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RESUMEN

Aumentar las tasas de implantaciéon embrionaria se ha convertido en uno de los
mayores retos de las técnicas de reproduccion asistida. La implantacion es un proceso
complejo que requiere una sincronia entre el desarrollo del embrién y el endometrio,
pero también una adecuada comunicacion entre ambos. Los microRNAs (miRNAs)
libres o asociados a vesiculas extracelulares (VEs) del fluido endometrial (FE) se han
descrito como mediadores de la comunicacion embrion-endometrio. Por eso creemos
que el andlisis de miRNAs libres y asociados a VEs procedentes del FE podria
utilizarse para desarrollar una metodologia no invasiva que permitiera reconocer el
endometrio implantativo. En este estudio prospectivo, en primer lugar, se optimizaron
diferentes métodos para el andlisis de VEs y miRNAs utilizando el FE de una cohorte
de puesta a punto (n = 72). Dos de los métodos consistian en una extraccion directa de
RNA mientras que en los otros tres se realiz6 un enriquecimiento de VEs antes de la
extraccion de RNA. El RNA se analiz6 mediante Small RNA-seq y qPCR y se
determind que los métodos mas eficientes eran los protocolos que utilizaron el
enriquecimiento de VEs mediante la precipitacion basada en polimeros (PBP-M y
PBPB-N). A continuacién, los métodos seleccionados se probaron en dos grupos de
mujeres con diferente resultado de implantacion (ciclo implantativo n= 45 y ciclo no
implantativo n=45) y se analizaron los miRNAs diferencialmente expresados.
Finalmente, se logr6 obtener dos modelos predictivos del endometrio implantativo (p
valor <0,05) basados en tres miRNAs. El modelo 1 (PBP-M) utiliz6 los miRNAs hsa-
miR-200b-3p, hsa-miR-24-3p y hsa-miR-148b-3p, y el modelo 2 (PBP-N) utiliz6 hsa-
miR-200b-3p, hsa-miR-24-3p y hsa-miR-99b-5p. Ademas, se realizd un analisis
funcional de estos miRNAs que mostrd una fuerte asociacion con procesos clave de la
implantacion embrionaria. En conclusion, gracias a este estudio se han descrito dos
métodos no invasivos para analizar miRNAs procedentes del FE que podrian aplicarse
en la practica clinica para evaluar el estado del endometrio antes de realizar la
transferencia embrionaria y asi evitar la pérdida de embriones al ser transferidos a un

endometrio que no esta listo para que ocurra la implantacion.



1. INTRODUCCION

1.1. INFERTILIDAD

La infertilidad es una enfermedad compleja que afecta aproximadamente a 1 de cada
8 parejas que se encuentran en edad fértil (1) y se describe como "una enfermedad del
aparato reproductor definida por la imposibilidad de lograr un embarazo clinico tras
12 meses o mas de relaciones sexuales regulares sin proteccion" (2). Esta definicion
implica dos tipos de infertilidad: (i) infertilidad primaria: cuando una persona/pareja
nunca ha logrado un embarazo o (ii) infertilidad secundaria: cuando se ha logrado al

menos un embarazo previo (2).

En las ultimas décadas la tasa de infertilidad se ha ido incrementando, en gran parte,
debido a los cambios en el estilo de vida y al retraso en la edad en el que se plantea la
reproduccion. Todo esto ha hecho que cada vez se recurra mas a las técnicas de

reproduccion asistida (TRA) para lograr un embarazo (3).
1.2. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA (TRA)

Las TRA incorporan una amplia gama de tecnologias que se utilizan para aumentar la
probabilidad de conseguir un embarazo (4). En la mayoria de los casos, el proceso
diagnostico o las caracteristicas individuales (mujeres sin pareja masculina, pacientes
sin funcion ovarica, mala calidad del semen, etc.) permiten a los médicos determinar
cudl de las técnicas disponibles seria la mds adecuada como primera linea de
tratamiento, y asi, ofrecer la relacion mas apropiada entre beneficios, complejidad,
costes y riesgos (5). Entre las TRA mas utilizadas se encuentran la fecundacion in vitro
(FIV) y la inyeccidn intracitoplasmadtica de espermatozoides (ICSI, por sus siglas en
inglés) (6). El ultimo registro de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y
Embriologia (ESHRE, por sus siglas en inglés) mostré que en Europa se realizan al
afio 1.007.598 de ciclos FIV-ICSI. Sin embargo, y a pesar de que las TRA han
mejorado sustancialmente en los tltimos afios, las tasas de embarazo por transferencia
siguen siendo bajas (6). En Europa la tasa de embarazo se encuentra entono al 35%,
mientras que en Espafia es algo mejor, aunque en la mayoria de los casos no supera el

60% (6).



1.2.1. Fecundacion in vitro (FIV) / Inyeccion intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI)

Las técnicas de FIV e ICSI habitualmente siguen el mismo protocolo y la diferencia
entre las dos técnicas radica en la manera en la que se fecunda el 6vulo (Figura 1)
(7,8). En ambos casos el primer paso es la estimulacién ovarica controlada, cuyo
objetivo es obtener un numero razonable de ovocitos manipulando
farmacoldgicamente el ciclo ovérico fisioldgico para inducir un desarrollo folicular
multiple (7,8). Para ello es necesario someter a la mujer a una frenacion hipofisiaria
con analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas (a-GnRH) y estimular el
desarrollo folicular con la hormona estimulante del foliculo (FSH) y con frecuencia
con accion LH (hormona luteinizante o gonadotropina menopatsica humana
(HMG))(7). En una segunda fase, cuando el didmetro de los foliculos estimulados se
sitia entre 17 y 19 mm se induce la maduracion ovocitaria con gonadotropina
corionica humana (hCG) (o agonistas GnRH) y 36 horas después se realiza una
puncidn-aspiracion folicular eco-guiada bajo sedacion para la obtencion de los
ovocitos (7). Tras la obtencion de los ovocitos se procede a la fecundacion. Durante
un ciclo de FIV, los ovocitos y el semen se recuperan y se incuban juntos en una placa
de laboratorio para facilitar la fecundacion espontanea. En cambio, la ICSI implica una
intervencion mas activa y consiste en inyectar un solo espermatozoide en el citoplasma
del ovocito con la ayuda de una micropipeta para fecundarlo (8). Tras la fecundacion,
los embriones se cultivan durante 3-5 dias antes de realizar la transferencia

embrionaria (TE) (8).
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Figura 1. Procedimiento FIV/ICSI. Fuente: https://www.news-medical.net/health/Stages-of-IVF.aspx




1.2.2. Transferencia embrionaria (TE)

La TE puede realizarse en el mismo ciclo en el que se ha realizado la fecundacién
(transferencia en fresco) o puede postponerse mediante la congelacion de los
embriones (transferencia de embriones vitrificados (FET por sus siglas en inglés)). En
la transferencia en fresco el embridn se transfiere 3-5 dias después de la fecundacion
y habitualmente se afiade progesterona en la segunda fase para suplementar el
estrogeno y la progesterona de los foliculos ovéricos que ayudan a preparar el
endometrio para la implantacion. Por el contrario, en la FET el embrion puede
transferirse meses o afios mds tarde y suele ser necesaria la suplementacion con

estrogenos y progesterona para preparar el endometrio antes de realizar la TE (9,10).

En general, la seleccion de la TE en fresco o la FET debe considerarse de forma
individual. La FET es una practica que se realiza cada vez con mas frecuencia (10) y
resulta apropiado aplicarla en pacientes con riesgo de sindrome de hiperestimulacion
ovarica, hiperrespondedoras, aquellas sometidas a cribado genético preimplantacional

(PGS) o para embriones procedentes de ciclos previos de FIV/ICSI (9).

La TE es el paso mas ineficiente de las TRA y a pesar de todas las mejoras que se han
realizado a lo largo de los afios, menos del 60% de los embriones que se transfieren al

utero implantan (6).
1.3. IMPLANTACION EMBRIONARIA

El proceso de la implantacion embrionaria en los ciclos de FIV/ICSI ha sido
ampliamente estudiado con el objetivo de entenderlo y tratar de mejorarlo (11,12). Sin
embargo, como se ha mencionado anteriormente, menos del 60% de los embriones que
se transfieren al utero implantan (6). Por este motivo, aumentar las tasas de
implantacion embrionaria se ha convertido en uno de los mayores retos de las TRA.
En los ultimos afios se ha descrito que el éxito de la implantacion no solo requiere de
una adecuada sincronia entre el desarrollo del endometrio y el embrion, sino que

también de una adecuada comunicacion entre el embrion y el endometrio (11-14).



Por lo tanto, se ha descrito que una implantacion exitosa requiere de:
(1) Un embrién competente (15).
(i1))  Un endometrio receptivo (16).

(ii1))  Una adecuada comunicacién embridn-endometrio (11).
1.3.1. Embrion competente

Habitualmente en la practica clinica, a partir de un tnico ciclo de FIV/ICSI, se
producen varios embriones y es crucial seleccionar los embriones mas viables para
realizar la TE y lograr un embarazo (8). La seleccion embrionaria se lleva a cabo en el
laboratorio y puede basarse en distintos aspectos como las caracteristicas morfologicas
y la dindmica del desarrollo mediante tecnologia “time-lapse”(17), el consumo
metabolico (18,19), o el andlisis genético preimplantacional (20), aunque no todos los

métodos estan disponibles en todos los laboratorios de reproduccion asistida.

El método de seleccion embrionaria mas ampliamente utilizado se basa en combinar
la morfologia y la dindmica del desarrollo mediante tecnologia “fime-lapse” para
calificar a los embriones y asignarles una categoria en funcion de los resultados
obtenidos (21). La categoria que se les asigna a los embriones se utiliza para predecir
el potencial para alcanzar el estadio de blastocisto (embrion de 5 o 6 dias de
desarrollo), la tasa de implantacidn y la de tasa embarazo de cada uno de los embriones

21).

Existen diferentes nomenclaturas para la clasificacion de los embriones, entre las que
destacan los criterios de evaluacion establecidos en el consenso de Estambul sobre
evaluacion embrionaria (21). En Espafia, siguiendo dichas recomendaciones, la
Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR) propuso una
escala de clasificacion en la que a cada embrion se le asigna una calidad en funcion de
la probabilidad que tenga para implantar, siendo los embriones de calidad “A” los que
mas probabilidad tiene de implantar y los de calidad “D” los que menos (Figura 2)
(22). Sin embargo, y como se ha explicado anteriormente, aunque se realice la TE con

embriones de buena calidad (A o B) menos del 60% implantan (6).
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Figura 2. Clasificacion ASEBIR de los blastocistos. Evaluacion de la calidad del blastocisto segun su masa
celular interna y la calidad del trofoectodermo. ASEBIR: Asociacion para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccion. Categoria A: embrién de calidad 6ptima con maxima capacidad de implantacion. Categoria B:
embrion de buena calidad con alta capacidad de implantacion. Categoria C: embrién regular con probabilidad
media de implantacién. Categoria D: embrién de mala calidad con baja probabilidad de implantacién, en esta
categoria se encuentran embriones con diversas anomalias que hacen que su probabilidad de implantacién sea
practicamente nula. Fuente: Criterios ASEBIR de valoracion morfologica de oocitos, embriones tempranos y
blastocistos humanos. Gobalo, 3a ed. Madrid, 2015, (22).



1.3.2.  Endometrio receptivo

El endometrio experimenta cambios ciclicos en respuesta a las hormonas esteroideas
ovaricas durante el ciclo menstrual (23). El ciclo endometrial comienza con la fase
menstrual y se continiia con la fase proliferativa donde ocurre la proliferacion y la
diferenciacion de las células endometriales (24). Tras la ovulaciéon da lugar al
comienzo de la fase secretora (25). En esta fase el endometrio adquiere un fenotipo
adhesivo que permite que ocurra la implantacién embrionaria, esto es, se transforma
en un endometrio receptivo (14,16). Sin embargo, el endometrio sélo se encuentra
receptivo durante un breve periodo de tiempo dentro de la fase secretora conocido
como la “ventana de implantacion” (“Window of implantation” (WOI) por sus siglas
en ingles), entre los dias 20 y 24 del ciclo menstrual (26), aproximadamente 5-9 dias

después de la ovulacion (27) (Figura 3).
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Figura 3. Cambios ovaricos, endometriales y hormonales durante el ciclo menstrual. Durante el ciclo
menstrual se producen simultaneamente dos sub-ciclos, ambos regulados hormonalmente: el ciclo ovarico y el
endometrial (23). El ciclo ovérico se divide en dos fases, la fase folicular (dias 1-14) y la fase litea (dias 15-28), y
la ovulacion se produce el dia 14 (24). Por otro lado, el ciclo endometrial tiene tres fases, la menstruacion (dias 1-
5), lafase proliferativa (dias 6-14) y la fase secretora (dias 15-28) (25). En la parte superior de la figura se muestran
los cambios que se producen en el ovario durante los dias del ciclo. En el centro se muestra la grafica con los
niveles de hormonas pituitarias (LH y FSH) y hormonas ovéricas (estrégenos y progesterona) durante las
diferentes fases del ciclo. En la parte inferior se muestra una imagen en la que se puede apreciar el incremento
en el grosor del endometrio a medida que avanza el ciclo endometrial el cual coincide con el aumento de hormonas
ovéricas. LH: hormona luteinizante. FSH: hormona foliculo estimulante. Fuente: Clayton, 2019 (28).



La determinacion de la WOI en los ciclos de FIV/ICSI ha sido ampliamente estudiado
con el objetivo de conocer la regulacion, funciéon y composicion del endometrio y
poder determinar si el endometrio esta preparado o no para que ocurra la implantacion.
Habitualmente en la practica clinica se realiza un control ecografico del grosor
endometrial y cuando el endometrio se encuentra trilaminar y adquiere un grosor de
entre 8 y 14 mm se programa la transferencia embrionaria (29,30). Sin embargo, como
se ha comentado anteriormente, en esta “situaciéon optima” menos del 60% de los

embriones transferidos implantan (6).

En los ultimos afios la receptividad endometrial ha sido el foco de numerosos
proyectos de investigacion con el objetivo de mejorar las tasas de implantacion
embrionarias en las TRA (31,32). A pesar de los resultados obtenidos, se ha avanzado
poco en la traduccion del conocimiento en pruebas predictivas o tratamientos
clinicamente significativos, por lo que todavia es necesario identificar nuevos
biomarcadores que ayuden a determinar el momento Optimo para realizar la TE. Entre
los métodos adicionales que se estan desarrollando para evaluar el estado del
endometrio antes de realizar la TE se encuentran el andlisis de la biopsia endometrial

y el andlisis del fluido endometrial.

1.3.2.1. Analisis de la biopsia endometrial

La receptividad endometrial ha sido objeto de estudio durante muchos afios y uno de
los primeros en analizarla fue el grupo de Noyes et al. (33). En 1953, establecieron los
criterios de Noyes basandose principalmente en el estudio de biopsias endometriales
durante el ciclo menstrual para caracterizar cada una de las fases. Asi, clasificaron la
fase proliferativa en temprana, media y tardia, ademads, describieron los cambios
histolégicos que se producian durante la fase secretora y establecieron el termino de
endometrio receptivo (33). Con el desarrollo de las "-Omicas" (transcriptomica,
proteomica, lipidomica...), ademas de obtener datos histologicos, fue posible obtener
datos moleculares para cada fase del ciclo (31,34). Estas técnicas de alto rendimiento
han permitido examinar los cambios en la expresion génica durante el ciclo menstrual
(35-37), el perfil de expresion génica de la WOI (38), las modificaciones
transcriptomicas durante el ciclo (39-41) y el contenido protedmico (42—44) y

lipidomico (45,46) de las muestras endometriales obtenidas en diferentes momentos.



Estos avances han permitido desarrollar biomarcadores para determinar el estado del
endometrio y saber si se encuentra receptivo o no. Sin embargo, el andlisis de la biopsia
endometrial es un procedimiento invasivo que no permite realizar la TE en el mismo
ciclo en el que se ha obtenido la muestra (47), y los resultados se extrapolan al siguiente

ciclo para realizar la TE.

1.3.2.2. Analisis del fluido endometrial

El fluido endometrial (FE) es un fluido biolégico complejo presente en la cavidad
uterina que es fuente de numerosas moléculas secretadas por el endometrio (48,49).
Se ha descrito que el contenido del FE puede modular la homeostasis y la receptividad
endometrial (50), y ademds se ha comprobado que desempena un papel muy
importante en la comunicacién embrion-endometrio dado que es necesario para

mantener al embrion e iniciar el proceso de implantacion (50).

La recogida del FE se realiza mediante aspiracion y se obtiene un pequefio volumen
comprendido entre 5-50 puL (48). Una de las ventajas que tiene la aspiracion del fluido
endometrial es que al tratarse de una técnica no invasiva la TE puede realizarse en el
mismo ciclo en el que se ha recogido la muestra (47—49). Esta demostrado que la
aspiracion del FE inmediatamente antes de la TE no afecta a las tasas de implantacion

embrionaria (47,51).

Al andlisis del FE como fuente de biomarcadores no invasivos estd cobrando fuerza
en el estudio de la receptividad endometrial, varios estudios han analizado las
secreciones uterinas durante el ciclo endometrial, haciendo hincapié en la bisqueda de
biomarcadores durante la WOI (52—55). Algunos estudios han encontrado proteinas
expresadas diferencialmente entre las distintas fases del endometrio (52—54) y otros
autores también han descrito diferentes patrones de expresion transcriptomica a lo
largo del ciclo menstrual (56). En esta linea, el andlisis lipidomico del FE se ha descrito
como una herramienta emergente para predecir la receptividad endometrial (57). Sin
embargo, en la mayoria de los casos, para definir el endometrio como "receptivo" se
han utilizado métodos histologicos, lo que no ha permitido realizar la TE en el mismo

ciclo en el que se ha obtenido la muestra.



La unica manera de confirmar que un endometrio es receptivo es tomando la muestra
de FE en el mismo ciclo en el que se ha producido el embarazo. Por ello, ha surgido
un nuevo concepto para estudiar el endometrio desde el punto de vista reproductivo:
endometrio implantativo (58-60). El término "endometrio implantativo" hace
referencia al endometrio en el cual ha ocurrido la implantacién embrionaria en el
mismo ciclo en el que se ha obtenido la muestra de FE (59). Son poco los
investigadores que han estudiado el endometrio implantativo, pero los resultados han
sido positivos, lo que apoya el andlisis del FE como fuente de biomarcadores no

invasivos del endometrio implantativo (58—66).
1.3.3. Comunicacion embrion-endometrio

Una adecuada comunicacion embrion-endometrio es crucial para el éxito de la
implantacién embrionaria (50,67) y comienza cuando el embrion entra en el itero y se
pone en contacto con el microambiente uterino (50). El FE contiene nutrientes,
proteinas, lipidos, 4cidos nucleicos y otras moléculas secretadas principalmente por el
endometrio que desempefian un papel importante como primera linea de comunicacion
célula a célula (50,67). Entre los componentes que juegan un papel importante como
primera linea de comunicacion se encuentran las vesiculas extracelulares (VEs) y los

microRNAs (miRNAs).

1.3.3.1. Vesiculas extracelulares (VEs)

Las VEs son estructuras delimitadas por una membrana lipidica que secretan todos los
tipos de células al medio extracelular (68). La composicion y el contenido de las VEs
se modifica en funciéon de la fisiopatologia celular, por lo que el andlisis de estas
vesiculas proporciona informacion sobre el estado de la célula de origen (68). Esta
caracteristica ha hecho que las VEs se conviertan en una fuente de biomarcadores muy
importante (69,70). Ademads, el analisis de las VEs ofrece muchas ventajas; la
membrana lipidica hace que las VEs sean mads resistentes y proporciona una mayor
proteccion al contenido molecular interno, ademads, la presencia de proteinas en la
membrana permite la identificacion especifica del tipo de vesicula y también el origen

celular (71-73) (Figura 4).
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En los ultimos afios se ha incrementado el estudio de las vesiculas extracelulares (VEs)
como modelo de comunicacién célula-célula (74) y la presencia de VEs en el
microambiente uterino ha ido cobrando importancia como moléculas clave en el
proceso de implantacion (75,76). Varios estudios han analizado la presencia de las VEs
durante el ciclo menstrual y han determinado que la secrecion es dependiente de las
hormonas y que el contenido de las VEs cambia en funcidon de la fase endometrial
(77,78). Otros estudios han analizado la relacion de las VEs con la implantacion
embrionaria en modelos “in vitro” y han demostrado que las VEs secretadas por el
endometrio son captadas por los embriones y la liberacion de su contenido, en concreto
la liberacion de miRNAs, es capaz de aumentar la capacidad adhesiva de los

embriones, lo que mejora su capacidad de implantar (56,79).

Tetraspanins: Receptors:
CD9, CD63, CD81 > EGFRs, FGFRs, PDGFRs

Secreted proteins: ' Adhesion proteins:

Complements, CD44, EPCAM, ICAMSs, Integrins

fibronectins, MIF
Cytoskeleton proteins:
Actin, cofilins, ezrin/radixin/
moesin, myosin, tubulin

Cytosolic proteins:

b=
Lipids =3 Annexins, ARFs, ALIX,

14-3-3 proteins, enolases, = ESCRTs. TSG101. RAB
S : Ceramide = GAPDH, HSPs SCRTs, TSG101, RABs
B : Cholesterol = .
=@ : Phosphatidylserine 2 . O

=@ : Sphingomyelin
Genetic materials Transporters and channels:

Solute carrier family, ATP-binding
cassettes

Figura 4. Composicion de las vesiculas extracelulares (VEs). Fuente: Choi et al., 2015 (73).
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1.3.3.2. microRNAs

Los microRNA (miRNA) son un tipo de RNA no codificante que regula
aproximadamente el 50% de los genes humanos (80). Los miRNA comprenden una
gran familia de RNA de 18-22 nucledtidos de longitud que se han descubierto como
reguladores clave de los genes a nivel postranscripcional (81). La utilidad de los
miRNAs extracelulares como potenciales biomarcadores estd siendo ampliamente
estudiada ya que han demostrado ser estables (protegidos de las ribonucleasas) en
diferentes fluidos bioldgicos, ademads, su expresion es reproducible y presentan una
alta especificidad tisular entre individuos (82,83). Los mecanismos por los que los
miRNAs estan protegidos frente a la actividad ribonucleasa enddgena se deben a que
los miRNAs estdn asociados a proteinas tanto libres en los fluidos como protegidos

dentro de las VEs (84,85).

La importancia de los miRNAs durante el desarrollo embrionario se debe a que regulan
la proliferacion y diferenciacion celular (81). Ademads, algunos de estos miRNAs se
han asociado con las vesiculas extracelulares (VEs), también presentes en el FE
(56,79,86). Por lo tanto, el aislamiento de VEs de fluidos biologicos y el andlisis de su
contenido de miRNAs ha ido cobrando fuerza como procedimiento novedoso para el

descubrimiento de biomarcadores no invasivos (87).
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2. HIPOTESIS

Los microRNAs libres y asociados a vesiculas extracelulares del fluido endometrial

podrian utilizarse como biomarcadores no invasivos del endometrio implantativo.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Definir, mediante una metodologia no invasiva, una firma de microRNAs que permita

identificar un endometrio implantativo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizar la obtencion de las muestras de FE y la técnica de aislamiento

de VEs basada en la precipitacion con polimeros (PBP).

2. Comparar diferentes métodos y seleccionar una metodologia robusta para
analizar microRNAs libres y asociados a vesiculas extracelulares procedentes

del fluido endometrial en entornos clinicos (66,88).

3. Aplicar la metodologia seleccionada en un conjunto de muestras (cohorte de
descubrimiento) con diferentes resultados de implantacion para disefiar un

modelo predictivo del endometrio implantativo (66,88).

4. Validar los modelos predictivos en una nueva cohorte independiente (cohorte

de validacion) de mujeres con diferentes resultados de implantacion (66,88).

5. Investigar la asociaciéon de los microRNAs validados con las vesiculas

extracelulares y su funcion bioldgica en el proceso de implantacion (66,88).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MUESTRAS DE FLUIDO ENDOMETRIAL
4.1.1. Aprobacion ética

La aprobacion ética del estudio se obtuvo del Comité de Etica y del Comité de Revision
Institucional del Hospital Universitario de Cruces (CEI E21/63) y todas las

participantes dieron su consentimiento por escrito respecto a su participacion.
4.1.2. Poblacion de estudio

La poblacion objeto de estudio estuvo constituida por una cohorte de 162 mujeres que
acudieron a la Unidad de Reproduccion Humana del Hospital Universitario de Cruces

(Pais Vasco, Espafia) desde enero de 2018 hasta febrero de 2021 (66,88).
4.1.3. Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion para la cohorte de puesta a punto fueron: i) Edad entre 18 y
37 anos. ii) Duracién del ciclo entre 27 y 29 dias. iii) Ausencia de trastornos
ovulatorios, miomas, endometriosis, polipos, cicatrices uterinas o hidrosalpinx. iv)
Ecografia uterina y ovdarica normales. v) Hormona antimiilleriana > 0,4 ng/ml. vi)
Ausencia de antecedentes de infecciones ginecoldgicas, trastornos inmunitarios o
cirugia ginecologica. Los criterios de inclusion para las cohortes de descubrimiento y
validacion también incluian: vii) FET en dia 5 de embriones de buena calidad
(tipos A y B de la clasificacion ASEBIR, (22)). viii) Transferencia de 1 o 2 embriones

procedentes de ovocitos propios (66,88).
4.1.4. Participantes

Para generar la cohorte de puesta a punto se recogieron muestras de mujeres que
acudieron a la consulta antes de iniciar cualquier tratamiento de fertilidad. Las
muestras se obtuvieron durante un ciclo natural, entre 16 y 21 dias después del inicio
de la menstruacion. Para generar las cohortes de descubrimiento y validacion el FE se
obtuvo de un grupo de mujeres a las que se les realizo una FET en dia 5 y la muestra

se recogid inmediatamente antes de realizar la TE (66,88).
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De todas las mujeres incluidas en el estudio, 72 mujeres formaron la cohorte de puesta
a punto, 30 mujeres de la cohorte de descubrimiento y 60 la cohorte de validacion
(Figura 5). De las 90 mujeres que formaron las cohortes de descubrimiento y
validacion, 45 lograron el embarazo y se incluyeron en el grupo de ciclo implantativo,
y 45 no lograron el embarazo y se incluyeron en el grupo de ciclo no implantativo. El
embarazo se defini6 como la visualizacion mediante ecografia vaginal de un saco
gestacional cuatro semanas después de la TE. No se incluyeron en el estudio los casos
con una prueba de B-hCG positiva en los que no se observo un saco gestacional en la
ecografia vaginal (abortos bioquimicos). Las principales caracteristicas de la

poblacion de mujeres sometidas a TRA se resumen en la Tabla 1 (66,88).

Tabla 1. Principales caracteristicas de la poblacién estudiada de mujeres en tratamiento con TRA.

Cohorte de descubrimiento Cohorte de validacion
Ciclo Ciclo Ciclo Ciclo
implantativo no-implantativo implantativo  no-implantativo
(n=15) (n=15) (n=30) (n=30)
Edad de la mujer en el momentodela ., , 5 ¢ 363+ 1.8 36.6+2.3 36+3.4
transferencia (afios)
Edad de la mujer en el momentodela 55 5, , 4 35.1 417 35.842.5 35.1+3.4
criopreservacion (afios)
IMC (kg/m?) 26.2+4.4 253+1.9 24 4£5.2 23.9+4.7
Fumadoras (%) 26.7 25 25 14.3
Infertilidad primaria (%) 78.6 73.3 53.6 64.3
Fallo de inseminacion previo (%) 40 41.6 17.3 25
Factor masculino (%) 37.5 26.7 14.8 39.3
Factor tubarico (%) 6.7 0 28.6 17.9
Es“ad“’l(slg‘;‘;%e lahCG 35801418202  4101.4+1154.6  3807.9+2560.3 3937.1 £1445.5
Ovocitos obtenidos 13.5+5.2 15.6+7.5 14.1+6.9 13.3+6.7
Ovocitos en metafase 11 11.73 £5.1 13.2+5.7 12.3+5.9 11.2+6.1
Ovocitos fertilizados 72+24 7.943.8 8+£4.8 7.5+45
Embriones vitrificados 3+1.7 39+3.9 4+3 3.6+2.5
Embriones transferidos 1.3+0.5 1.3+£0.5 14+0.5 1.1+£04
Gemelos (%) 6.7 NA 0 NA

La significacion estadistica se evalu6 mediante la prueba t de Student no apareada. No hubo diferencias
significativas entre las caracteristicas clinicas de las mujeres de las cohortes de descubrimiento y validacion (ciclo
implantativo frente ciclo no-implantativo) o de la cohorte de descubrimiento frente a la de validacién. Los datos se
expresan como media + DE a menos que se especifique lo contrario. NA: no aplicable. DE: desviacién estandar.
El endometrio se considerd implantativo cuando el embarazo se confirmé mediante ecografia vaginal que
mostraba un saco gestacional cuatro semanas después de la transferencia embrionaria. Fuente (88).



Mujeres que acudieron a la
unidad de reproducciéon humana

Mujeres sin transferencia Mujeres sometidas a
embrionaria en ciclo transferencia embrionaria
natural: dias 16-21 (n=95) (n=643)
Sin utilizar No adheridas al estudio
(n=23) (n=483)
09000

m Participaron en el estudio

Cohorte de puesta (n=160)
a punto (n=72)

Embarazo en curso No embarazadas y abortos bioquimicos

(confirmado por ecografia) (confirmados por ecografia)
(n=49) (n=111)

wE R Wmr W

Cohorte de Cohorte de Cohorte de Cohorte de
descubrimiento validacién descubrimiento validacién
(n=15) (n=30) (n=15) (n=30)

Figura 5. Resume el disefio experimental. Cohorte de puesta a punto (azul): el fluido endometrial (FE) de las
mujeres voluntarias se recogié durante la fase secretora de los ciclos naturales, 16-21 dias después del inicio de
la menstruacion. Los sobrenadantes de FE tenian un volumen de entre 400-1300 pL y se hizo un pool de FE para
realizar los diferentes experimentos. Cohorte de descubrimiento (morado): se recogi6é FE inmediatamente antes
de la FET de 30 mujeres. Quince lograron el embarazo y se incluyeron en el grupo de ciclo implantativo y las otras
15 no lograron el embarazo y se incluyeron en el grupo de ciclo no implantativo. Cohorte de validacion (verde): se
obtuvieron muestras inmediatamente antes de la FET de 60 mujeres. 30 lograron el embarazo y se incluyeron en
el grupo ciclo implantativo y las otras 30 no lograron el embarazo y se incluyeron en el grupo de ciclo no
implantativo. FET: Transferencia de embriones congelados. Fuente: Ibafiez-Pérez, J (88).

4.1.5. Recogida, preparacion y almacenamiento de las muestras

El FE se aspir6 bajo guia ecografica abdominal con un catéter para la TE (Frydman,
Instrumentos Médicos Estériles SA, Espafia) conectado a una jeringa de 10 mL y los
voliimenes de aspiracion oscilaron entre 5 pL y 50 pL. El protocolo se optimizé para
realizar el andlisis de miRNAs y VEs procedentes del FE y los resultados estan

descritos en la seccién 5.1.
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4.1.6. Preparacion endometrial antes de la transferencia embrionaria

La preparacion endometrial se realizé siguiendo el mismo protocolo. Se realiz6é una
ecografia vaginal el dia 1 o el dia 2 del ciclo menstrual, para confirmar la quiescencia
ovarica (ausencia de foliculos > 10 mm). Se inici6 un ciclo artificial el dia 2,
administrando 6 mg diarios de estradiol (Progynova, Bayer, Barcelona, Espafia). El
desarrollo endometrial se controlé mediante ecografias vaginales seriadas y, cuando el
grosor endometrial alcanz6 los 7 mm, se programé el dia de la transferencia. A la
mafiana siguiente se inici6 la administracion de progesterona vaginal a una dosis de
400 mg/12 h (Utrogestan, SEID, Barcelona, Espafia) y la TE se realiz6 al quinto dia
de la administracion de progesterona. En los casos en los que se logré el embarazo las
dosis de estradiol y progesterona se mantuvieron hasta la semana 12 de gestacion

(66,38).

4.2. VITRIFICACION Y DESCONGELACION DE EMBRIONES

La vitrificacion de los embriones se realizo en dia 4 o dia 5 en un dispositivo Cryotop®
(Kitazato BioPharma Co., Shizuoka, Japén). Los embriones se criopreservaron y
descongelaron con el kit de Kitazato (Kitazato BioPharma Co.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los embriones vitrificados en dia 4 se descongelaron y
cultivaron 24 horas antes de la TE y los embriones vitrificados en dia 5 se

descongelaron y cultivaron 2 horas antes de la TE (66,88).

4.3. METODO DE ENRIQUECIMIENTO DE VESICULAS
EXTRACELULARES

Se utiliz6 un kit comercial llamado Invitrogen Total Exosome Isolation Reagent
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, #4478359), que se un método de
precipitacion basado en polimeros (PBP). El protocolo se optimizd para poder

utilizarlo en el FE y los resultados estan descritos en la seccion 5.1.
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4.4. METODOS DE EXTRACCION DE RNA

El RNA se extrajo siguiendo las instrucciones del fabricante con dos métodos
diferentes; el kit mirVana PARIS™ (Thermo Fisher Scientific, # AM1556) y el kit
Norgen de purificacion de RNA de plasma/suero (Norgen Biotek Corp., # 55000). El
RNA se eluy6 en agua libre de nucleasas (Ambion, # AM9930 de Thermo Fisher
Scientific) (66,88).

4.5. SINTESIS DE ¢cDNA Y ENSAYO TagMan DE miRNAs

El cDNA se sintetiz6 siguiendo las recomendaciones del fabricante a partir de 2 puL de
RNA utilizando el kit TagMan Advanced miRNA cDNA Synthesis (Applied
Biosystems, # A28007, de Thermo Fisher Scientific). La amplificacion de miRNAs se
realizé utilizando el reactivo TagMan Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, # 4444557) y las sondas TaqMan Advance miRNA (Thermo Fisher
Scientific, #A 25576). La PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) se realiz6 en un
sistema Viia7 o QS6 y los datos se analizaron mediante el sofiware QuantStudio Real-
Time PCR System version 1.3 (Applied Biosystems, de Thermo Fisher Scientific)
(66,88).

Para realizar el anélisis de miRNAs del FE se seleccionaron 7 miRNA asociados a VEs
y se utilizaron como miRNAs de referencia. Varios estudios han descrito la secrecion
de estos miRNA por lineas celulares epiteliales endometriales (86), también se han
detectado en aspirados de FE (56,89) y hay estudios que han asociado estos miRNAs

con VEs durante la implantacion (56,79):

1. hsa-let-7-5p (478579 mir, Thermo Fisher Scientific)
hsa-miR-17-5p (478447 mir, Thermo Fisher Scientific)
hsa-miR-200c-3p (478351 _mir, Thermo Fisher Scientific)
hsa-miR-30c-5p (478008 mir, Thermo Fisher Scientific)
hsa-miR-30d-5p (478606 mir, Thermo Fisher Scientific)
hsa-miR-451a (478107 _mir, Thermo Fisher Scientific)
hsa-miR-92a-3p (477827 mir, Thermo Fisher Scientific)

NS kW
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Ademas, se seleccionaron otros dos miRNA a partir del analisis de Small RNA-seq
realizado con la cohorte de puesta a punto. Estos miRNAs se encontraban entre los

miRNA mads (hsa-miR-21-5p) y menos (hsa-miR-155-5p) abundantes del pool (66,88).

8. hsa-miR-21-5p (477975 mir, Thermo Fisher Scientific)
9. hsa-miR-155-5p (483064 mir, Thermo Fisher Scientific)

Por otro lado, se utilizaron dos miRNA exdgenos como controles internos de las
técnicas utilizadas. Para determinar la eficacia de la extracciéon de RNA se utilizé el
cel-miR-39 (478293 mir, Thermo Fisher Scientific) que se afiadi6 (4 uL a 0,1 nM) a
las muestras de FE antes de cada procedimiento de extraccion de RNA. Para controlar
el proceso de la sintesis de cDNA se utiliz6 el ath-miR-159a (478411 mir, Thermo
Fisher Scientific) y se anadio (0,2 uL a 0,001 nM) al principio de cada reaccion de
sintesis de cDNA. Este tltimo miRNA se utilizé para calcular la cantidad relativa de

los miRNA analizados en los diferentes experimentos (66,88).
4.6. ENSAYO DE PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL (qPCR)

Los resultados de la qPCR se mostraron como valores de umbral de ciclo (Ct) o como
valores de expresion relativa (2-4¢Y). Para calcular los niveles de expresion relativa de
los miRNAs de referencia los datos Ct se normalizaron con respecto a los valores Ct
del ath-miR-159 mediante el método 2-4Ct (€t miRNA - CtathmiR-13%) [ o5 niveles de
expresion relativa de los nuevos miRNAs descubiertos se normalizaron con respecto
a los controles internos mediante el método 2-4Ct (Ct miRNA —media Ct de los controles internos)
Posteriormente, se calcularon los fold change mediante el método 224t (90). Los
controles enddgenos se seleccionaron a partir de los miRNAs de referencia utilizando
el software NormFinder (91). El punto de corte para los controles internos se establecio

en Ct < 30 mediante el andlisis de qPCR (66,88).
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4.7. SECUENCIACION DE RNA PEQUENOS Small RNA-seq

La cantidad y la calidad del RNA se evaluaron con Agilent RNA 6000 Pico Chips
(Agilent Technologies, Cat. n° 5067-1513, CA, EE.UU.). Las bibliotecas de
secuenciacion se prepararon siguiendo el protocolo incluido en el kit NEXTflex™
small RNA-Seq Kit v3, (Bioo Scientific Corp. Cat. # 5132-06, protocolo V19.01,
Austin, TX, USA) (66,88).

4.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizo el software GraphPad Prism v.8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EE. UU.). La significacion estadistica de los experimentos
realizados con la cohorte de puesta a punto se determindé mediante la prueba t de
Student apareada, y en los experimentos realizados con las cohortes de descubrimiento
y validacion se utilizo la prueba t de Student no apareada con correccion de Welch. Las
diferencias estadisticas se consideraron significativas cuando p<0,05. El tamafio de la

muestra y los valores p se citan en las figuras y en los pies de figura (66,88).
4.9. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS miRNAs

Los genes diana de los miRNAs validados se obtuvieron de la base de datos TarBase
v7.0. Los procesos biologicos en los que estan implicados estos miRNAs se analizaron
a través de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) y la Ontologia de
Genes (GO). Se seleccionaron so6lo aquellas vias y procesos con valores p <0,05. Los
resultados para KEGG se fusionaron mediante "union de vias" y los resultados para

GO mediante "uniodn de categorias" (66,88).
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S. RESULTADOS

5.1. OPTIMIZACION DE LA OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE FE Y LA
TECNICA DE AISLAMIENTO DE VEs BASADA EN LA TECNICA PBP

Antes de empezar con los experimentos para identificar una firma de miRNAs que
permitiera identificar un endometrio receptivo fue necesario optimizar tanto la
obtencion y procesamiento de las muestras de FE como la técnica de asilamiento de

VEs basada en la precipitacion con polimeros (PBP).
5.1.1. Optimizacion de la obtencion y el procesamiento de las muestras de FE

La obtencion del FE se realiza mediante aspiracion y el volumen que se obtiene
comprende entre 5 y 50 pL dependiendo las pacientes y la persona que realiza la
aspiracion. Se trata de un fluido muy viscoso de dificil manipulacion y para poder
analizar las VEs y los miRNAs procedentes del endometrio es necesario separarlos de
los residuos celulares y otras macromoléculas presentes en el FE mediante
centrifugacion. Sin embargo, dada la viscosidad del FE, en la practica clinica no es
posible obtener un sobrenadante o fraccion liquida analizable si la muestra no es diluia
previamente, por lo que se decidi6 diluir las muestras utilizando una solucién salina

tamponada con fosfato (PBS por sus siglas en inglés).

En el laboratorio, con el fin de determinar el volumen de PBS necesario para diluir las
muestras, se decidio realizar un pool de FE con las muestras procedentes de la cohorte
de puesta a punto. Resultdé muy dificil manipular las muestras de FE y del pool que se
genero, la cantidad minima con la que se podia trabajar fue de 50 puL. Se realizaron
diluciones seriadas (1:1, 1:2, 1:3...) y se determin6 que la diluciéon 1:8 (50 pL de FE
y 400 pL PBS) era la dilucion minima a la cual se podia centrifugar la muestra y
obtener un sobrenadante analizable. Se traté de implementar esta dilucion en muestras
independientes con la intencion de separar el sobrenadante que contiene las VEs y los
miRNAs antes de congelar las muestras para su posterior analisis. En la practica clinica
se utilizaron 400 puL. de PBS para lavar el catéter con el que se habia obtenido la
muestra, sin embargo, no fue posible extraer todo el FE del catéter con tan poca

cantidad de PBS.
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En la préctica clinica el volumen de PBS necesario para lavar el catéter y obtener toda
la muestra de FE que se aspira fue de 1500 pL, lo que equivalia a una dilucion
aproximada de 1:30. Por lo tanto, en vista de la imposibilidad de aplicar los resultados
del laboratorio en la practica clinica se realizd un experimento para comparar las dos
condiciones (dilucién 1:8 y dilucion 1:30). El experimento se llevo a cabo comparando
la deteccion de los 7 miRNAs de referencia (Materiales y métodos seccion 4.5.)
mediante qPCR, en las dos condiciones con dos métodos de extraccion de RNA

diferentes (Figura 6).

Como se puede observar en la Figura 6, se utilizdo un pool/ de muestras de FE
procedente de la cohorte de puesta a punto. Unas alicuotas se diluyeron a 1:8 (50 uL
FE + 400 pL de PBS) y otras alicuotas se diluyeron a 1:30 (50 uL FE + 1500 pL de
PBS) simulando las condiciones que se dan en la practica clinica. Las muestras se
centrifugaron a 2500 xg y se utilizaron 400 pL de muestra para realizar cada una de

las condiciones comparadas.

Pool de fluido endometrial

[ [ [ |
1:8 1:8 1:30 1:30
DCT-N (x4) DCT-M (x4) DCT-N (x4) DCT-M (x4)
I T T T
‘ cel-miR-39 ‘ ‘ cel-miR-39 ‘ ‘ cel-miR-39 ‘ cel-miR-39 ‘
' ! v '
Norgen Serum/ MirVana PARIS Norgen Serum/ MirVana PARIS
PI?s.ma.RNA. Kit RNA isolation Pla.s.ma.RNA. Kit RNA isolation
purification kit purification kit
100 pL RNA 100 pL RNA 100 pL RNA 100 pL RNA
v v v v

2uL RNA - Sintesis de cDNA (ath-miR-159a) = Amplificacion de miRNA (qPCR) ‘

Figura 6. Esquema del experimento de optimizacion de la obtencion y el procesamiento de las muestras
de FE. Se compararon cuatro condiciones diferentes con dos métodos de extraccion de RNA diferentes (DCT-N
y DCT-M). Las muestras de FE procedian de un pool generado con muestras de la cohorte de puesta a punto.
Cada experimento se realizo x4 utilizando alicuotas de 400 pL. DCT-N: extraccion directa de RNA con el kit de
purificacion de RNA de plasma/suero de Norgen. DCT-M: extraccién directa de RNA con el kit mirVana PARIS.
FE: fluido endometrial. gPCR: PCR cuantitativa a tiempo real.
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Los resultados del experimento de optimizacion de la obtencion y el procesamiento de
las muestras de FE se muestras en la Figura 7. En azul claro se muestran los resultados
para DCT-M 1:30, en azul oscuro los resultados para DCT-M 1:8, en color rojo claro
los resultados para DCT-N 1:30 y en rojo oscuro los resultados de DCT-N 1:8. Los
siete miRNAs de referencia fueron detectados en las cuatro condiciones comparadas y
unicamente se detectaron diferencias significativas entre los resultados de DCT-M
1:30 frente a DCT-N 1:30 para los miRNAs hsa-let-7e-5p, hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-
30d-5p y hsa-miR-92a-3p. No hubo diferencias significativas entre las dos

concentraciones analizadas para cada una de las técnicas de extraccion de RNA.
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Figura 7. Resultados de la optimizacion de la obtencion y el procesamiento de las muestras de FE. Se
compararon cuatro condiciones diferentes con dos métodos de extraccion de RNA (DCT-N y DCT-M) y dos
diluciones diferentes (1:8 y 1:30). En la figura se muestran los valores Ct que se obtuvieron para los siete miRNAs
de referencia analizados mediante PCR cuantitativa en cada una de las condiciones analizadas. Las muestras de
FE procedian de un pool generado con muestras de la cohorte de puesta a punto. Cada experimento se realizé
utilizando alicuotas de muestra de 400 pL. La significacion estadistica se determindé mediante la prueba t de
Student apareada. El numero de réplicas por caso fue de 4 y los datos muestran la media con DS. * DCT-M 1:30
vs. DCT-N 1:30. *p<0,05; **p<0,01. DCT-N: extraccion directa de RNA con el kit de purificacion de RNA de
plasma/suero de Norgen. DCT-M: extraccion directa de RNA con el kit mirVana PARIS. FE: fluido endometrial. Ct:
umbral de ciclo. DS: desviacion estandar.
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Dado que no hubo diferencias significativas entre los resultados obtenidos al diluir las
muestras a 1:8 0 a 1:30, se decidio utilizar 1500 pL. de PBS para lavar el catéter y diluir
las muestras de FE en el momento de obtencion de la muestra. Finalmente, se

establecio el siguiente protocolo para el procesamiento de las muestras (Figura 8):

1) Aspirar el FE y extraer la muestra lavando el catéter con 1500 puL de PBS.
2) Centrifugar las muestras a 2500xg durante 5 minutos.

3) Recoger el sobrenadante y guardarlo a -80°C para su posterior analisis.

Recoger la muestra (5-50ul) + lavar el catéter con PBS (1,5 mL) + Centrifugar (2500g x 5 min)

Endometrium
\ ‘ Freeze at -80°C
/ 2.500x; EONARN

Ultrasound probe -
5min -
Pellet

Endometrial fluid

Outer sheath ° (5-50uL)

of the catheter —— Catheter (+1.5mI PBS)

Endometrial fluid
supernatant

Figura 8. Esquema del protocolo que se implanto para la obtencion y el procesamiento de las muestras de
FE. El FE se aspir¢ bajo guia ecografica abdominal con un catéter para la TE (Frydman, Instrumentos Médicos
Estériles SA, Espafia) conectado a una jeringa de 10 mL y los volimenes de aspiracion oscilaron entre 5 pL y 50
WL. Tras la aspiracion se sustituy6 la jeringa de 10 mL por otra de 2 mL que contenia 1,5 mL de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS por sus siglas en inglés) para lavar el catéter y extraer la muestra de FE a un tubo
criogénico. Las muestras se centrifugaron para eliminar contaminantes a 2500xg durante 5 min y los
sobrenadantes se congelaron a -80 °C hasta su procesamiento. La dilucion de los sobrenadantes fue de 1:30, con
un volumen comprendido entre 400 pL y 1300 uL. Todas las muestras de las cohortes de puesta a punto,
descubrimiento y validacién se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito. Fuente: Ibafiez-Pérez J.,(88).

5.1.2. Optimizacion de la técnica de asilamiento de VEs basada en la

precipitacion con polimeros (PBP)

Para analizar los miRNAs asociados a VEs presentes en el FE se decidi6 utilizar un kit
comercial llamado Invitrogen Total Exosome Isolation Reagent y de esta manera
enriquecer las muestras en VEs mediante una precipitacion basada en polimeros
(PBP). Hasta el momento no se habia descrito ningun protocolo para utilizar el PBP

en muestras de FE por lo que antes de aplicarlo se tuvo que optimizar el protocolo.
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Siguiendo las directrices de uso del kit comercial se compararon dos protocolos
existentes, el protocolo descrito para el liquido amnidtico (PBP-AF) y el protocolo
descrito para el liquido cefalorraquideo (PBP-CFS). Se decidio probar el protocolo de
PBP-CFS porque en el laboratorio ya se habia utilizado este protocolo en liquido

cefalorraquideo previamente con buenos resultados (92).

La cantidad de reactivo recomendada para cada tipo de fluido era diferente, 0,2
voliimenes en el protocolo PBP-AF y 1 volumen para el protocolo PBP-CSF. Por lo
que se compararon los dos protocolos con tres cantidades diferentes de reactivo: (i) 1
volumen (1:1) que equivale a la misma cantidad de reactivo y de FE. (ii) 0,5 volumenes
(1:2) que equivale a la mitad de reactivo en comparacion con el FE. (iii) 0,2 volimenes

(1:5) que equivale a un quinto de reactivo en comparaciéon con el FE.

En todos los casos se comenz6 el experimento con 400 puL. de FE y se afiadid el
volumen de reactivo correspondiente en cada caso (400 pL, 200 pL y 80 pL). El
experimento se llevo a cabo comparando la deteccion de los 7 miRNAs de referencia

(Materiales y métodos seccion 4.5.) mediante qPCR (Figura 9).

Pool de fluido endometrial
Alicuotas de 400 pL

PBP - CSF

100 pL 100 pL 100 pL
| | | | | I
l cel-miR-39 ‘ l cel-miR-39 ‘ l cel-miR-39 ‘ ‘ cel-miR-39 ‘ ‘ cel-miR-39 ‘ cel-miR-39 ‘

MirVana PARIS MirVana PARIS MirVana PARIS MirVana PARIS MirVana PARIS MirVana PARIS

100 pL 100 pL 100 pL

Kit RNA isolation Kit RNA isolation Kit RNA isolation Kit RNA isolation Kit RNA isolation Kit RNA isolation
100 uL RNA 100 L RNA 100 uL R NA 100 pL RNA 100 pL RNA 100 uL R NA

v v v

2uL RNA - Sintesis de cDNA (ath-miR-159a) = Amplificacién de miRNA (qPCR)

v v v

Figura 9. Esquema del experimento de optimizacion de la técnica de asilamiento de VEs basada en la
precipitacion con polimeros (PBP). Se compararon tres condiciones diferentes con dos protocolos de
enriquecimiento de VEs (PBP-CSF y PBP-AF). Las muestras de FE procedian de un pool generado con muestras
de la cohorte de puesta a punto. Cada experimento se realiz6 x3 utilizando alicuotas de 400 L. La extraccion de
RNA se realiz6 con el kit mirVana PARIS. PBP-CSF: protocolo de enriquecimiento de VEs optimizado para para
el liquido cefalorraquideo. PBP-AF: protocolo de enriquecimiento de VEs optimizado para para el liquido
amniético. FE: fluido endometrial. gPCR: PCR cuantitativa a tiempo real. VEs: vesiculas extracelulares. PBP:
precipitacion basada en polimeros.
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En la Figura 10 se pueden observar los resultados obtenidos de la comparacion. En
azul los resultados obtenidos para el protocolo PBP-CSF y en verde los resultados para
el protocolo PBP-AF. Cuando se utilizaron 0,2 volimenes (1:5) de reactivo solo fue
posible detectar dos miRNAs, el hsa-miR-451a con los dos protocolos y el hsa-miR-
200c-3p con el protocolo PBP-AF. Los resultados obtenidos con 0,5 volumenes (1:2)
de reactivo difieren entre los dos protocolos dado que con la técnica PBP-CEFS solo fue
posible detectar 3 miRNAs (hsa-miR-451a, hsa-miR-17-5p y hsa-miR-92a-3p)
mientras que con el protocolo PBP-AF fue posible detectar 5 miRNAs (hsa-miR-451a,
hsa-let-7e-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-30c-5p y hsa-miR-200c-3p). Los mejores
resultados se obtuvieron cuando se utiliz6 1 volumen (1:1) de reactivo, con el
protocolo PBP-AF fue posible detectar los 7 miRNAs analizados mientras que con el
protocolo PBP-CFS se detectaron todos menos el hsa-miR-30d-5p. Ademas, los
resultados mostraron diferencias significativas en la deteccion de 5 miRNAs cuando
se compararon los resultados para 1 volumen de reactivo entre los protocolos PBP-
CSF y PBP-AF. Concretamente, hubo un aumento significativo en los niveles de
deteccion de los miRNAs hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-451a, hsa-miR-92a-3p, hsa-let-
7e-5p y hsa-miR-17-5p con el protocolo de PBP-AF en comparacion con el protocolo

PBP-CSF.
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Figura 10. Resultados de la optimizacion de la técnica de asilamiento de VEs basada en la precipitacion
con polimeros (PBP). Los graficos muestran los valores Ct de los miRNAs de referencia evaluados mediante
gPCR. El nimero de réplicas para cada condicion fue de dos y los datos muestran la media con DS. Cada alicuota
(400 L) procedia de un pool generado con la cohorte de puesta a punto. El Ct esta inversamente correlacionado
con la cantidad de miRNA en las muestras. La significacion estadistica se determind mediante la prueba t de
Student apareada. *, #, $ p<0,05; **, ##, $$ p<0,01; ***, ###, $$$ p<0,001. PBP-CSF: protocolo de precipitacion
basada en polimeros para el liquido cefalorraquideo. PBP-AF: protocolo de precipitacion basada en polimeros
para el liquido amniético. Ct: umbral de ciclo. PBP: precipitacién basada en polimeros. DS: desviacion estandar.
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En base a los resultados obtenidos se decidid utilizar el protocolo PBP-AF pero
modificando la cantidad de 0,2 volimenes de reactivo por la cantidad de 1 volumen
de reactivo (1:1) descrita para el liquido cefalorraquideo en el protocolo PBP-CSF. De
esta manera se disefio un nuevo protocolo para utilizar el kit comercial Invitrogen Total

Exosome Isolation Reagent en el FE:

1) Centrifugar los sobrenadantes de FE a 3.000xg durante 30 minutos a 4°C.

2) Transferir los sobrenadantes a otro tubo y afiadir 1 volumen de reactivo (1:1)

3) Mezclar con un vortex hasta obtener una solucion homogénea e incubar la
muestra durante 30 minutos a temperatura ambiente.

4) Tras la incubacion, centrifugar las muestras a 10.000xg durante 1 hora a 4°C.

5) Aspirar el sobrenadante con una pipeta y desecharlo. Las VEs estan contenidas
en el pellet, que puede no ser visible, en el fondo del tubo.

6) Anadir 100 pL de PBS para resuspender el pellet. EI volumen de resuspension

puede modificarse segun las necesidades de cada caso.

El protocolo establecido para la obtencion de las muestras de FE se aplicd en la
recogida de todas las muestras del estudio y el protocolo para el aislamiento de VEs
del FE con el método PBP también se aplicd en todos los experimentos en los que se

utilizd el método PBP.

5.2. COMPARACION DE DIFERENTES METETODOS Y SELECCION DE
UNA METODOLOGIA ROBUSTA PARA ANALIZAR microRNAs
LIBRES Y ASOCIADOS A VEs PROCEDENTES DEL FE EN ENTORNOS
CLINICOS

En este experimento se compararon cinco metodologias diferentes para analizar los
miRNAs procedentes del FE, dos de ellas consistian en una extraccion directa de RNA
(DCT-M y DCT-N) mientras que las otras tres tenian un enriquecimiento en VEs antes
de la extraccion de RNA (PBP-M, PBP-N y UC-M). Los resultados de la extraccion
de RNA se compararon primero mediante qPCR utilizando los 7 miRNAs de
referencia (Materiales y métodos seccion 4.5.) mediante qPCR y los métodos mas
eficaces se analizaron posteriormente mediante Small RNA-seq. Ademas, se realiz6 un

experimento de reproducibilidad técnica para establecer la técnica mas robusta (66,88).
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5.2.1. Resultados de la comparacion de las diferentes metodologias y el analisis

mediante Small RNA-seq

Los resultados de la comparacion de las cinco metodologias mediante qPCR mostraron
que era posible detectar los 7 miRNAs de referencia en todas las réplicas de DCT-M,
DCT-N, PBP-M, PBP-N y UC-M. Sin embargo, se observaron diferencias
significativas en los niveles de miRNAs detectados, siendo los métodos con un paso
previo de enriquecimiento de VEs con PBP los métodos mas eficientes, PBP-N y PBP-

M (Figura 11) (66,88).

El RNA extraido con los métodos mas eficientes (PBP-N y PBP-M) se analizd
mediante Small RNA-seq y los resultados de la secuenciacion detectaron 151 y 251
miRNAs tnicos para los métodos PBP-N y PBP-M, respectivamente; de ellos, 145

miRNAs fueron comunes entre ambas metodologias (66,88).
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Figura 11. Optimizacion de diferentes metodologias para el analisis de miRNAs del FE procedente de la
cohorte de puesta a punto. Resultados para los siete miRNAs de referencia analizados mediante gPCR para
cada una de las técnicas comparadas. La cuantificacion relativa normalizada revel6 que el método mas eficiente
era el PBP-N. La significacion estadistica se determind mediante la prueba t de Student apareada. EI nimero de
réplicas por cada método fue de 12 y los datos muestran la media con la DS. * vs. PBP-N; $ vs. PBP-M; & vs.
DCT-N; # vs. DCT-M. * §, &, # p<0,05; **, $$, &&, ##p<0,01; ***, $$$, &&, ##H# p<0,001; ***, $$3$, &&&&, HHH#
p<0,0001. DCT-N: extraccion directa de RNA con el kit de purificacion de RNA de plasma/suero de Norgen. DCT-
M: extraccion directa de RNA con el kit mirVana PARIS. PBP-N: enriquecimiento de VE con el método PBP y
extraccion de RNA con el kit de purificacion de RNA Norgen Plasma/Suero. PBP-M: Enriquecimiento de VE con
el método PBP y extraccion de RNA con el kit mirVana PARIS. UC-M: Enriquecimiento de VEs mediante
ultracentrifugacion y extraccion de RNA con el kit mirVana PARIS. miRNAs: microRNAs. PBP: precipitacion
basada en polimeros. VE: vesiculas extracelulares. FE: fluido endometrial. DS: desviacion estandar. Fuente:
Ibafiez-Perez et al., (66).
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5.2.2. Resultados del experimento de reproducibilidad técnica

Dada la importancia de seleccionar una metodologia robusta, dos operadores (JIP y
MCQ) llevaron a cabo un experimento de reproducibilidad técnica. Cada uno analizd
20 muestras procedentes del mismo pool formado con muestras de la cohorte de puesta
a punto, 10 utilizando el método PBP-N y 10 con el método PBP-M. En este caso, se
utiliz6 la qPCR para comparar la reproducibilidad técnica y ademas de los siete
miRNAs de referencia también se analizaron dos miRNAs procedentes de los
resultados de la de Small RNAseq: el hsa-miR-21-5p y el hsa-miR-155-5p (Materiales
y métodos seccidn 4.5.). Los resultados mostraron diferencias significativas entre las
técnicas, siendo la PBP-N mas robusta ya que los resultados mostraron menos
variabilidad intra-operario y entre-operarios y, ademas, el método PBP-N fue capaz de
detectar mayores niveles de miRNAs en comparacion con la metodologia PBP-M

(66,38).

5.3. APLICACION DE LAS METODOLOGIAS SELECCIONADAS EN UN
CONJUNTO DE MUESTRAS (COHORTE DE DESCUBRIMIENTO) CON
DIFERENTES RESULTADOS DE IMPLANTACION PARA DISENAR
UN MODELO PREDICTIVO DEL ENDOMETRIO IMPLANTATIVO

Para poder llevar a cabo el objetivo de disefiar un modelo predictivo del endometrio
implantativo se utilizaron las muestras de FE procedentes de la cohorte de
descubrimiento. Las muestras de FE se recogieron justo antes de realizar la FET en dia
5 de embriones de buena calidad (A o B segun criterios de ASEBIR, (22)). Esta cohorte
estaba formada por dos grupos de mujeres con diferentes resultados de implantacion,
15 muestras procedentes del grupo ciclo implantativo y 15 muestras procedentes del

grupo ciclo no implantativo.

Para definir el modelo predictivo, primero se extrajo el RNA de las muestras con los
métodos mas eficientes (PBP-M y PBP-N) y se analizé mediante small RNA-seq. A
continuacion, se realizd un andlisis de abundancia diferencial para identificar los
miRNAs asociados con la implantacion y finalmente se confirmaron los resultados

mediante qPCR en esas mismas muestras (Figura 12) (66,88).
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Figura 12. Esquema de trabajo del experimento para disefiar un modelo predictivo del endometrio
implantativo. Se seleccionaron 30 muestras, 15 muestras procedentes de mujeres en las que la implantacion fue
exitosa y 15 en las que no lo fue. Para definir el modelo predictivo, primero se extrajo el RNA de las muestras con
las técnicas PBP-M y PBP-N y se analizd mediante Small RNA-seq. PBP-N: enriquecimiento de VE con el método
PBP y extraccién de RNA con el kit de purificacién de RNA Norgen Plasma/Suero. PBP-M: Enriquecimiento de
VE con el método PBP y extraccion de RNA con el kit mirVana PARIS. Fuente: Ibafiez-Pérez J (88).

5.3.1. Resultados del analisis del RNA mediante Small RNA-seq

Para realizar el experimento se utilizaron 800 pL de FE de cada paciente, 400 puL se
analizaron con el método PBP-M y los otros 400 pL con el método PBP-N, el RNA
de las 60 muestras (30 PBP-M + 30 PBP-N) se analiz6 mediante Small RNA-seq. Tras
la secuenciacion, se realiz6 un control de calidad que mostr6 una gran variabilidad no
solo entre muestras, sino también entre los resultados de cada método para la misma
muestra. Al comparar los resultados obtenidos entre ambas técnicas, se observo que
las dos muestras con mayor porcentaje de alineamiento con el genoma humano
coincidian (EF 06 y EF 26). Estas muestras obtuvieron un mayor porcentaje de
alineamiento con el genoma humano cuando se utilizé el método PBP-M, sin embargo,
el nimero de miRNAs detectados fue mayor cuando se utilizé el método PBP-N. Las
muestras con menor porcentaje de alineamiento con el genoma humano también
fueron similares en ambas técnicas. Cabe destacar que la muestra EF 29 en el caso de

PBP-M obtuvo resultados muy pobres (1,5 % de alineacion y 1 miRNA detectado),
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mientras que con el método PBP-N los resultados fueron mucho mejores (47,1 % de
alineamiento y 290 miRNAs detectados). Estos resultados sugirieron que la muestra
EF 29 no se extrajo correctamente con la técnica PBP-M. Algo que ya se habia
detectado en experimentos anteriores, ya que la técnica PBP-M demostr6 ser menos

reproducible al ser mas compleja de realizar (Resultados seccion 5.2.2.) (66,88).
5.3.2. Resultados del analisis de abundancia diferencial de miRNAs

A continuacion, se realizé un andlisis de abundancia diferencial para identificar los
miRNAs expresados diferencialmente entre el grupo de ciclo implantativo y el grupo
ciclo no implantativo. Los resultados para el método PBP-M mostraron 34 miRNAs
diferencialmente expresados (p-valor ajustado <0,05), mientras que los resultados el
método PBP-N mostraron 11 miRNAs diferencialmente expresados (p-valor ajustado
<0,05). De estos miRNAs se seleccionaron aquellos que seguian el mismo patrén (up-
regulated o down-regulated) en los resultados de Small RNA-seq y en los resultados
del analisis de abundancia diferencial. De este modo, se identificaron 16 miRNAs para
su posterior validacion mediante qPCR en las mismas muestras (13 miRNAs con PBP-

M y 5 miRNAs con PBP-N) (algunos eran repetidos entre las dos técnicas) (66,88).
5.3.3. Resultados del modelo predictivo de endometrio implantativo por qPCR

Los modelos predictivos se diseiaron realizando un estudio de regresion mediante
correccion bootstrapping con los datos normalizados de la amplificacion qPCR de los
16 miRNAs expresados diferencialmente en la cohorte de descubrimiento. A partir de
estos analisis, se definieron dos modelos; el modelo disefiado con PBP-M se denomind
"Modelo 1", y al realizado con PBP-N, "Modelo 2". Los dos modelos fueron
significativamente predictivos a la hora de detectar un endometrio implantativo y se

basaron en tres miRNAs (66,88).

e Modelo 1 (AUC = 0,93; p-valor e Modelo 2 (AUC = 0,92; p-valor
=3,3x107) =2,3x 10%:
o hsa-miR-24-3p o hsa-miR-24-3p
o hsa-miR-200b-3p o hsa-miR-200b-3p

o hsa-miR-148b-3p o hsa-miR-99b-5p
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5.4. VALIDACION DE LOS MODELOS PREDICTIVOS EN UNA NUEVA
COHORTE INDEPENDIENTE (COHORTE DE VALIDACION) DE
MUJERES CON DIFERENTES RESULTADOS DE IMPLANTACION

El rendimiento de los dos modelos predictivos (Modelo 1 y Modelo 2) se valid6 en
una cohorte independiente denominada cohorte de validacion. Como se ha descrito
anteriormente, las muestras de FE se recogieron justo antes de realizar una FET en dia
5. Se analizaron 60 muestras de FE, 30 muestras procedentes de mujeres en las que la
transferencia fue exitosa (ciclo implantativo) y 30 mujeres en las que la implantacion
no fue exitosa (ciclo no implantativo). En este experimento, el RNA extraido se utiliz6

para validar los modelos mediante qPCR (Figura 13) (66,88).

Piet
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Ciclo implantativo*
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PBP: Precipitacion a PBP: Precipitacién a
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Figura 13. Esquema de trabajo del experimento para validar los modelos predictivos en la cohorte de
validacion. Se seleccionaron 60 muestras, 30 muestras procedentes del grupo ciclo implantativo (mujeres en las
que la implantacion fue exitosa) y 30 muestras procedentes del grupo ciclo no implantativo (mujeres en las que la
implantacion no fue exitosa). Para validar los modelos, se extrajo el RNA con las técnicas PBP-M y PBP-N y se
analizd6 mediante gPCR. PBP-N: enriquecimiento de VE con el método PBP y extraccion de RNA con el kit de
purificacion de RNA Norgen Plasma/Suero. PBP-M: Enriquecimiento de VE con el método PBP y extraccion de
RNA con el kit mirVana PARIS. Fuente: Ibafiez-Pérez J., (88).
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5.4.1. Resultados de validacion del modelo 1 (PBP-M)

El modelo 1 (hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-24-3p y hsa-miR-148b-3p) mostré una
precision de 0,68 (IC 95% [0,54-0,8]) y un AUC de 0,69 (IC 95% [0,55-0,86]). La
prueba mostrd una diferencia estadisticamente significativa (valor p: 0,019). Ademas,
el analisis de la curva ROC identificé el hsa-miR-148b-3p como la variable con mayor
probabilidad de detectar un endometrio implantativo (Figura 14) (66,88). Se observo
que la expresion del hsa-miR-148b-3p estaba significativamente disminuida (p-valor
0,02) en el grupo ciclo implantativo en comparacion con el grupo de ciclo no
implantativo. En base a la estadistica “J de Youden” se estableci6 el punto de corte en
2,34 dCT (dCt = Ct hsa-miR-148b-3p _ (¢ controles internos) ¢on yna sensibilidad de 0,56 y una
especificidad de 0,86. Los valores por encima del punto de corte indicarian un

endometrio implantativo (dCt > 2,34) (valor predictivo negativo = 0,69) (66,88).
5.4.2. Resultados de la validacion del modelo 2 (PBP-N)

El modelo 2 (hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-24-3p y hsa-miR-99b-5p) mostré6 una
precision del 0,77 (IC 95% [0,63-0,88]) y un AUC de 0,78 (IC 95% [0,6-0,89]). La
prueba también mostrd una diferencia estadisticamente significativa (valor p: 0,0002).
Ademas, el andlisis ROC identificod el hsa-miR-99b-5p como la variable mayor
probabilidad de detectar un endometrio implantativo demostrando una expresion
diferencial significativa (> 1,5 fold change) entre los grupos con un valor p <0,05
(Figura 14) (66,88). La expresion del miRNA hsa-miR-99b-5p estaba regulado al alza
en el grupo de ciclo implantativo y se establecio el punto de corte en 2,81 dCt (dCt =
Ct hsa-miR-99b-5p _ (¢ controles internos)y e hage al estadistico “J de Youden” con 0,6 de
sensibilidad y 0,93 de especificidad. Los valores por debajo del punto de corte
indicarian un endometrio implantativo (dCt <2,81) (valor predictivo negativo = 0. 71)

(66,38).

Los resultados mostraron que los dos modelos validados seguian siendo predictivos a

la hora de detectar el endometrio implantativo, especialmente el modelo 2.
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Figura 14. Curvas ROC de los modelos. En la figura se muestran los resultados de los modelos predictivos
disefiados, a partir de los resultados de la gPCR obtenidos con los métodos PBP-M y PBP-N, en la cohorte de
validacion (n = 60; 30 muestras del grupo implantacién y 30 del grupo no implantacion). El endometrio se consideré
implantativo cuando el embarazo se confirmé mediante ecografia vaginal que mostraba un saco gestacional 4
semanas después de la TE. Los andlisis se realizaron con aquellas muestras que superaron el control de calidad;
amplificacion de los miRNAs de referencia (hsa-miR-200c-3p y hsa-miR-92a-3p) inferior a 30 Cts. Para PBP-M
fueron: n=28 en el grupo ciclo implantativo y n=25 en el grupo de ciclo no implantativo. Para PBP-N fueron: n=27
en el grupo de ciclo implantativo y n=25 en el grupo de ciclo no implantativo. Las curvas ROC muestran los datos
de gPCR obtenidos para los dos modelos predictivos en la cohorte de validacion. El modelo 1 PBP-M (hsa-miR-
200b-3p, hsa-miR-24-3p y hsa-miR-148b-3p) tuvo un AUC de 0,69 (IC del 95%, 0,55-0,86) y el modelo 2 PBP-N
(hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-24-3p y hsa-miR-99b-5p) tuvo un AUC de 0,78 (IC del 95%, 0,6-0,89). PBP-N:
enriquecimiento con método de precipitacion basado en polimeros y extraccion de RNA con Norgen
Plasma/Serum RNA purification kit. PBP-M: enriquecimiento en vesiculas extracelulares con un método de
precipitacion basado en polimeros y extraccion de RNA con el kit mirVana PARIS. dCt: umbral de ciclo; miRNAs:
microRNAs; PBP: precipitacion basada en polimeros; qPCR, PCR cuantitativa. AUC: area bajo la curva. Curva
ROC: Curva de caracteristicas operativas del receptor. Fuente: Modificada de Ibafiez-Pérez J., (66).
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5.5. RESULTADOS DE LA ASOCIACION DE LOS miRNAs VALIDADOS
CON LAS VEs Y SU FUNCION BIOLOGICA EN EL PROCESO DE
IMPLANTACION

Para investigar la asociacion de los miRNAs validados con las VEs y su funcién
biolégica en el proceso de implantacion, se realizd un andlisis funcional para
determinar los genes diana de los miRNAs validados. Se utilizaron las vias Kyoto
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) y el andlisis mediante Gene Ontology
(GO). Las vias KEGG mostraron varias vias significativamente enriquecidas entre las
cuales se encontraban las vias adherens junctions, las vias de sefializacion del factor
de crecimiento TGF-beta y las vias de sintesis de acidos grasos... El analisis GO
también mostrd un enriquecimiento en las vias de sefializacion del TGF-beta, asi como
de vias relacionadas con el desarrollo embrionario en el tutero, el sistema inmune, ¢l
endosoma y procesos de trasporte mediados por vesiculas. En general, la mayoria de
las vias detectadas estaban estrechamente relacionadas con la implantacion

embrionaria y la decidualizacion endometrial (Figura 15) (66,88).
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Figura 15. Vias KEGG y GO enriquecidas. Resumen de las vias significativamente enriquecidas relacionadas
con los cuatro miRNAs validados en los modelos predictivos (hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-99b-5p
y hsa-148b-3p). En general, la mayoria de las vias detectadas estaban estrechamente relacionadas con la
implantacion embrionaria y la decidualizacion endometrial. En verde, vias compartidas entre KEGG y GO. El
numero de miRNAs implicados en cada via se muestra dentro de la barra en color blanco. KEGG: enciclopedia
Kyoto de genes y genomas; MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos; TGF: factor de crecimiento
transformante. GO: ontologia génica. Fuente: Modificada de Ibafiez-Pérez J., (66).
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6. DISCUSION

El endometrio experimenta una serie de cambios durante el ciclo menstrual para
alcanzar una fase secretora adecuada, en la que las glandulas endometriales alcanzan
su maxima actividad secretora seis dias después de la ovulacion (93). Estas glandulas
son las principales responsables de la produccion del FE que es necesario para crear
un microambiente uterino Optimo para la implantacion embrionaria (93). Siempre se
ha pensado que el embrion desempefiaba el papel mas importante en el proceso de la
implantacion, sin embargo, en muchos casos en los que las condiciones maternas
parecen ser Optimas y se realiza la transferencia de un embrién cromosdémicamente
normal tampoco se produce la implantacion (94). Por lo tanto, investigar qué esta
fallando en esa comunicacion embrién-endometrio en los ciclos sin implantacion se

ha convertido en el foco de muchos estudios (66,88).

Gracias a las investigaciones centradas en estudiar la implantacion embrionaria se ha
desarrollado el término "endometrio implantativo" que hace referencia al endometrio
en el cual ocurre la implantaciéon embrionaria en el mismo ciclo en el que se obtiene
la muestra de FE (59). Varios estudios han demostrado que la composiciéon en los
perfiles protedmicos (58,59) y los patrones lipidémicos (60) del FE difieren entre los
ciclos implantativos y los ciclos no-implantativos, lo que podria indicar que hay
alteraciones en la composicion de las secreciones de FE. Las variaciones en las
secreciones endometriales también podrian estar afectando a la liberacion de VEs, que
son ampliamente conocidas como mediadoras de las comunicaciones intercelulares
(68). Cada vez hay mas evidencias de que las VEs presentes en el FE desempefian un
papel importante como primera linea en la interaccién entre el embrién pre-
implantativo y el endometrio. En concreto, se ha descrito que las VEs derivadas del
FE contienen una carga de miRNAs que puede ser internalizada por los embriones y
es capaz de modificar su capacidad de implantacion (56,86). Por eso, este trabajo se
ha centrado en el andlisis de los miRNAs libres y asociados a VEs procedentes del FE

como herramienta no invasiva para identificar un endometrio implantativo (66,88).
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Debido al bajo volumen de FE que se recoge tras la aspiracion, hay pocos estudios
centrados en el andlisis de miRNAs y VEs procedentes del FE. En este proyecto, antes
de iniciar con el proceso de descubrimiento y validacion de biomarcadores, tuvimos
que optimizar la obtencidén y procesamiento de las muestras de FE y la técnica de
aislamiento de VEs mediante PBP. En este trabajo de fin de grado se han presentado
por primera vez los resultados correspondientes a esos experimentos, que han sido
cruciales para llevar a cabo el resto de los experimentos y llegar a descubrir dos

modelos predictivos del endometrio implantativo.

La optimizacion de la obtencion y preparacion de las muestras se realizo, en primer
lugar, en el laboratorio partiendo de un poo!/ de muestras procedentes de la cohorte de
puesta a punto. Cuando intentamos implantar el lavado del catéter con 400 uL de PBS
para la obtencion del FE en la practica clinica comprobamos que no era posible y se
tuvo que buscar una alternativa aplicable en la practica clinica. Finalmente, tuvimos
que utilizar 1500 pLL de PBS para lavar el catéter y obtener la muestra de FE completa.
Los resultados obtenidos de la optimizacion de la obtencion y preparacion de las
muestras de FE no mostraron diferencias significativas entre diluir la muestra 1:8 o
diluirla 1:30 (Figura 7). Pensamos que estos resultados son debidos a que en las
muestras diluidas a 1:8 los miRNAs y las VEs se quedan atrapadas en el fluido y no
se liberan en tanta cantidad al sobrenadante de PBS, ya que en experimentos realizados
posteriormente hemos visto que cuando las muestras de FE se tratan con un agente
mucolitico, se liberaban un mayor numero de VEs al sobrenadante (66,88). Los
resultados de los experimentos de optimizacion ponen en manifiesto las dificultades
que suele haber cuando se intentan aplicar métodos experimentales directamente en la
practica clinica sin haberlos probado antes. Por lo que consideramos que es
imprescindible que haya una adecuada comunicacion entre los investigadores basicos
y los investigadores clinicos desde el primer momento en el que se plantean los

experimentos.

Otro punto importante antes de empezar cualquier experimento es optimizar los
protocolos que se van a utilizar al tipo de muestra que se quiere procesar. En este caso,
las muestras de la cohorte de puesta a punto se obtuvieron durante un ciclo natural,

entre 16 y 21 dias después del inicio de la menstruacion. Esto se decidi6 asi, para tratar
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de simular las condiciones en las se iban a recoger las muestras de las cohortes de
descubrimiento y validacion. Ademads, también se optimizd el protocolo PBP dado que
no habia descrito ningin protocolo para utilizarlo en el FE. Combinamos y
comparamos dos protocolos existentes, el protocolo para analizar VEs en el liquido
cefalorraquideo (PBP-CSF) y el del liquido amniotico (PBP-AF), y asi logramos
disefiar un protocolo especifico para poder utilizar el PBP en muestras de FE que ha

sido descrito por primera vez gracias a este trabajo.

Entre las limitaciones de este estudio se encuentra la imposibilidad de determinar qué
es lo que ha fallado cuando no ocurre la implantacién embrionaria. Cando se consigue
el embarazo tras una TE se asume que era un endometrio implantativo, que habia una
adecuada comunicacion y que el embridn era competente. Sin embargo, cuando falla
la implantacién, no se puede saber qué es lo que ha fallado ya que el problema puede
estar en el embrion, en el endometrio o en ambos. En este estudio se intentd minimizar
el problema de la variabilidad endometrial realizando todas las transferencias en ciclo
artificial siguiendo el mismo protocolo. La variabilidad de los embriones se traté de

controlar seleccionando Unicamente TE realizadas con embriones de buena calidad.

En resumen, gracias a los experimentos realizados en este TFG fue posible realizar el
resto de los experimentos mencionados, que han dado lugar al desarrollo de nuevos
protocolos para analizar miRNAs libres y asociados a VEs en volumenes muy
pequetios de FE (5-50 puL) que podrian aplicarse en la practica clinica para evaluar el
estado del endometrio utilizando herramientas no invasivas. Como resultado de estos
estudios hemos demostrado que el mejor método es el PBP-N que ha obtenido en las
curvas ROC un AUC de 0,92 en el grupo de descubrimiento y un AUC de 0,78 en el
grupo de validacion. Ademas, se ha identificado el hsa-miR-99b-5p como mejor
predictor del endometrio implantativo, con una especificidad del 0,93. De esta manera,
los profesionales de los centros de reproduccion asistida podrian utilizar este método
para predecir el estado del endometrio y evitar la TE cuando el endometrio no esta
implantativo. Asi, se podria optimizar el desenlace de los embriones transferibles y
evitar que se transfieran a un endometrio que no esta preparado para que ocurra la
implantacion ya que la génesis de estos embriones es muy laboriosa, muy costosa y

ademas, la perdida de embriones genera gran malestar a las pacientes.



38

7. CONCLUSIONES

1. Son necesarios 1500 pL. de PBS para lavar el catéter y obtener la muestra

de FE completa.

2. Es posible analizar miRNAs libres y asociados a VEs de volumenes muy

pequeiios de FE (5-50 pL).

3. Es posible utilizar la técnica basada en la precipitacion con polimeros

(PBP) el el FE para el enriquecimiento en VEs.

4. Los métodos mas eficientes para el andlisis de miRNA en el FE son los
métodos PBP seguidos de los métodos de extraccion de RNA (PBP-N y PBP-
M) (66).

5. El método PBP-M es un modelo robusto para detectar un endometrio
implantativo basado en tres microRNAs: hsa-miR-24-3p, hsa-miR-200b-3p y
hsa-miR-148b-3p. AUC = 0,93 en el grupo de descubrimiento y 0,69 en el
grupo de validacion (66,88).

6. El método PBP-N represent6 un modelo para detectar un endometrio
implantativo basado en tres microRNA: hsa-miR-24-3p, hsa-miR-200b-3p y
hsa-miR-99b-3p. AUC= 0,92 en el grupo de descubrimiento y 0,78 en el grupo
de validacion (66,88).

7. Los miRNAs libres y asociados a VEs del FE podrian ser utilizados como una
herramienta no invasiva para identificar el endometrio implantativo. Estos
protocolos podrian implementarse en la practica clinica para evaluar el estado

del endometrio antes de realizar TE y evitar la pérdida de embriones (88).
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