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Problema: £l aumento de la infertilidad a nivel
mundial no solo esta vinculado al aumento de la edad
materna sino al impacto de factores ambientales que pro-
vocan cambios epigenéticos en el estado de salud de la
mujer, y que tienen impacto en el origen de trastornos in-
flamatorios cuyo primer sintoma podria ser la infertilidad.

Método de estudio: se recluté a un total de 301
mujeres con multiples fracasos de FIV-ET. Se analizo la
expresion de microARNs especificos asociados a desba-
lances de la microbiota junto con marcadores en sangre
y en saliva. Todas las pacientes mostraron desbalances
al menos uno de los marcadores antes mencionados y
decidieron seguir con su tratamiento habitual (n=23) o
personalizar una suplementacion alimentaria y de pro-
bioticos durante 75 dias (n=278). La tasa de embarazo
fue comparada entre ambos grupos luego de 180 dias de
busqueda de embarazo.

Resultado(s): El 84% de las pacientes infértiles
mostraron un aumento en al menos uno de estos mi-
croARNs. Teniendo en cuenta estos parimetros y los mar-
cadores de sangre periférica y saliva, las pacientes fueron
suplementadas con una combinacién de dietas biomédi-
cas, probioticos y nutracéuticos. La tasa de embarazo tras
otro intento de FIV-ET fue del 75% para el grupo que
personalizo la suplementacion y del 30% para el grupo
que no realiz6 la suplementacién (*p<0.05).

Conclusiones: Una suplementacion dietaria ade-
cuada segun nuestra novedosa plataforma de diagndstico
de microARNs mejord la tasa de embarazo de los pacien-
tes con multiples fallas de FIV-ET.

Palabras clave: infertilidad, microARNs, micro-
biota, permeabilidad intestinal, autoanticuerpos
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Problem: 1ie increase in infertility worldwide is not
only linked to the increase in maternal age but also to the
impact of environmental factors associated to epigenetic
changes in women’s bealth status, which bave an impact
on the origin of inflammatory disorders whose first symp-
tom could be infertility.

Method of study: A rotal of 301 women with
muldtiple IVF-ET failures were recruited. The expression of
specific microRNAs associated with microbiota imbalanc-
es was analyzed together with biomarkers in blood and
saliva. All patients showed imbalances in at least one of
the above-mentioned biomarkers and decided to contin-
ue with their usual treatment (n=23) or to customize di-
etary and probiotic supplementation for 75 days (n=278).
Pregnancy rate was compared between both groups after
180 days of pregnancy search.

Result( S): 84% of the infertile patients showed an
increase in at least one of these microRNAs. Considering
these parameters and peripheral blood and saliva bio-
markers, the patients were supplemented with a combi-
nation of biomedical diets, probiotics and nutraceuticals.
Pregnancy rate after another IVF-ET attempt was 75% for
the group that customized supplementation and 30% for
the group that did not supplement according tests results

(p<0.05).

Conclusions: Appropriate dietary supplementation
according to our novel microRNA diagnostic platform im-
proved the pregnancy rate of patients with multiple IVF-ET
Jailures.

K eywords: infertility, microRNAs, microbiota, in-
testinal permeability, autoantibodies
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INTRODUCCION

La infertilidad es un importante problema de sa-
lud publica, con una prevalencia mundial del 8-12%
entre las parejas en edad reproductiva' que tiene
graves efectos adversos en la sociedad, la econo-
mia y la salud mental de la pareja implicada?. Las
principales causas de infertilidad femenina son: 1)
trastornos de la ovulacion, 2) problemas uterinos o
cervicales, 3) alteraciones tubdricas, 4) endometrio-
sis, y/o 5) factores inmunologicos'. Sin embargo,
aproximadamente el 30% de las faltas de embarazo
no se pueden explicar, lo que se define como “in-
fertilidad inexplicada” (IU) o sin causa aparente’.

En la actualidad, hay cada vez mas pruebas que
demuestran el impacto de la microbiota humana
como factor de salud y enfermedad®®. La micro-
biota es un grupo de microorganismos que se en-
cuentran en los tejidos de las mucosas, como el
intestino, el tracto reproductivo y la piel, y que son
beneficiosos para la fisiologia normal del huésped.
La microbiota humana desempefia un papel fun-
damental en multiples procesos biologicos, como
el metabolismo de los nutrientes y los farmacos,
el mantenimiento de la integridad estructural de
la barrera de la mucosa, la inmunomodulacién y
la proteccion contra los patégenos’. La alteracion
de la composicion de la microbiota, que resulta de
una disminucion de la proporcion de bacterias be-
neficiosas/nocivas, se define como “disbiosis™. La
disbiosis puede clasificarse en tres tipos diferentes:
pérdida de organismos beneficiosos, crecimiento
excesivo de organismos potencialmente dafiinos y
pérdida de la diversidad microbiana general. Ade-
mds, estos tres tipos no se excluyen mutuamente y
pueden darse simultineamente’.

La microbiota del tracto reproductivo femenino
estd recibiendo cada vez mds atencion en la repro-
duccion humana porque no sélo puede influir en
las posibilidades de lograr un embarazo, sino tam-
bién en el estado de salud de la madre y del nifio
antes y después del parto. Estudios recientes han
demostrado que la abundancia relativa de L. iners,
L. crispatus y L. gasseri en la vagina puede distin-
guir a las mujeres infértiles idiopdticas de mujeres
fértiles'.

Ademas de la funcion normal en el tracto digesti-
vo, la microbiota intestinal normal tiene un impacto
en la funcién normal del tracto reproductivo mas-
culino y femenino al regular los cambios inmunolo-
gicos asociados con la concepcion'?. Sin embargo,
los mecanismos asociados a esta regulacion son to-
davia poco conocidos. Mientras que la microbiota
intestinal normal es esencial para la funcion del sis-
tema inmunitario, la disbiosis puede tener un gran
impacto en su funcién normal, lo que provoca una
desviacion de las respuestas inmunitarias normales’.
La permeabilidad del epitelio intestinal depende de

la regulacion del sistema inmunitario de la mucosa
y de las uniones estrechas intercelulares (TJ). La
disfuncion de la TJ parece ser un defecto primario
en varias enfermedades autoinmunes (EA)® . La
regulacion fisiopatologica de las TJ estad influencia-
da por muchos factores, como la inmunoglobulina
A (IgA) secretora, las lectinas, las levaduras, las bac-
terias y los microARN (miARN)*%2,

Los microARNs son una clase de pequefias molé-
culas de ARN no codificantes que controlan la ex-
presion de los genes a nivel post-transcripcional®.
Se ha descrito que varios miRNAs estdn asociados
a estados de disbiosis y al desequilibrio inmuni-
tario de las dos principales poblaciones celulares
inmunitarias de las mucosas: los macrofagos (Ms)
y las células dendriticas (DCs), mientras que la in-
filtracion tisular y la remediacion de la inflamacion
podrian estar reguladas por los miARNs?:,

Se ha descubierto que el aumento de la permea-
bilidad intestinal desempefia un papel clave en el
desarrollo de diversos trastornos inflamatorios y
autoinmunes>1%, Los trastornos inmunitarios tam-
bién estin implicados en el fracaso reproductivo, y
ocho de cada diez pacientes infértiles inexplicables
dan positivo en las pruebas de autoanticuerpos® .
Dado que, como se ha comentado anteriormente,
la composicion del microbioma afecta al repertorio
de células inmunolégicas de la mucosa, y que la
disbiosis esta asociada a las enfermedades inflama-
torias®* la hipotesis es que la patogénesis de la
infertilidad podria estar asociada a respuestas in-
munoldgicas anormales debidas a alteraciones de
la microbiota. En este sentido, es plausible que la
microbiota pueda desempefiar un papel en el de-
sarrollo de la infertilidad al afectar a las funciones
epigenéticas, inmunolégicas y/o bioquimicas del
huésped.

Demostramos previamente que el grupo de pa-
cientes con infertilidad sin causa aparente y sinto-
mas de intestino permeable tenia un desequilibrio
del microbioma asociados a una sobreexpresion
de microARNs*. Hemos propuesto la asociacion
entre la composicion bacteriana y los trastornos
inmunometabdlicos. Asi, cuando estudiamos los
microARNs que comunican el microbioma con el
sistema inmunitario y que estin relacionados con
la alteracion de la TJ, observamos que miR-21-5p y
miR-155-5p estaban sobreexpresados a nivel rectal
y vaginal en estas mujeres. miR-21-5p estd asociado
con la alteracion de las uniones estrechas interce-
lulares en el intestino®, trastornos en el Sistema
inmunitario~#y el sobrecrecimiento de levaduras*
y miR-155-5p se asocia con enfermedades inflama-
torias®®, activacion de los macréfagos hacia el feno-
tipo M1%47 y el sobrecrecimiento bacteriano®.

El objetivo de este estudio fue evaluar si los bio-
marcadores estudiados eran una buena herramienta
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para personalizar el uso de los suplementos dieta-
rios probidticos y dietas para mejorar el resultado
reproductivo de las pacientes con infertilidad sin
causa aparente.

MATERIAL Y METODOS

Grupo de estudio

Un total de 301 mujeres fueron reclutadas desde
marzo de 2018 hasta diciembre de 2020. La partici-
pacion en este estudio preliminar fue voluntaria y
se obtuvo el consentimiento informado por escrito
de los sujetos. El estudio fue aprobado por el Co-
mité de Revision Etica del Instituto Médico Halitus.

Se defini6 a las pacientes como infertilidad inex-
plicada (TU) o sin causa aparente cuando cumplian
los siguientes criterios: 1) funcion ovdrica normal,
segin el dia 3 del ciclo menstrual (+/-2 dias) FSH
<= 12 UI/L en el plazo de 1 ano antes del inicio del
estudio; 2) anatomia tubdrica (al menos una trom-
pa de Falopio permeable) y peritoneal normales,
segin histerosalpingografia y/o laparoscopia; 3)
progesterona sérica de mitad de fase lutea >10 ng/
mL; 4) sin evidencia de infertilidad masculina; 5)
los ndmeros 1y 3 no se aplican si estin en un pro-
grama de ovodonacion (OD) debido al diagnéstico
de insuficiencia ovdrica; y 6) historial de al menos
2 procedimientos de FIV-ET o 1 OD-ET sin éxito.
Se consideraron criterios de exclusion: la presencia
de hidrosalpinx, endometriosis grave, tratamiento
cronico con antibiéticos y trastornos hormonales
no tratados.

Analisis de muestras de sangre

Se determiné la cuantificacion de anticuerpos
anti-tiroperoxidasa (ATPO), anticuerpos antitiro-
globulina tiroidea (TgAb), anticuerpos anti-Saccha-
romyces cerevisiae (ASCA), anticoagulante lipico
y anticuerpos antinucleares (ANA), junto con los
niveles sanguineos de la hormona estimulante de
la tiroides (TSH), la hemoglobina, las vitaminas D y
B12, la insulina y la glucosa, siguiendo protocolos
estandar en laboratorios clinicos certificados.

Preparaciéon de muestras de hisopado vaginal

La muestra vaginal fue recolectada por cada pa-
ciente utilizando un hisopo estéril de Dacron. El
hisopo se suspendié en 1 mL de soluciéon de ARN
later para estabilizar el ARN y se almacené a -80°C
en tubos individuales hasta su procesamiento. Para
la toma de muestra las pacientes debieron abrir los
labios vaginales, introducir el hisopo de 3 a 5 cm
en la vagina, rotar el hisopo en varios circulos com-
pletos a lo largo de las paredes vaginales durante
20 segundos, e inmediatamente introducir el hisopo
en el tubo de recogida.

Aislamiento del ARN

El ARN total (incluidos los microARN) se aislo de
cada muestra utilizando el kit de aislamiento mirVa-
na (Life Technologies, EE.UU.), segin las instruccio-
nes del fabricante. La pureza (absorbancia 260/280)
y la cantidad del ARN extraido se midieron con un
espectrofotometro Nanodrop One (Thermo Scienti-
fic, EE.UU.).

Sintesis de ADN copia

El ADNc se sintetizé utilizando la transcripcion
reversa (RT) TagMan especifica predisenada y el
kit de transcripcion reversa de microARN TagMan
(Applied Biosystems, EE.UU.), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Las reacciones de
transcripcién reversa se realizaron en un volumen
final de 15 pL, y cada reaccion contenia 4 ng de
ARN total. Las reacciones se incubaron a 16°C du-
rante 30 minutos, 42°C durante 30 minutos y 85°C
durante 5 minutos, con una retencion final a 4°C.

Analisis por qRT-PCR

El volumen de reaccion final fue de 20 pL, que
contenia 1,33 pL del producto de la reaccion RT. Los
ciclos de PCR en tiempo real se realizaron en un sis-
tema de tiempo real Thermal Cycler C1000 Touch
CFX96 (Bio-Rad, EE.UU.) utilizando los siguientes pa-
rametros: 95°C durante 10 min, seguido de 40 - 45 ci-
clos de 95°C durante 15 s, y 60°C durante 1 min. Los
valores del ciclo umbral (Ct) se calcularon automati-
camente utilizando el software Bio-Rad CFX Maestro,
y los cambios en la expresion se calcularon median-
te el método 2-AACt utilizando RNU48 como control
endbgeno de la expresion de microARNs®. Todas las
combinaciones muestra-ensayo se detectaron por du-
plicado para muestras individuales, y se incluyeron
controles negativos y positivos en cada placa.

Analisis estadistico

El anilisis de la eficacia de la intervencion per-
sonalizada se realizO comparando el resultado
primario de tasa de embarazo de las mujeres que
utilizaron el tratamiento indicado segin los biomar-
cadores estudiados vs. aquellas que no lo hicieron,
mediante la prueba de chi-cuadrado de Pearson.

RESULTADOS

Caracterizacion clinica de los grupos de estudio

Un total de 301 pacientes con IU fueron incluidas
en este estudio. La edad media era de 40 afios (rango:
27-52); 26% de tasa de embarazo; media de Gravidad/
Paridad = 1,2/0; media de ciclos de FIV-ET fallidos
= 4,2; y media de tiempo intentando concebir = 10
anos. 120 pacientes ya habian fracasado al menos en
una TE con ovocitos donados de buena calidad.
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Evaluacion de miR-21 y miR-155 como

biomarcadores de infertilidad femenina

Teniendo en cuenta que los microARNs evalua-
dos se asocian a diferentes funciones: miR-21-5p se
asocia a la alteracion de las uniones estrechas en el
intestino, al sobrecrecimiento flingico y a la ausen-
cia de especies bacterianas; y miR-155-5p se asocia
a los trastornos inflamatorios y al sobrecrecimiento
bacteriano, se realiz6 el analisis para cada marcador
individualmente. Este analisis mostro que el 20%
de las pacientes tenia sobre-expresion unicamente
de miR21, el 8% tenia sobre expresion de miR155,
el 56% tenia sobreexpresion de ambos microARNs
y un 16% tenia ambos microARNs por debajo del
valor de corte.

Suplementos dietarios personalizados

y su impacto en la tasa de embarazo

Teniendo en cuenta los niveles vaginales de miR-
21 y miR-155 y la expresiéon de marcadores inmu-
nometabodlicos (insulina, vitamina D, anticuerpos
antinucleares, colesterol LDL y sIgA), clasificamos
a las pacientes en 64 fenotipos diferentes y se les
indico una combinacion de nutracéuticos, probioti-
cos y dietas biomédicas que podria mejorar poten-
cialmente el resultado reproductivo. Las diferentes
combinaciones de nutracéuticos, probidticos y die-
tas biomédicas estaba basada en: 1) tres perfiles
nutricionales (hipofermentativo; bajo indice glucé-
mico y bajo en grasas saturadas); 2) dos cepas pro-
bidticas (Lactobacillus spp. y Bifidobacterium spp.);
y 3) once nutracéuticos (L-Glutamina, Triptofano,
Magnesio, Omega3, Selenio, Trans-resveratrol, Vi-
tamina D, Vitamina B12, Vitamina A, Vitamina E y
Vitamina C).

De las 301 mujeres incluidas en este estudio, 23
no realizaron ningin cambio en la dieta ni incorpo-
raron suplementos o probioticos antes del siguien-
te intento de FIV-ET y 287 pacientes recibieron la
suplementacion especifica personalizada segin
los biomarcadores durante los 75 dias previos al
siguiente ciclo de FIV-ET. En este ultimo grupo se
realizaron controles de los marcadores de sangre a
partir del dia 30 de suplementacion. Luego de con-
firmar que las pacientes normalizaban los biomar-
cadores, se sometieron a un nuevo ciclo de FIV-ET
y se registré el resultado del embarazo. El 41,8% de
la cohorte total recibié ovocitos donados y el 55%
de las pacientes transfirié embriones congelados en
un ciclo no estimulado.

La tasa total de embarazo se tradujo en un 75%
(215/287) de embarazo bioquimico (beta hCG) y
un 73% (157/215) de embarazo clinicamente con-
firmado por ecografia.

En el grupo que no realizo cambios en las indi-
caciones antes del siguiente FIV, solo el 30% (7/23)

de las mujeres lograron un embarazo dentro de los
180 dias siguientes.

DISCUSION

La infertilidad sin causa aparente es la categoria
que incluye a todas las parejas que no tienen una ex-
plicacion para su incapacidad de lograr un embarazo
exitoso luego de 1 ano de busqueda no interrumpi-
da. Buscar los biomarcadores correctos que discrimi-
nen la causa e identifiquen el siguiente tratamiento
es algo que la ciencia le debe a estas parejas.

Consideramos que es importante identificar si los
marcadores de sangre periférica y saliva de las vias
inmunometabdlicas probadas en este estudio esta-
ban conectadas con la disfuncion intestinal debi-
do a una firma especifica de microARNs que esta
relacionada con el aumento de la permeabilidad
intestinal. Y en este caso, si la suplementacion ali-
mentaria personalizada puede mejorar los resulta-
dos reproductivos.

Analizamos los niveles de vitamina B12 en suero
porque una de las causas mas comunes de anemia
cronica es la deficiencia de vitamina B12, que es
sintetizada por las bacterias intestinales y se asocia
con la gastritis autoinmune o distrofica®®>!. Anali-
zamos los niveles de insulina y LDL porque se ha
demostrado que la disbiosis intestinal, al alterar el
metabolismo del microbioma y, en consecuencia, el
del huésped, no sélo afecta a las respuestas infla-
matorias sino que también contribuye a los trastor-
nos metabdlicos*. Comparamos los niveles de au-
toanticuerpos porque, ademis de la predisposicion
genética y la exposicion a antigenos no propios,
la pérdida de la funcién protectora del microbio-
ma normal y el efecto de la disbiosis en la funcion
de las barreras de la mucosa, que interactian con
las células inmunitarias subyacentes, estan relacio-
nados con el desarrollo de autoanticuerpos®. Asi-
mismo, se ha reportado de que los individuos con
disfuncion de la barrera intestinal expresan niveles
mas altos de anticuerpos ASCA que los individuos
sanos y la expresién de este anticuerpo se correla-
cion6 con la sobreexpresion de levaduras y la dis-
funcién de la TJ >

Consideramos que un desequilibrio de microor-
ganismos a nivel intestinal se asocia con una barre-
ra intestinal alterada a través de una TJ abierta, dan-
do lugar a la entrada de antigenos inmunogénicos
extranos y a la activacion del sistema inmunitario
de la mucosa. La alteracion de la barrera epitelial
inflamada estd relacionada con la sobreexpresion
de miR-21 y miR-155. Estos miRNAs podrian viajar
a través de la circulacion sanguinea y dirigirse al
sistema reproductor, en el que también observamos
una disbiosis, una mucosa inflamada y una barrera
epitelial alterada.
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Reportamos por primera vez que la identificacion
de biomarcadores especificos se correlaciona con la
presencia de una firma especifica del microbioma en
pacientes con infertilidad sin causa aparente. Ade-
mas, demostramos que una intervencion personali-
zada de suplementos dietarios podria tener un im-
pacto significativo en la tasa de éxito del embarazo.

La modulacién del sistema inmunitario y del mi-
crobioma puede realizarse utilizando una combina-
cion de diferentes cepas de probidticos y nutracéu-
ticos seleccionados por su capacidad antioxidante,
su capacidad para reparar la mucosa y para modu-
lar los sistemas inmunitarios innato y adaptativo.
Todos ellos mostraron un efecto antiinflamatorio
dosis-especifico para mantener un delicado equi-
librio inmunitario y favorecer la vascularizacion de
la mucosa endometrial y la posterior placentacion,
para lograr un embarazo saludable.

El resultado del embarazo tras la suplementacion
personalizada se comparo con los datos registrados
por las sociedades nacionales e internacionales y
observamos una mayor tasa de nacidos vivos para
la misma cohorte de edad. La Sociedad de Tecno-
logia de Reproduccion Asistida de Estados Unidos
(SART) inform6 en 2018 una tasa de nacidos vivos
por extraccion y transferencia de 6vulos prevista
del 21,7% con 6vulos frescos propios; 42,7% para
transferencia de embriones congelados a partir de

ovulos propios; 42,7% para embriones transferi-
dos en fresco de 6vulos de donante y 39,3% para
embriones congelados de 6vulos de donante. Tras
nuestra suplementacion personalizada, observamos
una tasa de nacidos vivos por extraccion y transfe-
rencia de 6vulos prevista del 52% para los 6vulos
frescos propios; del 55% para la transferencia de
embriones criopreservados obtenidos a partir de
ovulos propios; del 63% para embriones de Gvulos
frescos de donante y del 63% para embriones de
6vulos congelados de donante.

Esta en curso la planificacion de un futuro estudio
en el que se analizard a todas las pacientes antes
y después de la suplementacion dietaria previo a
un nuevo ciclo de busqueda de embarazo para ver
como se modulan estos biomarcadores y lograr una
correlacion directa entre el analisis de microARNs y
la suplementacién dietaria personalizada.

CONCLUSION

En conclusion, para evaluar el bioma fertil de una
mujer, podriamos analizar un hisopo vaginal para
buscar la firma de microARNs especificos. La fir-
ma de los microARNSs, junto con los marcadores
sanguineos especificos, nos permite identificar los
nutrientes de precision, los probidticos y los nu-
tracéuticos necesarios para mejorar los resultados
reproductivos.

Tabla 1. Caracterizacion clinica de los biomarcadores sistémicos. Los datos se presentan como nimero de pacien-
tes (n) y porcentaje del total de pacientes estudiados (%). Total pacientes = 278.

Caracterizacion clinica Mujeres con IU
n %

Anemia 43 15.0
Hipovitaminosis B y/o D 210 73.2
Hipotiroidismo 147 51.2
Sindrome metabdlico 161 56.1
Sindrome de ovario poliquistico 53 18.5
Endometriosis y/o CA125+ 78 27.2
Autoinmunidad 188 65.5
ATPO + 57 19.9
TgAb + 53 18.5
ANA + 59 20.6
ASCA (IgA, IgG) 88 30.7

Anemia: hemoglobina < 12 g/dL; Hipovitaminosis B: Vitamina B12 < 200 pg/mL; Hipovitaminosis D: Vitamina D < 30 ng/mL;
Hipotiroidismo: TSH > 4 Ul/mL; Sindrome metabdlico: prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG) alterada, glucemia > 100 mg/
dL, insulina > 24 mU/L y/o Evaluacién del Modelo Homeostatico (HOMA) > 3; Sindrome de ovario poliquistico: diagndstico eco-
grafico y/o indicacion de inositol-metformina; endometriosis: diagnéstico laparoscopico y/o CA125 > 35 Ul/mL; Autoinmunidad:
diagnéstico de enfermedad celiaca, enfermedad de Hashimoto, enfermedad de Crohn, diabetes autoinmune, lupus, Graves, artritis
reumatoide, esclerodermia, miastenia gravis y/o Sjogren; ATPO: anticuerpo anti-tiroperoxidasa; TgAb: anticuerpo anti-tiroglobulina;
ANA: anticuerpo antinuclear; ASCA: anticuerpo anti-Saccharomyces cerevisiae; IgA: Inmunoglobulina A; IgG: Inmunoglobulina G.
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Tabla 2. Resultados obstetricos. Los datos se presentan como porcentaje del total de pacientes estudiados en

cada grupo (%).

Pacientes que siguieron | Pacientes que NO siguie- | P value
la recomendacion de ron recomendacién de
suplementos dietarios suplementos dietarios

Tasa de Embarazo bioquimico (%) 75 30 p<0.05
Tasa de embarazo clinico (%) 55 29 p<0.05
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