prevencién de las complicaciones y de las
muertes debidas al PP comienza con un embara-
zo saludable. La atencion de calidad antes, duran-
te y entre embarazos garantiza que la gestacion
sea una experiencia positiva para todas las ges-
tantes. Las directrices de la OMS sobre la atencion
prenatal incluyen intervenciones esenciales que
ayudan a prevenir el PP, como el asesoramiento
sobre la dieta saludable y la nutricion 6ptima,
o el abandono del consumo de tabaco y otras
sustancias; las mediciones ecograficas del feto,
que ayudan a determinar la edad gestacional y
a detectar los embarazos multiples; y un minimo

de ocho contactos con profesionales sanitarios
durante el embarazo a fin de identificar y tratar
otros factores de riesgo, como las infecciones. Fa-
cilitar el acceso a los anticonceptivos y promover
su acceso también puede contribuir a la dismi-
nucién del namero de nacimientos prematuros’.
El estilo de vida de la madre antes y durante la
gestacion puede tener efectos sobre el resultado
del embarazo y puede, ain mas, tener efectos so-
bre la salud de la descendencia en la edad adulta.
Diferentes estudios han demostrado que el estrés
y la depresién materna crénica aumentan el ries-
go de PP y la restriccion del crecimiento intraute-
rino'®!'. Por otro lado, algunos estudios hallaron
que la practica voluntaria de actividad fisica'>"® y
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los tratamientos antiestrés (como el acompana-
miento psicolégico, el acompanamiento por par-
te de parteras durante el embarazo, las terapias
de relajacion y la prictica de yoga)'“'® mejoran la
salud materna y reducen las enfermedades gesta-
cionales en los seres humanos.

ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

El ambiente enriquecido (AE) es una estrategia
de laboratorio que consiste en proveer una serie
de estimulos a los animales a través del entorno
fisico y social. Se caracteriza por presentar mayor
espacio para los animales que la condicion estan-
dar. Ademas, alberga mayor cantidad de individuos
para promover la interaccién social y se emplean
objetos con diferentes texturas, formas y colores
que estimulan la actividad fisica y cognitiva, y la
exploracion®. Se cree que el AE implica cambios
ambientales que producen un nivel de estrés bajo,
el cual puede ser manejado por el animal, lo que
permite que sea resiliente ante estresores futuros
y resulte beneficioso a largo plazo®.

En los modelos con animales, el efecto de la
estimulacion y el enriquecimiento ambiental sue-
len asociarse a mayor bienestar, mejor funcién
cognitiva y resistencia al estrés, impulsados por
cambios moleculares, celulares y fisiologicos**.

La estrategia de enriquecimiento ambiental en
modelos animales de la enfermedad de Parkinson
resulté una intervencion beneficiosa??! que ejer-
ce efectos neuroprotectores ante estimulos noci-
v0s25 y dafio retiniano?*?. Ademads, puede evitar
el deterioro cognitivo relacionado con la edad y
las consecuencias adversas del estrés prenatal®.

En nuestro laboratorio, demostramos que la
aplicacion periconcepcional de un protocolo de
enriquecimiento ambiental disminuye la tasa de
PP y la mortalidad perinatal inducida por LPS y
modula la respuesta inflamatoria en los tejidos re-
productivos y el liquido amni6tico®*. Otros gru-
pos hallaron que el enriquecimiento ambiental
modula la respuesta inmune inflamatoria en dos
modelos de inflamacién en ratones®'. También se
ha estudiado el efecto del enriquecimiento am-
biental materno sobre el desarrollo de la descen-
dencia®**. Incluso se propuso que la exposicion
de las hembras a un AE antes del periodo repro-
ductivo podria tener efectos transgeneracionales®.

Dado que en los seres humanos las interven-
ciones preconcepcionales suelen ser mas escasas
y mas dificiles de planificar, decidimos evaluar
si realizar una intervencion de enriquecimien-

to ambiental materno solo durante la gestacion
podria tener, también, efectos beneficiosos en la
prefez y la salud de la descendencia. El objetivo
principal de este trabajo fue analizar la viabilidad
de utilizar el protocolo de enriquecimiento am-
biental acotado solo al periodo gestacional como
tratamiento preventivo del PP.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron
ratones de la cepa BALB/c obtenidos del bioterio
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires. Se usaron hembras
de 6 semanas de edad, crecidas hasta la adultez
en el bioterio. Los animales fueron mantenidos
en condiciones controladas de temperatura (23-
25°C) y luminosidad bajo un ciclo de 12 horas de
luz/12 horas de oscuridad, con agua y alimento
ad libitum. Después de 6 semanas de estadia en
el bioterio, se las puso en apareo con machos
adultos de la misma cepa. La copula se verifico
por la presencia del tapoén mucoso vaginal a la
mafana siguiente, tomando ese dia como el dia
cero (d0) de prenez. La gestacion, en las condi-
ciones de nuestro bioterio, tiene una duracion de
19 dias.

Protocolo de enriquecimiento ambiental

Para evaluar si el enriquecimiento ambiental
materno podia tener efectos beneficiosos, disena-
mos un AE que consiste en alojar a las hembras en
jaulas mis grandes (640 x 420 x 200 mm) que las
de tamano estandar de laboratorio, que permiten
albergar a 10 animales. Las jaulas contienen ruedas
y objetos de diferentes formas, texturas y colores
(juguetes, taneles, refugios y escaleras), los cuales
se cambian una vez por semana. A mitad de la se-
mana, uno de los objetos se elimina o se mueve, o
se agrega uno nuevo a la jaula para estimular la ac-
tividad exploratoria. Este protocolo combina el in-
cremento en la actividad social, exploratoria, fisica
y cognitiva de las hembras que participan de €l. La
condicion control (ambiente control, AC) consiste
en jaulas estandares de laboratorio que alojan a
4 animales. El protocolo de enriquecimiento am-
biental se aplico en dos modalidades: de forma
periconcepcional, definido como 6 semanas antes
del apareo y mantenido durante la gestacion; o
postconcepcional, es decir, inmediatamente luego
de la copula (Figura 2).
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Figura 2: Protocolo de enriquecimiento ambiental materno. A. Esquema del protocolo de AE periconcepcional y postconcep-
cional. B. Fotografias de las jaulas de AC y AE. Las hembras ingresaron al protocolo cuando tenian 6 semanas de edad y per-
manecieron en sus respectivas jaulas (AC o AE) por 6 semanas mds. Luego fueron puestas en apareo con machos adultos de la
misma cepa y el dia que se observé el tapén mucoso volvieron a su jaula de origen. En el caso de las hembras que recibieron
el protocolo de AE postconcepcional, luego de detectarse el tapdn mucoso fueron alojadas en jaulas de AE por primera vez. En
el dia 15 de gestacion se registrd la tasa de prefiez y se administré el LPS (o el vehiculo) para evaluar la tasa de PP y la tasa de

mortalidad perinatal.

Las hembras, provenientes de AE o AC, fueron
puestas en apareo con machos BALB/c adultos en
jaulas estandares (2 hembras con un macho por
jaula). Una vez detectado el tapon mucoso, se alo-
jo a las hembras en jaulas de AE (o AC respectiva-
mente) hasta el dia 15 de gestacién, cuando se les
administré el LPS intraperitonealmente (o la solu-
cion salina en el caso de los animales de control).

Evaluacion de la tasa de preiiez

La tasa de prefez se determiné en el dia 15
de gestacion para los tres grupos experimenta-
les (AC, AE periconcepcional y AE postconcep-
cional). Se calcul6 como el nimero de hembras
prenadas en el dia 15 respecto de las que presen-
taron tapon mucoso en el dia 0. Luego, se calculo
la mediana y el rango intercuartilico para realizar
el analisis estadistico.

Modelo de parto prematuro

En el dia 15 de gestacion, las hembras prove-
nientes de AE o AC fueron desafiadas con 2 dosis
de LPS administrado por via intraperitoneal. La
primera (0,13 mg/kg de LPS, 5 pg en 100 pl de so-
lucion salina estéril) a las 9:00 y la segunda (0,39
mg/kg, 15 pg en 100 pl de vehiculo) a las 12:00. Las
hembras control recibieron, en el mismo momento
y por la misma via de administracion, idéntico vo-
lumen del vehiculo utilizado para resuspender el
LPS (100 pl de solucion salina estéril).

Combinando el protocolo de enriquecimiento
ambiental y el de PP inducido por LPS quedaron
determinados seis grupos experimentales a los
que las hembras fueron asignadas al azar:

* AC + C: ambiente de control + solucién sa-
lina (SS).

e AC + LPS: ambiente de control + LPS.

* AE periconcepcional + C: ambiente enrique-
cido + SS.

* AE periconcepcional + LPS: ambiente enri-
quecido + LPS.

* AE postconcepcional + C: ambiente enrique-
cido solo durante la gestacion + SS.

* AE postconcepcional + LPS: ambiente enri-
quecido solo durante la gestaciéon + LPS.

Todos los procedimientos realizados en este
trabajo fueron aprobados por el Comité Institu-
cional para el Cuidado y Uso de Animales de La-
boratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina
(Universidad de Buenos Aires) (CD 900/2016) y
se realizaron de acuerdo con la Guia para el Cui-
dado y Uso de Animales de Laboratorio (NIH).

Analisis estadistico

En todos los experimentos la unidad expe-
rimental fue la madre, que fue asignada en un
disefio aleatorizado a alguno de los seis grupos
experimentales. Asi, todas las muestras fueron in-
dependientes entre si.
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La incidencia de PP se analizé efectuando un
arreglo de los datos en tablas de contingencia t.
Mediante la prueba de Chi cuadrado se analiz6 la
hipétesis de independencia entre el ambiente al
que fueron expuestas las hembras y la ocurrencia
de PP. Cuando se rechazo6 la hipotesis de inde-
pendencia con un valor de p < 0,05, se concluyo
que existian diferencias significativas en los por-
centajes de PP entre los grupos.

La eficacia de la prefiez se analiz6 mediante el
analisis no paramétrico Kruskal-Wallis utilizando
la mediana y el rango intercuartilico debido a que
los datos no se distribuian de manera normal.

RESULTADOS

Evaluacion del efecto de la exposicién a
un ambiente enriquecido sobre la tasa
de prenez

Lo primero que evaluamos fue el porcentaje
de prefiez (calculado como el porcentaje de hem-
bras preniadas en el dia 15 respecto de las que
presentaron tapéon) en las hembras provenientes
de AE periconcepcional y AC (Tabla 1). Observa-
mos que el porcentaje de prefiez fue significativa-
mente mayor en las hembras que habian estado
expuestas a AE; siendo casi del 100% en compa-
racién con las AC cuyo porcentaje de prefiez nor-
mal en las condiciones de nuestro bioterio es del
40%. Luego evaluamos si el AE postconcepcional
incidia sobre la tasa de prefiez y no observamos
diferencias significativas en el porcentaje de hem-
bras prefiadas en comparacién con las AC.

Mediana (IQR) N
AC 40,0 (33,3-50,0) 29
AE periconcepcional | 100 (75,0-100,0)* 15
AE postconcepcional | 41,45 (33,3-42,9) 33

Las hembras fueron expuestas a un AE periconcepcional, a un

AE postconcepcional o a un AC. Se presentan los datos como la
mediana mds el rango infercuartilico (IQR). Se realizé el andlisis no
paramétrico de Kruskal-Wallis.

* Indica diferencias estadisticamente significativas entre AE
periconcepcional y AC; p < 0,05.

Tabla 1: Porcentaje de prefiez en d15 de las hembras que
estuvieron en apareo y presentaron un tapén mucoso.

Evaluacion del efecto de la exposicién a
un ambiente enriquecido sobre la tasa
de parto prematuro

A continuacion, las hembras expuestas a AE
postconcepcional que quedaron prenadas fueron
tratadas en el dia 15 de gestaciéon con LPS. Com-
paramos la tasa de PP y la mortalidad perinatal
entre este grupo experimental y las hembras con-
trol o las que habian estado expuestas a un AE
periconcepcional. Las hembras que estuvieron en
AE postconcepcional presentaron un 58,8% de
PP, mientras que las alojadas en AC presentaron
un 82,4%, lo que representa una disminucién de
la tasa de PP (Figura 3). Sin embargo, esta di-
ferencia no resulté estadisticamente significativa.
De igual manera, la diferencia entre la tasa de
parto a término entre el grupo AE periconcepcio-
nal y el grupo AE postconcepcional result6 esta-
disticamente no significativa. Cabe destacar que
ningun grupo experimental present6 PP luego de
la administracion del vehiculo, por lo que no se
incluyeron en el analisis estadistico.

p=0,1322

p=0,0488"

p=06109

1007

30 =

6l =

40 <

% Parto a término y
de parto prematuro

0

Figura 3: Porcentaje de hembras que tuvieron parto pre-
maturo (PP) y parto a término (PT) luego de la administracién
de LPS en el dia 15 de gestacion. Se muestran los resultados
para las hembras alojadas en AC y en AE periconcepcional
y postconcepcional. * Indica diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de PP del grupo AC y AE
periconcepcional (p < 0,05). Prueba de Chi cuadrado. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
porcentajes de PP de los grupos AC y AE periconcepcionales
ni entre los grupos AE postconcepcional y AE periconcepcio-
nal (p > 0,05). Prueba de Chi cuadrado. n = 16-17 animales

por grupo.
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Evaluacion del efecto de la exposicion
a un ambiente enriquecido sobre la
mortalidad perinatal

En ultimo lugar, evaluamos la tasa de mortali-
dad perinatal en las hembras que parieron a tér-
mino (Tabla 2). A diferencia del efecto protector
observado sobre la mortalidad perinatal cuando
las hembras eran expuestas a un AE periconcep-
cional, encontramos que el AE postconcepcional
no protegio a las crias y que las tasas de mortali-
dad eran similares a las de las madres provenien-
tes de AC.

. . Porcentaje
Incidencia .
de promedio
. i N
mortalidad de crias
o muertas por
(%)
camada
AC 66,7 78,1 6
AE periconcepcional 20,0 16,7 5
+LPS
AE postconcepcional 71 4 61,4 7
+LPS
Se evalus la mortalidad de las crias en las hembras que parieron a
término luego de la administracién de LPS. Se muestra el porcentaje
de madres que parieron ol menos una cria muerta (incidencia de
mortalidad) y el porcentaje de crias muertas dentro de la camada.

Tabla 2: Mortalidad perinatal en hembras expuestas a un AE
periconcepcional o postconcepcional en comparacién con las
hembras alojadas en un AC

DISCUSION

La salud mental materna pre y periconcepcio-
nal ha sido el foco de numerosos estudios que
evaluan el efecto de ciertas intervenciones orien-
tadas a reducir el estrés y la ansiedad, como la
practica de actividad fisica con intensidad leve a
moderada (revisado por Aune et al.** y por Wen
et al.¥’), las técnicas de relajacion (revisado por
Khianman et al.’®), la atencién y el acompafia-
miento durante el embarazo por parte de parteras
(revisado por Sandall et al.'”) y otras intervencio-
nes relacionadas con la inclusién social®®. Nume-
rosos estudios hallaron una asociacién inversa
entre la practica de actividad fisica y el desenca-
denamiento del PP. Se comprobé que la actividad
fisica tiene efectos positivos sobre las complica-
ciones del embarazo, como la preeclampsia®#,
el exceso de peso gestacional* y la diabetes
gestacional®®. Por otro lado, algunos estudios de-
mostraron que la practica de yoga previene el
PP y el bajo peso al nacer'*'°. En nuestro labora-
torio, hemos demostrado, utilizando un modelo

animal, que el enriquecimiento ambiental peri-
concepcional tiene efectos positivos durante la
gestacion, previene el desencadenamiento del
parto prematuro, la mortalidad perinatal induci-
da por un proceso proinflamatorio®?*® y mejora la
tasa de prefiez.

En este trabajo nos resulté interesante com-
probar el efecto del enriquecimiento ambiental
solo durante la gestacion debido a que, en la ma-
yoria de los casos, las intervenciones para preve-
nir enfermedades durante el embarazo en seres
humanos se dan una vez que la persona se entera
de que esta embarazada. Si bien no observamos
diferencias estadisticas en la ocurrencia de PP en-
tre las hembras expuestas a AE postconcepcional
y las AC, observamos que la tasa de PP presenta
una marcada tendencia a disminuir, lo que pro-
bablemente resultaria de relevancia estadistica si
aumentaramos el nimero de animales. Ademas,
la tasa de parto a término no result6 estadistica-
mente significativa entre los grupos de AE peri-
concepcional y postconcepcional. El nimero de
animales que paren a término en ambos grupos a
pesar de ser sometidos a un desafio inflamatorio
representa un resultado de gran relevancia biol6-
gica, ya que podria significar que “enriquecer el
ambiente materno” podria evitar las complicacio-
nes en la prefiez.

Por otro lado, al aplicar el enriquecimiento
ambiental solo durante la gestacion, no obser-
vamos un efecto protector sobre la salud de la
descendencia, como habiamos visto al probar el
protocolo de AE periconcepcional®. Hay que te-
ner en cuenta que en los modelos animales no se
cuenta con cuidados perinatales, los cuales si son
posibles en los seres humanos y que, como men-
cionamos en la introducciéon, han aumentado mu-
cho las tasas de supervivencia de los neonatos.

En cuanto a las tasas de prefiez, observamos
que el enriquecimiento materno periconcepcio-
nal aumento estadisticamente el nimero de hem-
bras prefnadas respecto de las que presentaron un
tapon mucoso en comparaciéon con las AC. Esto
no se observo en el grupo de hembras expuestas
a un AE solo durante la gestacion. Los mecanis-
mos por los cuales el AE mejora la tasa de prefiez
deben estudiarse en profundidad, ya que podrian
ser de particular relevancia para las mujeres que
no logran concebir un embarazo o deben reali-
zarse técnicas de reproduccion asistida, y es un
area en la que nos proponemos trabajar a futuro.

La naturaleza no invasiva del enriquecimien-

@ Schander J y cols. Enriquecimiento ambiental: un enfoque experimental para prevenir el parto prematuro / Troboio origmo|



Revistu de lu Sodiedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y Reproductiva. Vol. XXIV N° 1 Enero-Junio de 2022: 1625 @ ISSN 1515-8845 (impresa) ISSN 2469-0252 (en linea)

to ambiental materno hace que esta herramien-
ta sea particularmente interesante a la hora de
pensar en nuevas estrategias para prevenir el PP.
De hecho, el AE se ha propuesto como una “far-
macoterapia endégena” para enfermedades rela-
cionadas con el sistema nervioso, en las cuales la
plasticidad neuronal no se obtiene mediante la
administracion externa de sustancias activas?-%3,
sino utilizando la estimulacién ambiental para
mejorar el potencial reparador espontineo que
tiene el cerebro, y también para influir en el desa-
rrollo y la dindmica de la respuesta inmune®. En
concordancia con estos antecedentes, en nuestro
laboratorio demostramos que la estrategia de en-
riquecimiento ambiental modula la fisiologia ma-
terna y favorece un estado inmunoprotector®-°,

Los resultados hasta el momento en nuestro
modelo animal respecto del efecto del AE sobre
la gestacién sugieren que el “enriquecimiento
ambiental” deberia ser periconcepcional para ob-
tener mejores resultados. Sin embargo, el efecto
que una estrategia de AE podria tener sobre la
fisiologia del embarazo humano deberia estudiar-
se, ya que contamos con muchas mas herramien-
tas de cuidado materno que en el caso de los
animales.

En general, nuestros resultados apuntan hacia
los beneficios de la exposicion, pre- y pericon-
cepcional, a un AE sobre el resultado de la ges-
tacion y la prevencion del PP inducido por LPS.
Incluso teniendo en cuenta las limitaciones de
nuestro modelo animal, nuestros resultados estan
de acuerdo con la hipétesis del "efecto de madre
sana" que propone que los efectos a largo pla-
zo de un estilo de vida fisico y mental saludable
tanto pre- como periconcepcional desempefian
un papel importante en el resultado del embara-
z0%. Idealmente, todas las mujeres que buscan un
embarazo deberian tener facil acceso al asesora-
miento preconcepcional para manejar los facto-
res de riesgo en el estilo de vida y la nutricion, asi
como el estrés y los problemas de salud mental.

Nuestros resultados contribuyen a la discu-
sién sobre la necesidad de disenar politicas pu-
blicas que implementen programas para mejorar
la calidad de vida de las personas gestantes a fin
de prevenir complicaciones durante el embarazo.

Ademas, proponemos que el disefio de un pro-
tocolo de enriquecimiento del ambiente materno
es factible y podria ser una terapia no invasiva y
preventiva de las complicaciones del embarazo

que podria disminuir la tasa de PP y las secuelas
que pueden presentar los nifilos nacidos antes de
tiempo.
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RESUMEN

Las pruebas genéticas previas a la implanta-
cion para detectar aneuploidia (preimplantation
genetic testing for aneuploidy, PGT-A) se han
convertido en un complemento de rutina en la
fertilizacion in vitro (FIV) para determinar si los
embriones humanos seran utilizados o elimina-
dos clinicamente. Los estudios que afirman ha-
ber hallado mejoras en los resultados de la FIV
después de PGT-A utilizaron poblaciones de pa-
cientes muy seleccionadas o métodos estadisticos
inapropiados. Ademas, nunca se valid6 clinica-
mente la capacidad de esas pruebas para definir
un embrion humano cromosémicamente normal,
mosaico o aneuploide. Tampoco cuentan con la
certificaciéon de un organismo regulador o de una
organizacion profesional autorizada.

Debido a la alta tasa de falsos positivos, PGT-
A, en realidad, reduce las posibilidades de naci-
mientos por FIV para muchas pacientes. Ademas,
en investigaciones recientes se ha propuesto que
presenta aspectos biolégicos, matematicos y téc-
nicos confusos.

Por lo tanto, se la debe ofrecer clinicamente
solo dentro del marco de un estudio experimental.
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Este trabajo presenta una vision critica al uso
de PGT-A como método de identificacion de un
embrién por ser transferido o descartado luego
de un procedimiento de reproduccion asistida. Se
opone a la idea dominante de los beneficios de

PGT-A y lo hace con argumentos que merecen
ser tenidos en cuenta o, al menos, considerados
antes de decidir su uso.

Los argumentos pueden llegar a parecer dis-
ruptivos, pero una lectura detenida permite cues-
tionarnos sobre los limites de qué practicas estan
suficientemente probadas o al menos en qué po-
blaciones, como para que sus resultados nos lle-
ven a aplicarlas en todo el espectro de pacientes.

El cuestionamiento incluye tanto argumentos
clinicos como biolégicos. Entre ellos, hay argu-
mentos en contra que son compartidos cada vez
por mis cantidad de especialistas clinicos, como
la supuesta inocuidad de la biopsia del trofoec-
todermo o el supuesto impacto favorable en los
resultados de las técnicas de reproduccion asis-
tida. Recordemos que fue este ultimo el motor
original que llevé a su aplicacion a gran escala en
los centros de reproduccion asistida.

Afirmaciones tales como que las aneuploidias
son la principal causa de la falla de implantacién
embrionaria o que la biopsia embrionaria en el
estadio preimplantatorio refleja el complemento
cromosémico completo del futuro embrion y feto
son cuestionadas con coherencia.

Pero, sin lugar a dudas, las criticas mas inte-
resantes —a mi entender— son las que apuntan a
nuestro desconocimiento y falta de comprension
de los mecanismos basicos de la embriologia y
la biologia humanas, como los efectos de la ines-
tabilidad cromosémica en la etapa de embrion
preimplantatorio, el sentido del mosaicismo o la
capacidad de las células embrionarias de autoco-
rregir las aneuploidias.

Algunos de estos cuestionamientos ya han
sido manifestados en trabajos y revisiones por di-
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versos autores'. En conclusion, el PGT-A es un
procedimiento controvertido de la medicina re-
productiva, pero muy probablemente esté entre
nosotros para quedarse, al menos por un tiempo,
a pesar de la controversia. Los trabajos como los
de Gleicher et al. no hacen mas que abrir nuestra
mente para cuestionar las “verdades reveladas”.
El progreso de la ciencia se dio por este afin de
recusacion permanente, al cual considero como
el principal valor del trabajo. Su lectura critica se
hace indispensable, ya que nos obliga a replan-
tearnos los manejos de la clinica diaria.

Por ultimo, este tipo de trabajos pone de
manifiesto la verdadera necesidad de aumentar
nuestro conocimiento basico de los procesos y
mecanismos embriolégicos iniciales, de manera
de ofrecer de forma clinica los tratamientos mas
s6lidamente disefiados y probados.
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PGT-A es un método universalmente utiliza-
do desde hace ya 30 afios como complemento al
FIV, para mejorar el resultado de cualquier trans-
ferencia seleccionando embriones que tienen una
constituciéon cromosoémica que conduzca a una
transferencia exitosa.

El proceso de PGT-A implica: cultivo de em-
briones para 5-6 dias in vitro hasta la etapa de
blastocisto con la consecuente remocién de 5 a
10 células del trofectodermo; y el posterior anali-
sis usando tecnologia integral de tamizaje cromo-
sémico (Next Generation Sequencing NGS).

Las indicaciones de PGT-A mas frecuentes son
antecedentes de fallas de la implantacion, abortos
recurrentes y edad materna avanzada. Actualmen-
te su uso masivo lo posiciona como una técnica
accesoria a la FIV, incluso en los tratamientos por
ovodonacion.

Los posibles resultados de PGT-A son: embrion
euploide, aneuploide, mosaico y sin respuesta.

El mosaicismo cromosémico es definido como
la presencia en una sola muestra, de dos o mas li-
neas celulares con diferentes lineas cromosémicas.
Al biopsiar una pequena pieza del embrion, la pre-
sencia de mosaico puede limitarse a la regién de
la biopsia. En la etapa de blastocisto, la incidencia
de mosaicismo reportado usando NGS varia desde
un 2% hasta un 40% segun bibliografia.

En 2016 la Sociedad Internacional de Diagnés-
tico Genético Preimplantacional (PGDIS) emiti6
una guia para priorizar los embriones en mosaico
para la transferencia, basada en el nivel de mo-
saicismo y el cromosoma especifico involucrado
(PGDIS, 2016)

Posteriormente, en 2019 PGDIS publico que
transferir de embriones mosaico parece ser una
opcién relativamente segura para parejas, con
bajo o minimo riesgo de resultados negativos
para el embarazo. No obstante, la transferencia
de blastocistos con aneuploidias en mosaico, solo
debe ser considerada siguiendo el consejo de un
experto y con asesoramiento genético adecuado
para los pacientes, incluyendo la realizacion de
un NIPT o pruebas invasivas como la amniocen-
tesis donde se puede confirmar o descartar el
mosaicismo.

Otro tema interesante que desarrolla PGDIS
en 2021 es que de los embriones euploides se-
leccionados para la transferencia podrian resultar
mosaico si se biopsia en otra region del trofecto-
dermo. Dada la naturaleza del mosaicismo y la
forma en que surge durante la etapa embrionaria
temprana desarrollo, es esperable que una sola
muestra de biopsia caracterizada como mosaico
no pruebe que el trofectodermo circundante o el
resto del embrion también sea mosaico.

El aumento del nivel de mosaicismo puede ser
menos favorable para obtener buenos resultados
por razones técnicas (plataforma de anilisis, va-
riaciones de amplificacién, analisis algoritmos) y
razones biolégicas (mosaicismo localizado vs mo-
saicismo uniforme) y por esto, no se deben asig-
nar valores de corte precisos para la transferencia.
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Un punto interesante que revisa este trabajo a
discutir es el estudio del grado de invasion pla-
centaria y su correlacién con el crecimiento del
cancer metastasico. La hipétesis manejada es que
ambos casos pueden ser dependientes de la pre-
sencia de aneuploidia, ya que la aneuploidia ayu-
da a eludir la respuesta del sistema inmunolégico
del huésped.

Recientemente también se demostr6 que las
células aneuploides en embriones humanos regu-
lan positivamente el sistema inmunolégico.

Aparentemente, la adquisiciéon de aneuploidia
es una etapa tipica en la diferenciacion de los
citotrofoblastos de seres humanos a un fenoti-
po invasivo. Aunque una posible conexion entre
la aneuploidia del trofectodermo y la implanta-
cion de embriones requiere mas confirmacion,
esto también explicaria por qué la aneuploidia
es tan frecuente en los embriones en etapa de
preimplantacion pero, luego de la implantacion,
desaparece rapidamente y casi por completo. Se
podria especular que la seleccién de aneuploi-
dias favorables podria ser ttil para ayudar al pro-
ceso de implantacion.

Si existe relacién entre mosaicismo cromoso-
mico e inmunotoleracia, es algo que en el futuro
sabremos.

Lo que si sabemos es que estamos como en
el principio: el PGT tiene utilidad indiscutible
para enfermedades monogénicas (PGT-M) y en
pacientes portadores de translocaciones cromo-
s6micas (PGT-SR). Al momento de ofrecer PGT-A,
evaluar costo-beneficio en cada caso particular.

En estos casos siempre es fundamental el
acompafamiento, asesoramiento y toma de de-
cisiones mancomunadas con el paciente y los
profesionales de las areas correspondientes (ge-
nética, fertilidad y laboratorio de embriologia).

Debe tenerse en cuenta que los embriones
mosaicos siempre han existido y durante mucho
tiempo se realizé FIV sin ser identificado como
tal (sin PGT-A). Quizas, segin todo lo expuesto,
debamos replantearnos volver al principio.
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