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RESUMEN
ANTECEDENTES

Dentro del marco general de la infertilidad humana y muy
particularmente de la implantacion embrionaria existe
informacién escasa y una buena parte de ella contradictoria
respecto a una probable relacién temporal en la expresion
de los primeros indicadores o marcadores de receptividad
endometrial sospechados y descritos: los pindpodos y el
complejo integrina aV-B3. Es practicamente inexistente
cualquier investigacion realizada durante ciclos reproductivos
fértiles naturales con exposicion a embarazos que
compare dicha expresion entre ciclos que terminaron con
0 sin gestaciones y que ademas nos revele los patrones
hormonales que los regularon. No encontramos igualmente
datos definitivos respecto a una relacion entre éstos dos
marcadores que aclaren o ayuden a definir lo que significa
la llamada ventana de implantacion embrionaria” asi como
a ubicarla cronolégicamente en forma mas acertada dentro
de un ciclo reproductivo sin depender exclusivamente de
la determinacién de la madurez cronoldgica endometrial
mediante el estudio histolégico convencional. Por ultimo, no
existe o no se ha profundizado en la idea de que mas alla
de la funcion ya conocida como “marcadores de receptividad
endometrial”, tanto el complejo integrina aV- 3 como los
pinépodos desemperien un papel fisioldgico relevante dentro
del proceso de implantacion embrionaria, tal vez el principal.
MATERIAL Y METODOS.- Se investigé la relacion temporal
de la expresion de integrinas aV-B3 y la formacion de
pinépodos en 314 biopsias endometriales mediante
inmunohistoquimica y microscopia electronica de barrido
respectivamente, ubicando cronolégicamente también el
grado de madurez endometrial mediante estudio histolégico
convencional, comparandose los resultados entre ciclos
reproductivos terminados en embarazo y ciclos fallidos en un
total de 63 pacientes y 157 ciclos reproductivos. Se tomaron
dos biopsias endometriales los dias ovulatorios +6 y +8
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(aproximadamente los dias 20° y 22° del ciclo) durante ciclos
menstruales fértiles naturales, con exposicién al embarazo.
Los mismos dias de la toma de las biopsias endometriales se
cuantificaron niveles sanguineos de estradiol y progesterona.
RESULTADOS.- Al compararse la expresién de integrinas,
formacion de pinépodos y concentraciones de estradiol y
progesterona entre ciclos de embarazo y ciclos fallidos, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas. La
expresion de integrinas y la formacion de pindépodos fue
intensa (HSCORE de 3-4 y Score 3 respectivamente) en
temporalidad  coordinada (coexpresion) el dia ovulatorio
+8 (aproximadamente 22° dia del ciclo) en el 95% de los
ciclos de embarazo, no ocurriendo asi en el 95% de los ciclos
fallidos. Las concentraciones de estrogenos y progesterona se
elevaron progresivamente entre el dia ovulatorio +6 y +8 (20°
y 22° dia de los ciclos), siendo altas en el dia ovulatorio +8 (22°
del ciclo) en ciclos de embarazo, lo que no ocurrié en ciclos
fallidos. Finalmente, hubo concordancia entre la asociacion
temporal de expresion y el grado de madurez endometrial
cronoldgico obtenido mediante fechado histolégico.

CONCLUSIONES

Se observé una marcada coexpresion temporal de los
marcadores de receptividad endometrial estudiados que
se citan como constructores de la ventana de implantacion
embrionaria en ciclos fértiles que concluyeron en embarazos;
las concentraciones de estradiol y progesterona fueron mas
elevadas también en éste tipo de ciclos. Debemos disefar
estudios que ayuden a esclarecer las acciones que sobre la
implantacion embrionaria con mucha seguridad desempefian
las integrinas y los pindpodos, mas alla del concepto de
“marcadores de receptividad endometrial”. Los patrones
hormonales que configuran los ciclos de embarazo y los ciclos
fallidos pueden ser tomados como indicadores prondsticos de
embarazo o no embarazo en la actividad clinica.

PALABRAS CLAVE.- Histologia endometrial, implantacion,
infertilidad, integrinas, pindpodos.
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ABSTRACT

BACKGROUND.- Studies on endometrial co-expression of
the receptivity markers aV-33 integrin and pinopods, as well
as the hormonal dynamics that generates such expression
during the embryonic implantation window, are scarce
and contradictory. No study to date has compared the co-
expression of these molecules and cellular sacculations
during reproductive cycles ending with or without gestational
success in order to establish the hormonal regulation involved.
MATERIALS AND METHODS.— We explored the co-
expression of aV-R3 integrins and pinopods, as well as
endometrial maturity, in 314 biopsies from 63 patients by
immunohistochemistry, electron scanning microscopy and
histochemistry. We compared the results obtained for finished
cycles with and without pregnancy. We obtained 2 endometrial
biopsies per cycle for 157 cycles during ovulatory days +6
and +8 with exposure to pregnancy, and we simultaneously
quantified serum estradiol and progesterone levels.

RESULTS

The co-expression of integrins and pinopods was high on
ovulatory day +8 in 95% of the cycles with pregnancy, but
was not present in 95% of the unsuccessful cycles. Hormone
levels were elevated between ovulatory days +6 and +8 in
gestational cycles. There was a correlation between co-
expression and endometrial maturity.

CONCLUSIONS

In completed pregnancy cycles, there was an intense and
progressive endometrial co-expression of aV-R3 integrins and
pinopods associated with elevated concentrations of estradiol
and progesterone during the embryonic implantation window.
The most important limitation of the study, due to its design,
was the availability of patients.

KEY WORDS.- implantation, infertility, integrins, pinopods,
estradiol, progesterone.

INTRODUCCION

La concepcion humana es lograda a través de la fertilizacion
de un o6vulo por un espermatozoide, si el producto de lo
concebido resulta de calidad satisfactoria y su estancia
intrauterina coincide cronolégicamente con un completo
estado de receptividad endometrial se habran cubierto
las condiciones necesarias para una eventual implantacion
embrionaria, la cual al evolucionar, define a un embarazo
o gravidez en la mujer y consecuentemente su fertilidad
(Psychoyos, 1986).

Un ambiente endometrial muy especial es imprescindible
para lograr una implantacién embrionaria, que es el evento
decisivo en la reproduccion, por lo cual tiene una enorme
relevancia el examen de su receptividad y no solamente el
tradicional estudio de morfologia y madurez por fechas del
ciclo menstrual (Noyes et al., 1950; Casper, 2011; Lessey,
2011; Revel, 2012). La evaluacion de la funciéon endometrial
humana bajo condiciones fisiolégicas que remeda a la
de un organo secretor, es un area de alta especialidad y

complejidad en medicina reproductiva sobre todo en ciclos
fértiles naturales en el modelo humano (Wentz et al., 1988).
Hasta el momento han proliferado los informes respecto a
metodologias y a abordajes para el estudio de la receptividad
endometrial, unos muy complejos, otros muy confusos,
algunos de costos muy elevados, todos ellos aun muy
controvertidos respecto a su eficacia y eficiencia diagndstica
y con muy pocas expectativas de aplicacion practica en la
clinica y muchas dificultades respecto a validaciones (Vilella
et al., 2012; Diaz-Gimeno et al., 2013; Chan et al., 2013;
Norman, 2013; Ruiz Alonso et al., 2013).

El punto maximo de receptividad endometrial para la
implantacion embrionaria es la culminacion de un intrincado
y complejo mecanismo orquestado por el eje Hipotalamico-
Hipofisiario-Ovarico-Endometrial a través de fluctuaciones
sincronicas equilibradas en un fino balance de estrogenos y
progesterona (Elgindy, 2011; Diao et al., 2011; Xu et al., 2012;
Li et al., 2013; Madaschi et al., 2013). La implantacién ocurre
al final de una cascada de eventos moleculares que involucra
tanto al endometrio como al embridn, si ésta se interrumpe
en cualquier punto, se ocasiona un fallo implantatorio que
clinicamente se interpreta como infertilidad (Evans et al.,
2012; Haouzi et al., 2012; Salamonsen et al., 2013; Cheong
et al., 2013; Garrido-Gémez et al., 2013; Vilella et al., 2013;
Diaz-Gimeno et al., 2014; Nejat et al., 2014; Mahajan, 2015;
Gomez et al., 2015).

La existencia de la llamada ventana de implantacion
embrionaria, definida por el momento como el periodo de
maxima receptividad endometrial a la implantacion fue
sugerida por Finn en 1977 y su presencia ha sido demostrada
en modelos animales (Hodgen, 1983; Psychoyos, 1986), en
humanos solamente ha sido inferida con fuertes argumentos,
pero in vivo no ha podido ser evidenciada. A pesar de éste
hecho, en Biologia de la Reproduccion Humana se utiliza ésta
definicion en forma habitual y cronolégicamente se le ubica
entre los dias 20° a 24° de un ciclo menstrual, es decir, entre
los dias 6° y 10° post-ovulatorio. Caracteristicamente durante
éste periodo el endometrio asume fenotipos de permisividad
desarrollando una morfologia especial debida a la formacion
de saculaciones en la porcién apical de las células epiteliales
superficiales conocidas como pindpodos (marcador
morfolégico) o bien, puede asumir fenotipos de hostilidad a
la recepcion (Nikas, 1999 ab, 2003; Psychoyos et al., 1973).
Por otro lado, se enfatiza la importancia de la expresion de
ciertas moléculas de adhesion celular donde los receptores
para componentes de la matriz extracelular pertenecientes
a la familia de las integrinas (marcador molecular) parecen
tener un papel central (Lessey et al., 1992; Sueoka et al.,
1997; Daftary vy Taylor, 2001). Estos factores presentan un
patron de expresion ciclo dependiente correspondiente al
periodo maximo de receptividad endometrial (Hertig et al.,
1956; Tabibzadeh, 1992) y son ambos probablemente los mas
citados en la literatura como interventores en la conformacion
de la ventana de implantacion embrionaria (Xu et al., 2012;
Coughlan et al., 2012; Scmitz et al., 2014).

Llama la atencién la escasa presencia de estudios
que demuestren la aparicion de los dos marcadores
simultdneamente en tiempo y menos en espacio durante
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la ventana de implantacion embrionaria en ciclos naturales
fértiles, con mucha discrepancia en los resultados y ausencia
de informes analizando resultados gestacionales con los
patrones hormonales que deben caracterizarlos. Por todo lo
anterior nos preguntamos: ¢existe una relacion cronolégica
entre la expresion del complejo integrina aV-B3 y el desarrollo
de pinépodos en las células epiteliales del endometrio humano
durante la ventana de implantacién en ciclos reproductivos
fértiles naturales que concluyen en embarazos?, ¢y qué
patrones hormonales regulan éstos eventos?

Hipotetizamos que durante la ventana de implantacion
embrionaria en ciclos reproductivos fértiles naturales
terminados con embarazos, la expresiéon del complejo
integrina aV-B3 ocurre intensa, simultaneay coordinadamente
(coexpresion) con el desarrollo de los pindpodos en las células
del epitelio endometrial, existiendo una dinamica hormonal
caracteristica que los regula.

Asi, el objetivo del presente estudio es el de comparar en
muestras endometriales humanas la intensidad de expresion
del complejo integrina aV-B3 y el grado de desarrollo de los
pinépodos durante la ventana de implantacién embrionaria
entre ciclos de embarazo y ciclos fallidos, estableciendo las
caracteristicas hormonales desarrolladas.

MATERIAL Y METODOS

PACIENTES Y CICLOS DE ESTUDIO.- Investigamos la
intensidad de la expresion de integrinas aV-3 y el desarrollo
progresivo de pindpodos asi como su probable relacion
temporal en términos de coexpresion en 314 muestras
endometriales de 63 pacientes fértiles, 41 con un hijo y 22
con dos hijos voluntarias con deseos de un nuevo embarazo
prover;-ites de la clinica privada, con promedio de edad
de 30——4.5 afnos por 157 ciclos reproductivos en total y
un lapso de 22 meses (junio 2015-abril 2017). Los estudios
del tejido humano estuvieron apoyados por consentimientos
informados firmados y aprobados por el Comité de Etica
de nuestra clinica y fueron realizados por dos patélogos
especialistas en endometrio en forma ciega. Todas las
mujeres presentaban patrones menstruales regulares cada
27 a 32 dias asi como parejas con excelentes parametros
de densidad espermatica y caracteristicas especificas de
fertilidad. Ninguna paciente tomaba medicacion, basicamente
hormonal. En todas las mujeres se practicaron revisiones
secuenciales con ultrasonido endovaginal para determinar
crecimiento folicular; de igual modo se determinaron
concentraciones de estradiol y progesterona en fase lutea y
se tomaron biopsias endometriales en el mismo ciclo los dias
ovulatorios +6 y +8 (20° y 22° del ciclo).

PROCEDIMIENTO

Una vez cubiertos los criterios de seleccion de pacientes y
obtenido la firma de consentimiento informado, se procedio a
tomarles muestras sanguineas para cuantificar niveles basales
de hormona foliculoestimulante (FSH), hormona luteinizante
(LH) y estradiol (E2) mediante radioinmunoanalisis (RIA) el
1°, 2° 6 3er dia del ciclo. Estos indicadores de funcién ovarica
se midieron en miliunidades por mililitro los dos primeros con

rangos de normalidad de > 5 mu/ml y <40 mu/ml y el tercero
en pg/ml con rangos de normalidad de > 13 pg/ml y < 75 pg/
ml (Speroff et al., 1999).

Mediante un transductor endovaginal de 5 Mhz con un aparato
Aloka (modelo SSD-620; Aloka Co. Ltd, Tokio, Japoén) se
exploraron ultrasonograficamente (USG) el endometrio y los
ovarios, estableciéndose las caracteristicas basales de grosor
y ecogenicidad endometriales asi como de dimensiones,
volumen y apariencia ovarica. Esta metodologia de funcion
ovulatoria evalud el grosor endome’”;' en milimetros, en
rangos de normalidad basal de 4 mm —— 2 milimetros, hipo o
hiperecogénico. Todo esto fue realizado siempre por el mismo
observador.

Se les cit6é al dia 10° del ciclo para valorar cambios a nivel
endometrial y de desarrollo folicular ovarico, realizandose
esto diariamente hasta observar la presencia de un foliculo
ovarico preovulatorio de 17mm a 25mm de diametro y un
grosor endometrial mayor de 10mm con apariencia trilaminar
hiperecdica que sucedié entre los dias 13° al 15° de los ciclos,
se iniciaron entonces cuantificaciones de los niveles de LH
dos veces al dia en sangre hasta detectar su pico preovulatorio
(RIA > 60 mu/ml). En ése tiempo se constatd que hubiera una
ruptura folicular y consecuentemente ovulacién, manifestada
ultrasonograficamente por colapso folicular, disminucién del
diametro y distorsion en su forma asi como la presencia de
liquido en la cavidad peritoneal (Puerto et al., 2003). Las
mujeres siguieron un ritmo coital de exposicion al embarazo
satisfactorio de 3 a 4 coitos semanalmente.

En los dias ovulatorios + 6 y + 8 (20° y 22° de los ciclos)
se citd a las voluntarias para obtener nuevamente muestras
sanguineas y cuantificar niveles de E2 y progesterona (P4)
mediante RIA y quimioluminiscencia (sensibilidad de 0.2 ng/
ml), en éstos mismos dias del ciclo se tomaron las biopsias
endometriales por aspiracion (2 por ciclo, dias 20° y 22°) de
la cara anterior de la cavidad endometrial utilizando canulas
plasticas flexibles de Pipelle (Laboratoire CCD, Paris, Francia)
sin ocasionar dolor ni sangrado.

MUESTRAS DE TEJIDO ENDOMETRIAL

El especimen endometrial se dividio en 3 porciones, una
para establecer el grado de madurez endometrial por fecha
del ciclo (fechado) usando microscopia de luz, otra para la
preparacion del estudio inmunohistoquimico (integrinas) y
la tercera para la preparacion de microscopia electronica de
barrido (pindpodos).

MICROSCOPIA DE LUZ

En el caso de la microscopia de luz para el diagnéstico
de madurez endometrial, el fragmento de tejido, se fijo
en solucion de formaldehido neutro al 4%, se hicieron
las preparaciones de cortes en parafina, se tifieron con
hematoxilina-eosina y hematoxilina acida periodica de
Schiff (PAS), las preparaciones fueron analizadas por 2
observadores (patdlogos especialistas) en forma ciega y se
calificaron de acuerdo a los criterios de Noyes (Noyes et al.,
1950) utilizando un microscopio Nikon (Nikon, Inc.Garden
City, NY, USA).
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INMUNOHISTOQUIMICA

Para la observacién de la intensidad de expresion de las
integrinas (inmunohistoquimica), el proceso de preparacion
fué distinto, los fragmentos de tejido endometrial fueron
congelados a 80° C, posteriormente se efectuaron cortes
de 5 milimicras de espesor tratados con inmunoperoxidasa,
se colocaron en laminillas cubiertas con poli-L-lisina y se
fijaron 10 minutos con acetona a -20° C, después se tifieron
con vectastain élite ABC Kits (Vector Lab., Burlingame CA,
USA). Se utilizd diaminobenzidina (DAB Sigma, Chemical
Co. St. Louis MO, USA) como cromoégeno y anticuerpos
monoclonales de ratén contra el complejo integrina aV-$3
(LM-609, Chemicon, Temecula, CA, USA) en dilucion 1:200
que reconocen especificamente al heterodimero aV-f3 y que
ya hemos usado nosotros (Orta et al., 2005) y otros grupos
(Acosta et al., 2000). Las preparaciones fueron revisadas con
un microscopio Nikon (Nikon, Inc. Garden City, NY, USA), se
tomaron microfotografias usando pelicula Kodak Asa 100
(Eastman Kodak, Rochester, NY, USA). Se consideré que
hubo expresion de integrinas en las células endometriales
cuando fueron detectadas tanto en las glandulas como en el
epitelio superficial luminal y la intensidad de ésta fué valorada
por un sistema de puntaje semicuantitativo (0-4) multiplicando
el porcentaje de células que expresan las integrinas por
la intensidad de la misma calificada: ausente (0), débil o
focal (1), moderada (2), fuerte (3) sumandole una unidad
(+ 1)(Lessey et al., 1995; Creus et al., 2002). Se cont6 con
controles negativos, no manejados con LM-609. Igualmente
las preparaciones fueron observadas y calificadas por 2
personas distintas (patdlogos especialistas) en forma ciega.
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La preparacion del tejido a observar con microscopia
electronica fue la siguiente: los fragmentos fueron fijados
una hora en glutaraldehido al 3%, posteriormente se
conservaron en solucion buffer de cacodilatos (0.1 M, pH
7.4), fueron post fijados por 2 horas en tetradxido de osmio
al 1%, deshidratados en gradientes de acetona (30%, 50%,
70% y 100%). Las muestras fueron secadas con CO2 como
fluido de transicidon en un aparato secador Balzers CDP 030
(Balzers Union Ltd, Balzers, Liechtenstein), posteriormente
fueron cubiertas con oro-paladio en un Balzers Union SCD
040 y observadas en un microscopio electronico de barrido
y de transmision Zeiss DSM940A (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany), por lo menos fueron revisados 5 fragmentos de
2 milimetros de cada biopsia, se requirieron un minimo de 4
milimetros cuadrados de superficie epitelial endometrial bien
preservados para hacer correcta la observacion. Se tomaron
microfotografias digitales con el programa computacional
Quartz PCI (Quartz Imaging Co., Vancouver,BC, Canada).
Las observaciones fueron realizadas en forma ciega por 2
personas distintas (patdlogos especialistas). Se investigo
la presencia de pindépodos, definidos como formaciones
esféricas sin microvellosidades (Nikas, 1999a; Acosta et
al.,, 2000) y se calificod el grado de desarrollo de éstos
semicuantitativamente en la siguiente escala: ausentes (0),
pinépodos aislados (1), pequefios grupos de pinépodos (2)
y pindpodos confluentes (3)(Creus et al., 2002; Usadi et al.,
2003), se contd con controles negativos.

Se realizaron cuantificaciones sanguineas de la fraccion
beta de hormona gonadotropina coridnica como prueba
diagndstica de embarazo (método inmunoenzimatico de
microparticulas) a las mujeres que no menstruaron diez dias
después de haberles tomado la segunda biopsia endometrial,
la obtencion de resultados positivos, determiné un embarazo,
terminando su estudio, las no embarazadas con resultados
negativos continuaron su proceso de investigacion, el o los
siguientes ciclos, hasta un total de seis, no siempre en forma
consecutiva.

ESTADISTICAS

El tamafio de la muestra fue calculado en 63 pacientes, lo cual
confiere a nuestro estudio una potencia estadistica de 80% de
evitar un error tipo Il y con probabilidades del 5% de cometer
un error tipo I. Los datos finales fueron procesados utilizando
un paquete estadistico SPSS (Inc.,Chicago, Ill, USA) y las
pruebas de hipoétesis utilizadas fueron procedimientos no
paramétricos , U de Mann-Whitney y la Prueba exacta de
Fisher. El Coeficiente Kappa ponderado se us6 para analisis
de concordancia interobservadores. Los resultados son
informados como promedios y desviacion_-_=standar. El nivel
de significancia fue considerado como P —— 0.05.

RESULTADOS

Se estudiaron inicialmente un total de 163 ciclos reproductivos
en 63 pacientes. Acorde a los criterios biofisicos y bioquimicos,
todos los ciclos reproductivos del estudio fueron ovulatorios:
los USG mostraron foliculos maduros y posteriormente
colapsos foliculares con liquido libre en cavidad pélvica,
endometrios trilaminares con un espesor ¥ de 12 mm +2mm,
LH sanguinea preovulatoria con picos ¥ de 76 mu/ml =8y
P4 sanguinea en fase lutea media de 13 ng/ml X + 2 ng/ml .
Se tomaron un total de 326 biopsias endometriales, la mitad
en dia 20° de los ciclos y la mitad en dia 22° (dia ovulatorio
+6 y +8). Doce biopsias no pudieron ser analizadas porque
fueron extraviadas de tal forma que sdélo 314 de ellas (157
ciclos) fueron estudiadas e identificadas concluyentemente
en todos los casos como muestras endometriales fundicas
en fase progestacional. Ningun producto de la concepcion
fue reportado en las biopsias analizadas, tampoco fuimos
informados acerca de cambios inflamatorios o infecciosos
consecutivos a la toma de la primera biopsia detectados en el
analisis de la segunda.

De 157 ciclos reproductivos estudiados finalmente, 57
terminaron con embarazo (36.5%) y 100 concluyeron sin
el (63.5%). Se embarazaron 57 de 63 pacientes (90.5%)
en un lapso de 22 meses y en el 91.5 % de los casos (52
embarazos) los estudios endometriales revelaron sincronia
en coexpresion de los marcadores con HSCORE de 1y 2
para integrinas y SCORE de 1y 2 para los pindpodos en el
dia ovulatorio +6, pero en el 95% de los 57 embarazos (54
casos) se demostroé en los analisis endometriales practicados
el dia ovulatorio + 8 coexpresion intensa de integrinas aV-33
calificada con 3y 4 en el HSCORE aunado a un desarrollo
de pinépodos en forma confluente calificado con SCORE de
2 y 3. Por el contrario, en el 95% de los 100 ciclos fallidos,
se demostré una asincronia total, tanto temporal como de
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intensidad de la expresion de los marcadores de receptividad
endometrial en el dia ovulatorio +8, en éstos mismos ciclos en
el dia ovulatorio +6 hubo coexpresiéon con HSCORE de 1y 2
para integrinas y Score de 0y 1 para pindpodos en el 49% (49
casos) y no hubo coexpresion en el 51% restante (51 casos).
Hubo concordancia total entre la coexpresion temporal de los
marcadores y el grado de madurez endometrial obtenido en
estudio histolégico de todas las muestras.

La tabla 1 resume los datos relacionados a biopsias
endometriales, expresion de integrinas aV-B3 formacion
de pinopodos en los dias de muestreo endometrial (dia
ovulatorio +6 y +8), asi como de los embarazos sucedidos.

ESTUDIO TOPICO DIAOV.+ 6 DIAOV.+ 8
VARIABLE DETALLE EMBARAZO EMBARAZO
Pos. Neg. P Pos. Neg. P
TEJIDO Fechado Crono.  |6%2 6+2 NS 8+1 8+1 NS
ENDOMETRIAL | Fechado Histol. | 6+£0.5 5.5£0.5 NS 8.5£0.5 8.7+0.3 NS
Enfase( %) 52(51.5) 49(48.5) NS 54(91.5)  5(8.5) <0.01
EXPRESION DE | Muestras pos.(%) | 56(56.5) 43(43.5) NS 54(91.5)  5(8.5) <0.01
INTEGRINAS | Intensidad (Score) | 0.88+0.4 1+0.2 NS 3.5+£05 1.5%1 <0.01
DESARROLLO | Muestras pos.(%) | 52(51.5) 49(48.5) NS| 54.5(91.5) 5(8.5) <0.01
PINOPODOS | Desarrollo (Score})| 0.7+0.2 1+0.5 NS| 2.5%05 1+0.8 <0.01

Tablal.- Biopsias endometriales tomadas en 6° y 8° dia post ovulatorio,
fechado histolégico, expresion celular epitelial de integrinas aV-33,
formacion y desarrollo de pinépodos en ciclos de embarazo y ciclos
fallidos, busqueda de diferencias (P<0.05). Valores expresados en
promedios, desviaciones estandar y porcentajes.

Las diferencias estadisticas son muy significativas en cuanto
a la coexpresion de los parametros estudiados durante el
ciclo en el que se embarazaron las pacientes comparadas
con las que no terminaron asi en el mismo ( Tabla Il ).

CICLOS COEXPRESION
N=157 Dia Ovulatorio + 6 Dia Ovulatorio +8
Positiva | Negativa | Valorde P Positiva | Negativa | Valor de P
Embarazo 52 5 0.003 54 3 0.001
(57 ciclos)* 91.5% 8.5% 95% 5%
No embarazo 49 51 NS 5 95 0.001
(100 ciclos)** | 49% 51% 5% 95%

*coexpresion intensa y proporcionada de los dos marcadores
**coexpresion débil y desproporcionada de los dos marcadores

Tabla Il.- Biopsias endometriales tomadas en 6° y 8° dia post
ovulatorio, coexpresion epitelial de integrinas aV-3 y pinépodos, en
ciclos terminados con y sin embarazo.

En las que se embarazaron se encontraron coexpresiones
constantes mayores de integrinas y de desarrollo de
pinépodos en las biopsias luteas tomadas el dia 8° post
ovulatorio (Tabla Il1).

Variables ciclos de embarazo n=57 |ciclos fallidos n= 100 | todos los ciclos n= 157
Int. aV-B3 +/pin+ 54 (95%) 5 (5%) 59 (37.5%)
Int. aV-B3 +/pin- 2(3.5%) 38 (38%) 40 (25.5%)|
Int. aV-B3 -/pin+ 1(1.5%) 27 (27%) 28 (18%)

Int. aV-B3 -/pin- 0 (0%) 30 (30%) 30 (19%)

+ y — significan expresion positiva o negativa
Valor de P < 0.001 en todas las variables.
Tabla Ill.- Correlacion de la expresion de integrinas y formacion
de pinépodos en el epitelio endometrial del dia 8° post ovulatorio

durante ciclos terminados con y sin embarazo.

La intensidad de la expresion de las integrinas (Figura 1).

Figura 1.- Inmunohistoquimica, expresiéon de integrinas aV-83
en muestras endometriales del dia 8° post ovulatorio (Hscore 4)
magnificacion 200x. *BEG= base epitelio glandular *ESL= epitelio
superficial luminal.

Y la formacion de pinépodos ( Figura 2)

Figura 2.- Pindpodos confluentes (Score +++ ) endometrio del dia 8°
post ovulatorio ), microscopia electrénica de barrido, *PD= pinépodo
desarrollado *PC= pindpodos confluentes>50%
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Estuvieron estrechamente relacionadas con la maduracion histolégica
del endometrio ( Figura 3 ).

Figura 3.- Fechado de madurez endometrial (8° dia post ovulatorio)
*S= secrecion *PD= predecidualizacién *E= edema V=
vacuola

Manifestandose principalmente entre los dias post ovulatorios 6° y 8°
en incremento progresivo, (Grafica 1y Grafica 2 ).
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Grafica 1.- Expresion sincronica de marcadores en ciclos de
embarazo (8° dia postovulatorio).
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Gréafica 2.- Coexpresion de marcadores en el dia 8° post ovulatorio en
ciclos de estudio que finalizaron con y sin embarazo.

La concentracion sanguinea de E2 fue significativamente
mas baja en promedio (108 11 pg/ml) en el dia ovulatorio
+6 (20° del ciclo) y mas alta en el dia ovulatorio +8 en ciclos
de embarazo (135 + 20 pg/ml), comparada con los niveles

promedio obtenidos en ciclos fallidos (142 * 19 pg/ml y
90 * 17 pg/ml respectivamente, P< 0.05). La P4 elevd
progresivamente su nivel promedio de 10 + 3 ng/mla 13 £ 2
ng/ml entre los dias ovulatorios +6 y +8 (20° al 22° dia) en los
ciclos de embarazo, dindmica hormonal exactamente inversa
en ciclos fallidos (9+2 ng/ml y 8+3 ng/ml respectivamente
(P< 0.05)(Tabla IV y Gréfica 3).

ESTUDIO TOPICO DIA OVULATORIO + 6 DIA OVULATORIO + 8
EMBARAZO EMBARAZO
PATRONES Pos. Neg. P Pos. Neg. P
HORMONAS | Estradiol (pg/ml) 108+11 142+19  <0.05 | 135+20 90+17 <0.05
Progesterona (ng/ml) | 10£3 92 NS 13+2  8%3 <0.05

Tabla IV.- Niveles hormonales sanguineos en ciclos de embarazo y
ciclos fallidos en los dias 6° y 8° postovulatorios, las diferencias son
significativas.
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(Cusmtificzciones de Estradiol y Progesteronz en sangre, dizs 6° y 8% postovulatorio)
(83 paciemtzs - 137 ciclos - 37 embarazos )

Grafica 3.- Niveles hormonales que rigen ciclos reproductivos
terminados con y sin embarazos (P 0.05).

Las biopsias fechadas como fuera de fase mostraron
expresiones aberrantes de integrinas y desarrollo de
pinépodos. El coeficiente Kappa ponderado mostro una
concordancia casi perfecta interobservadores (.88). La
asociacion entre la intensidad de expresion de integrinas y el
desarrollo de pindpodos al 8° dia postovulatorio y embarazos,
fue muy significativa (P < 0.003) (Tabla V).

Ciclos Intensidad de expresion de integrinas Grado de desarrollo de pindpodos
n=157 0-2 3-4 total valor de P 0-1 2-3 total valor de P
Embarazo 3 54 57 <0.01 3 54 57 <0.01
Fallido 95 5 100 <0.01 88 12 100 <0.03

Tabla V.- Comparacion de frecuencias para asociacion de variables:
expresion de integrinas, pindépodos y embarazo, 157 biopsias
endometriales del dia 8° postovulatorio.
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No hubo diferencias en los patrones espermaticos obtenidos
de las parejas de las pacientes entre las que se embarazaron
y las que no, en concentracion espermatica, motilidad y
morfologia.

DISCUSION

La justificacion de nuestro trabajo de investigacion se debe a
la escasa presencia en nuestra literatura médica de estudios
que evaluen elementos cruciales para los inicios de la vida
humana que nos hagan pensar con curiosidad cientifica
como son: 1.- La expresion y su intensidad, la de los 2
primeros marcadores mejor caracterizados de receptividad
endometrial: los pinépodos y el complejo integrina aV-b3
(Lessey, 2000a,b; Nikas, 1995, 1999a,b.) simultaneamente
en tiempo y espacio durante la ventana de implantacion
embrionaria, 2.- La importancia de la relacién o intervencion
que pudiera existir entre éstos y el evento implantatorio,
valorando resultados gestacionales después de exposicion al
embarazo en ciclos naturales, y 3.- El estudio de patrones
hormonales que regulen los sistemas de ovulacion, de
expresion de marcadores y eventualmente de gestacion.

Nuestro estudio fue realizado en modelos humanos fértiles,
en una cantidad de pacientes calculada como suficiente para
evitar errores estadisticos, sobre todo tipo Il (Creus et al.,
2002). Fue disefiado para ser llevado a cabo durante ciclos
reproductivos naturales sin inhibiciones para embarazarse
durante el desarrollo del trabajo, en plenos ciclos de
concepcién, como no ha sido disefiado antes o informado
en la literatura médica de acuerdo a revisiones exhaustivas
de la misma que realizamos. Las fechas ovulatorias fueron
bien definidas y establecidas, no sobrediagnosticadas, bien
documentadas mediante evidencias ultrasonograficas

(¥ de 5 revisiones/paciente/ciclo) y hormonales (¥ de 5
cuantificaciones de LH/paciente/ciclo) para trabajar con
niveles de eficacia diagndstica elevados y asi evitar al
maximo errores de apreciacién en diagndéstico y sesgos.
Todos los ciclos fueron ovulatorios probablemente por la edad
del grupo de pacientes y los criterios de seleccion aplicados
en el estudio.

Nuestra hipotesis de trabajo fue confirmada al alcanzar
nuestro objetivo, demostrando por un lado que efectivamente
en el 91.5% de 57 ciclos fértiles que terminaron en embarazo,
la intensidad de expresion de integrinas aV-B3 (HSCORE
1y 2) fué concordante temporalmente con el desarrollo de
los pindépodos (SCORE 1 y 2) en las células del epitelio
endometrial (52 ciclos) durante la apertura de la ventana de
implantacion embrionaria (dia ovulatorio +6) y sélo el 8.5%
de los 57 ciclos fértiles (5 ciclos) no mostré esa coexpresion.
En el dia ovulatorio +8 de los mismos ciclos la coexpresion
de los 2 marcadores fue muy intensa (HSCORE 3 y 4 en
integrinas y SCORE 2 y 3 para pinépodos) en el 95% de los
57 ciclos fértiles (54 ciclos) mientras que en solo el 5% de
los ciclos restantes de embarazo no ocurrié asi (3 ciclos), la
explicacién a ésto muy probablemente se encuentre en la
contraparte del evento implantatorio, el embrién, su calidad,
su comportamiento, sus expresiones proteicas, moleculares,
enzimaticas y hormonales (Simon et al.,2001).

Inversamente a lo obtenido en ciclos de embarazo, en los
fallidos (100 ciclos) el 51% de los casos (51 ciclos) mostré
ausencia de coexpresion de los marcadores de receptividad
endometrial y el 49% (49 ciclos) revel6 coexpresion en dia
ovulatorio +6 (HSCORE 1 y 2 para integrinas y SCORE 0 y
1 para pindpodos), sin embargo, en el dia ovulatorio +8, el
95% de ciclos fallidos mostré ausencia total de coexpresion,
solo hubo presencia de coexpresion en 5 casos (5 ciclos
con HSCORE 3 y 4 para integrinas y SCORE 2 y 3 para
pinépodos) donde a pesar de ésto no ocurrid el embarazo; la
variable embrionaria y sus caracteristicas pueden explicar lo
anterior o bien es probable que en ésos ciclos las pacientes
no se hayan expuesto al embarazo.

La evidencia es fuerte en éste caso, que la coexpresionintensa
de los marcadores de receptividad endometrial (complejo
integrina aV-B3 y pinédpodos) es necesaria para que se lleve a
cabo una implantacién, ésto sugiere poderosamente que mas
alla del papel de marcadores tales integrinas y los pinépodos
juegan un papel central en implantacion embrionaria (Bentin-
Ley et al., 1999; Gindlesperger et al., 2003).

El comportamiento hormonal fue muy caracteristico tanto
en los ciclos de embarazo como en los fallidos en nuestra
casuistica, en los primeros el E2 elevé sus niveles promedio
del 6° al 8° dia postovulatorio de 108 11 pg/ml a 135+20 pg/
ml mientras que en los segundos disminuyo sus niveles en los
mismos dias de 142+19 pg/ml a 90+17 pg/ml, diferencias
significativas. La P4 por su parte en ciclos de embarazo elevé
niveles entre los dias 6° a 8° postovulatorios, de 10+3 ng/ml
a 13+2 ng/ml, disminuyéndolos en los mismos dias en ciclos
fallidos de 9+2 ng/ml a 843 ng/ml. Los patrones hormonales
obtenidos son caracteristicos de una poblacion ovuladora sin
patologia enddcrino ovarica, al ser fisiologicos, producen y
modulan la expresion tanto de los marcadores moleculares
(integrinas) como morfolégicos (pindpodos) (Baird et al.,1991;
Speroff et al.,1999; Stavreus-Evers et al.,2001; Cao et
al.,2007). Proponemos la utilizacién de los valores promedio
con sus desviaciones estandar como indicadores prondsticos
para obtener un embarazo, traspolando los valores
hormonales hipotéticamente a la intensidad de expresion
endometrial de los marcadores.

En discordancia con resultados de informes previos (Creus
et al,, 1998, 2002; Acosta.,2000), en nuestro estudio si
identificamos plenamente una coexpresion de las integrinas
aV-B3 y de los pinépodos durante la fase lutea, mostrando
claramente un incremento en su expresion y desarrollo entre
el 6/oy el 8/odia postovulatorio en franca sincronia temporal
en el 91.5% en el dia ovulatorio +6 y 95% en el ovulatorio
+8 de 57 ciclos terminados en embarazo; éstos resultados
coinciden con otros ya publicados (Nardo et al .,2003 ;
Nikas,1999 a y b; 2003; Lessey, 2000a,b.), paralelamente
entre éstas fechas se detect6 un incremento de estrégenos y
progesterona en éstas mismas pacientes como mecanismos
regulatorios de la expresion y desarrollo de los marcadores tal
como aparece en publicaciones (Cao et al.,2007).

En la mayoria de los casos tanto la expresion acentuada
de los dos marcadores, como las elevaciones en los
niveles hormonales mostraron concordancia con el fechado
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histolégico del endometrio, asi que coincidimos con ciertas
publicaciones (Lessey et al., 2000a,b; Creus et al.,2002) en
el sentido que la deteccién de los marcadores puede tener
una funcién endometrial, relacionada con receptividad y
afiadiriamos nosotros en implantacién embrionaria, pero
esto no reemplaza por lo menos en éste momento a la forma
tradicional de evaluar el desarrollo y madurez endometrial
para fechado cronoldgico (Noyes et al., 1950).

Coincidimos con los resultados de algunos trabajos
publicados (Castelbaum et al.,1994; Acosta et al.,2000;
Creus et al.,2002; Nardo et al.,2003) durante los cuales
también fueron tomadas dos biopsias endometriales por
ciclo sin demostrar cambios deletéreos en la segunda
toma, nosotros también no detectamos en nuestro grupo de
estudio al microscopio efectos inflamatorios 0 modificatorios
de la segunda muestra consecutivos al trauma de la toma
de la primera biopsia, adicionalmente, en nuestro trabajo
no se modificé la evolucién de embarazos incipientes. No
se apreciaron alteraciones morfoldgicas en el desarrollo de
pindpodos de acuerdo a cronologia y biopsias secuenciales,
conocimiento ya establecido (Nikas,1999 a y b).

Se acepta que existen dificultades para establecer o definir
los conceptos de marcadores o biomarcadores de la ventana
de implantaciéon embrionaria tanto de las integrinas como
de los pindpodos (Acosta et al.,, 2000), ya que las fases
iniciales de la implantacion humana descritas no pueden
ser visualizadas (aposicion, adhesion, union y penetracion a
través de la superficie epitelial y membrana basal), entonces,
la cronologia y secuencia real de éste periodo de receptividad
endometrial, resulta ser tedrico, de tal manera que toda la
informacion al respecto es descriptiva y correlacionada.
Por otro lado, mientras algunos de los biomarcadores
propuestos en la literatura relacionados con aposicion,
adhesion y union, presentes en el epitelio endometrial
luminal podrian desempefiar funciones preliminares o
iniciales, otros marcadores podrian no jugar ningun papel
en fases tempranas de la implantacion y estar presentes
y/o tener una funcidon en estadios mas avanzados de la
nidacion. Ciertos componentes de la matriz extracelular tales
como las integrinas, una familia de globulinas ampliamente
expresada en el endometrio en épocas implantatorias como
moléculas, son receptores superficiales de adhesion celular
y podrian promover la unién embrionaria al endometrio
(Sueoka et al., 1997; Giudice, 1999; Lessey et al., 2000a,b.);
mientras que los pindpodos que son estructuras celulares
superficiales especializadas en endocitosis y pinocitosis,
podrian estar involucrados en adhesién trofoblastica y/o
facilitacion en los procesos de penetracién del estroma
(Nikas, 1999 a y b). Hay que aceptar que el microambiente
intrauterino podria cambiar con la presencia de un embrion,
cambios que jamas se apreciarian cuando los estudios son
hechos en ciclos no concepcionales (Creus et al.,2002),
lo cual en ése sentido aumenta el valor de nuestro trabajo
que fue realizado en ciclos de concepcion y nos permitid
comparar completamente las caracteristicas endometriales
de receptividad con y sin embarazo. Demostramos que en
el 91.5% de 57 embarazos hubo coexpresion temporal de

integrinas aV-B3 y pindpodos en el dia ovulatorio +6 y en el
95% de éstos ciclos de embarazo ocurrié intensamente en el
dia ovulatorio +8, por tanto proponemos se amplien lineas de
investigacion sobre acciones de las integrinas y pinépodos en
implantacion embrionaria y no solamente como marcadores
de receptividad endometrial. Quedaron claros también los
patrones hormonales caracteristicos de ciclos gestacionales
y ciclos fallidos asi como nuestra propuesta de utilizarlos
como indicadores prondsticos para la obtencion o no de
embarazos.

CONCLUSIONES

En conclusion, el presente estudio, disefiado en forma distinta
a la mayoria de los publicados en la literatura, en desacuerdo
con algunos y de acuerdo con otros, revela que:

- Durante la ventana de implantacion embrionaria entre
los dias 6° y 8° postovulatorios se presentd una clara e
intensa coexpresion endometrial de pinépodos e integrinas
aV-B3 de manera muy significativa en las pacientes cuyo
ciclo reproductivo termin6 en embarazo (91.5% y 95%
respectivamente al 6° y 8° dias postovulatorios), contrario a
lo sucedido en ciclos que finalizaron sin él (95% de ausencia
de coexpresion en 100 ciclos fallidos).

- Los resultados anteriores sugieren fuertemente que mas

alla de servir como predictores, los marcadores estudiados
pudieran estar implicados directamente en el proceso de
implantacion embrionaria.

-Elnivel de estradiol sérico obtenido en el dia 6/o0 postovulatorio
fue significativamente mas bajo, asi como mas alto en el
dia 8/ postovulatorio en mujeres que terminaron un ciclo
reproductivo con embarazo comparado con el nivel sanguineo
de la hormona en mujeres que no se embarazaron, siguiendo
patrones caracteristicos, consistentemente regulares.

- La progesterona en suero mostré ser significativamente
alta tanto en el dia 6/0 como en el dia 8/o postovulatorios
progresivamente en un patron constante en mujeres que
se embarazaron comparada con las cuantificaciones en las
mismas fechas en mujeres que no lograron embarazos
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