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Resumen

Los microARN son moléculas cortas de ARN (~22 nucle6tidos) no codificantes que
intervienen en la regulacion postranscripcional de la expresion génica. Los microARNSs estan
involucrados en la proliferacion, apoptosis, funcion y liberacion de hormonas de las células
ovaricas humanas, en concreto de las células de la granulosa, durante el desarrollo folicular
ovaricoy la vida reproductiva de las mujeres. El descubrimiento reciente de microARN estables
en fluidos corporales plantea la posibilidad de utilizar perfiles de expresién de microARN como
nuevos biomarcadores en diagndsticos clinicos minimamente invasivos. Estos perfiles ofrecen
pruebas mas sensibles y especificas que las actuales, y permiten la identificacion molecular de
trastornos reproductivos como el sindrome de ovario poliquistico, la endometriosis, la respuesta
ovarica deficiente y la edad materna avanzada. Por ello, se plantea para un futuro disponer de
métodos sencillos y rapidos de cuantificacion de los microARN, que permita una implantacion
rutinaria de su utilizacion en los procedimientos clinicos de reproduccidn asistida. Las redes de
interaccion entre los microARNSs representan una herramienta eficaz para descubrir nuevos
miARNSs que podrian desempefiar un papel fisioldgico en enfermedades reproductivas no

identificadas anteriormente en estudios experimentales.

Palabras claves: microARN, ovocito, células de la granulosa, apoptosis, proliferacion,

esteroidogénesis, PCOS, endometriosis.



Abstract

MicroRNAs are short non-coding RNA molecules (~22 nucleotides) involved in
posttranscriptional regulation of gene expression. MicroRNAs are implicated in the
proliferation, apoptosis, function, and hormone release of human ovarian cells, specifically
granulosa cells, during ovarian follicular development and women's reproductive lifespan. The
recent discovery of stable microRNAs in bodily fluids suggests the potential use of microRNA
expression profiles as new biomarkers in minimally invasive clinical diagnostics. These profiles
offer more sensitive and specific tests than current ones, enabling molecular identification of
reproductive disorders such as polycystic ovary syndrome, endometriosis, poor ovarian
response, and advanced maternal age. Therefore, the future development of simple and rapid
methods for microRNA quantification is proposed to enable routine implementation in assisted
reproductive clinical procedures. Interaction networks among microRNAS serve as an effective
tool for discovering new microRNAs that may play a physiological role in reproductive diseases

not previously identified in experimental studies.

Keywords: microARN, oocyte, granulosa cells, apoptosis, proliferation, steroidogenesis,
PCOS, endometriosis.
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Introduccion

A diferencia de la mayoria de las células del cuerpo, el nimero de foliculos (ovocitos)
se determina alrededor del nacimiento y se van agotando de manera gradual y ordenada con la
edad, sin renovarse en la edad adulta. El agotamiento de los foliculos conduce a la senescencia
reproductiva en las hembras de los mamiferos, incluyendo la menopausia en humanos. Como
consecuencia, la coordinacion entre la formacion, el reclutamiento, la activacion y el desarrollo
de los foliculos ovéricos es esencial para un ovario funcional y esta relacionada directamente
con la fertilidad y la vida reproductiva de las mujeres. Un desarrollo anormal en cualquiera de
estos procesos puede derivar en enfermedades reproductivas femeninas, disfuncion ovarica y/o
infertilidad potencial (Maalouf et al., 2016; Zhang y Zhang, 2020).

Desarrollo folicular ovarico

El ovario es la gonada femenina que actia como fuente de células germinales y como
el principal suministrador de hormonas sexuales esteroideas (Rimon-Dahari et al., 2016). Se
trata de un drgano sexual heterogéneo compuesto por ovocitos y diferentes tipos de células
somaticas. Tiene dos funciones principales: la produccion de hormonas que potencian el
sistema reproductor femenino y el control del ciclo menstrual de desarrollo, seleccién y
liberacion de un ovocito maduro para la fertilizacion (Cox y Takov, 2022). La unidad que
realiza las funciones relacionadas con el desarrollo de los ovocitos maduros es el foliculo,
formado por ovocitos y células somaticas foliculares (Gershon y Dekel, 2020; Hsueh et al.,
2015; Zhang y Zhang, 2020).

El proceso por el cual un foliculo se origina y avanza por distintas etapas de crecimiento
hasta formar un foliculo preovulatorio o foliculo de Graaf es conocido como foliculogénesis
ovarica 'y comienza durante el desarrollo del feto femenino en el Gtero (Gershon y Dekel, 2020).
En él intervienen una amplia variedad de hormonas y factores locales que influyen en la
activacion de foliculos primordiales y contribuyen al desarrollo folicular. Después de la
pubertad, los foliculos primordiales pueden transformarse a través de un procedimiento
multicéntrico en foliculos preovulatorios maduros (Aerts y Bols, 2010; Cox y Takov, 2022). El
desarrollo folicular (Figura 1) es un proceso preciso y ordenado, coordinado tanto internamente

como externamente (Zhang y Zhang, 2020).
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Figura 1. Esquema del desarrollo folicular. Resumen de los estadios de los foliculos a lo

largo de su desarrollo y crecimiento. Imagen tomada de Turathum et al. (2021).

En el desarrollo embrionario, las células germinales primordiales (PCG) se diferencian
y migran desde el eje dorsal del intestino posterior hacia las crestas genitales en desarrollo,
lugar de la futura gonada. Durante su migracion, las PCG proliferan rapidamente y van
constituyendo estructuras de nidos de células germinales, que resultardn los foliculos
primordiales (Rimon-Dabhari et al., 2016). Cada foliculo primordial contiene un ovocito que se
encuentra detenido en la primera profase de la meiosis | y rodeado por una capa aplanada de
células pre-granulosas somaticas (Zhang y Zhang, 2020), que se diferenciaran para formar
células de la granulosa (CG) (Rimon-Dahari et al. 2016). Los tres posibles destinos de
desarrollo de los foliculos primordiales son: (1) permanecer inactivos durante la vida
reproductiva de la hembra; (2) morir durante la latencia; (3) ser seleccionado para continuar el
desarrollo folicular (Baerwald et al., 2012; Zhang y Zhang, 2020).

Tras la formacion del foliculo primordial, este se encuentra en un estado latente hasta
que es seleccionado para convertirse en un foliculo primario (Zhang y Zhang, 2020). Los
foliculos primordiales constituyen la reserva folicular ovérica, de la cual solo una poblacion
seleccionada se activa para unirse al grupo creciente de foliculos. Esta reserva quiescente

proporciona a una mujer el potencial reproductivo para toda su vida (Baerwald et al., 2012).

La transicion de un foliculo primordial a un foliculo primario se caracteriza por un
cambio morfoldgico en las CG que pasan de estar aplanadas a ser cubicas. Los foliculos
primarios se siguen desarrollando para formar foliculos secundarios, que contienen ovocitos en
etapas intermedias de crecimiento rodeados por dos 0 més capas de CG. El ovocito continla su
crecimiento, las CG proliferan y se conforma una capa adicional de celulas de teca fuera de la
membrana basal que rodea al foliculo. Estas etapas del crecimiento folicular son independientes

de la gonadotropina, pero requieren una compleja comunicacion bidireccional entre el ovocito
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y las células somaticas. Muchas de las moléculas sefializadoras involucradas en este diadlogo
pertenecen a la super familia del factor de crecimiento transformador f (TGF-B) (Baerwald et
al., 2012; Gershon y Dekel, 2020; Rimon-Dahari et al. 2016).

Las siguientes etapas son dependientes de las gonadotropinas hipofisarias: la hormona
foliculoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH). Abarcan desde el foliculo antral
temprano hasta la ovulacion y regulan directamente los ciclos reproductivos de la hembra
(Zhang y Zhang, 2020). Gracias a la accion de la FSH, dentro del foliculo secundario se
establece una cavidad llena de liquido conocida como el antro, desarrollando asi el foliculo
antral. El antro define dos poblaciones separadas de CG: las células de la granulosa del cimulo,
que estan adyacentes al ovocito, y las células de la granulosa mural, que recubren la pared del
foliculo y sirven como la principal fuente de hormonas esteroideas (Rimon-Dabhari et al. 2016).

La FSH es requerida para la supervivencia y proliferacion de las CG, produccion de
estradiol y expresion del receptor de LH. Por otro lado, la LH controla la ovulacion (Cox y
Takov, 2022; Rimon-Dahari et al. 2016).

La mayoria de los foliculos antrales sufrirdn una degeneracion atrésica, mientras que
solo un subconjunto de ellos, los foliculos dominantes, continuara desarrollandose hasta la
etapa preovulatoria (Hsueh et al., 2015; Rimon-Dabhari et al. 2016; Yang et al., 2013). En un
ciclo menstrual natural, se seleccionara solo un foliculo dominante que continuara hasta la etapa
de ovulacién (Baerwald et al., 2012; Yang et al., 2013). Las células de la granulosa mural de
estos foliculos preovulatorios o foliculos de Graaf presentan una alta concentracion de
receptores de LH, lo que les permite responder a la sobrecarga preovulatoria de LH, activando
una secuencia de eventos que culminan en la ovulacion. Estos eventos incluyen la reanudacion
meidtica del ovocito, la expansion del camulo, la ruptura del foliculo y la liberacion de un
complejo cumulo-ovocito, cuyo ovocito puede ser fecundado. Una vez que se libera el ovocito,
las células restantes de la granulosa y la teca experimentan una diferenciacion terminal para
crear el cuerpo lateo (CL) que secreta progesterona necesaria para mantener el embarazo
(Hsueh et al., 2015; Rimon-Dahari et al. 2016). Los foliculos antrales grandes y los foliculos
preovulatorios secretan progesterona y estradiol que regulan los cambios ciclicos en el

endometrio uterino (Hsueh et al., 2015).

En resumen, los ovocitos se convierten en 6vulos maduros y luego sirven como gametos
para producir descendencia, mientras que los componentes de las células somaticas, las células
de la granulosa y las células de la teca secretan hormonas para participar en el mantenimiento

endocrino normal de las hembras (Zhang y Zhang, 2020).
5
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Coordinacion entre las células de la granulosa y el ovocito

La célula germinal femenina en el foliculo estd rodeada por células somaticas de la
granulosa, que son células especializadas que rodean y acompafian al ovocito, le brindan apoyo
y producen hormonas esteroides (esteroidogénesis). Ademas, el foliculo cuenta con una capa
externa de células teca que desempefian roles cruciales en la sintesis de esteroides y en la
ovulacion. Estos compartimentos foliculares funcionan como una unidad fisioldgica unica cuyo
propdsito es producir un évulo saludable que, después de la ovulacion, puede ser fertilizado y
dar lugar a un embrién, permitiendo asi a la célula germinal femenina cumplir su potencial
reproductivo. Para que este proposito se produzca, es necesaria las interacciones celulares entre
la célula germinal y las CG circundantes (El-Hayek y Clarke, 2016).

Segun El-Hayek y Clarke (2016) existen estudios experimentales que han descubierto
la existencia de una red de comunicacion bidireccional dindmica que conecta las células
germinales y somaticas en el nicho folicular, la cual es regulada tanto por contacto directo
célula-célula como por sefiales paracrinas. La comunicacion bidireccional entre el ovocito y las
células del camulo es responsable del desarrollo folicular, la maduracion del ovocito, la
expansion del cumulo y la ovulacion, y es indispensable para la produccién de un ovocito
saludable, el cual requiere contacto fisico con las CG (Baerwald et al., 2012; EI-Hayek y Clarke,
2016; Su et al., 2009; Uyar et al., 2013).

El contacto directo entre los ovocitos y las CG es posible mediante proyecciones
transzonales, que son proyecciones citoplasmaticas delgadas que se encuentran en las uniones
gap junctions, siendo estas uniones fisicas cruciales para el desarrollo del ovocito manteniendo
la detencion meidtica (Brafies et al., 2004; EI-Hayek y Clarke, 2016; Liu et al., 2019; Turathum
et al., 2021). Por otro lado, los factores paracrinos derivados del ovocito regulan una amplia
gama de actividades de las CG (El-Hayek y Clarke, 2016).

A lo largo del crecimiento del foliculo ovéarico hay varios eventos que constituyen una
fuerte evidencia de la presencia de un ciclo regulador de CG y ovocitos en el que sefiales
complementarias y vias metabdlicas impulsan el desarrollo y la funcion tanto de los ovocitos
como de los compartimentos somaticos foliculares (Su et al., 2009). Aunque el soporte de las
CG al ovocito mediado por uniones gap junctions es el mas estudiado, estudios sugieren la
existencia de circuitos complejos de regulacion paracrina, siendo el mas estudiado el que
controla el proceso de proliferacion y diferenciacion de las CG conocido como circuito BMP15-
KL1/2. Se trata de un circuito de de retroalimentacion para el sistema de la proteina Osea
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morfogenética 15 (BMP-15) y el ligando Kit (KL) en las células granulosas-luteinicas humanas
(Figura 2). BMP-15, que se origina del ovocito, estimula la expresion de KL. Una elevada
expresion de KL inhibe BMP-15 a través de la retroalimentacion. Ademés, BMP-15 reduce la
expresion del receptor de FSH (FSHR), y, como resultado, también disminuyen la expresién de
genes regulados por la FSH, como la proteina asociada al embarazo, como la proteina asociada
al embarazo (PAPP) y P450 (Gonzélez-Fernandez et al., 2010).

Oocyte Granulosa cell

___-—‘

/

F SHR
P450 )

okit| — § KL1I2 | o

BMP-15
FSHR

|

BMP 15 FSH

Figura 2. Esquema de circuito BMP15-KL1/2. El modelo de retroalimentacion de la
comunicacion paracrina BMP-15-KL1/KL2 entre los ovocitos y las CG. Imagen tomada de

Gonzélez-Fernandez et al. (2010).

Mas recientemente, se ha observado en estudios realizados que las células de granulosa
bovinas pueden transferir ARN mensajeros y ARN no codificantes al ovocito que pueden
desempefiar un papel regulador dentro del desarrollo folicular (EI-Hayek y Clarke, 2016). En
este sentido, en los Ultimos afios ha existido un incremento del estudio del posible papel
funcional de los microARN en este proceso.

Los microARN y su papel en la expresion génica

Los microARN (miARN) son moléculas cortas de ARN (~22 nucle6tidos) no
codificantes que intervienen en la regulacion postranscripcional de la expresion génica,
generalmente en el silenciamiento de los genes diana (Lu y Rothenberg, 2018), y se expresan
de forma drgano-especifica. Un solo miARN puede dirigirse a cientos de ARN mensajeros
(ARNmM) e influir en la expresion de varios genes, dependiendo del tipo de célula y del estadio
de diferenciacion (Grossman y Shalgi, 2016), a menudo implicados en una via de interaccion
funcional (Lu y Rothenberg, 2018). Como consecuencia, los patrones de expresion de miARN

pueden presentar mucha informacion bioldgica, ya que “la variacion en la expresion de cientos
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de ARN mensajeros puede, en cierta medida, reflejarse en los patrones de expresion de uno o

unos pocos mMiARN que los regulan” (Pritchard et al., 2012, p. 2).

Cada vez son mas populares los perfiles de expresion de miARN porque pueden influir
en muchos procesos bioldgicos, demostrando ser prometedores como biomarcadores de
enfermedades (Pritchard et al., 2012) y como agentes terapéuticos de afecciones patoldgicas
(Grossman y Shalgi, 2016; Lu y Rothenberg, 2018). Estos perfiles de expresion de miARN
pueden ser utilizados para identificar los miARNS que juegan un papel importante en la
regulaciéon de diversos sucesos, como el desarrollo del organismo y el establecimiento y
mantenimiento de la diferenciacion tisular. Es por ello, que se estan usando los biomarcadores
de expresion de miARN en el diagndstico del estado de diferenciacion tisular en canceres con
origen desconocido, y se estan investigando para reprogramar el destino celular en aplicaciones
con células madre (Pritchard et al., 2012). Los perfiles de expresion de miARN difieren entre
los estados patoldgicos y el tejido normal (Mohr y Mott, 2015). Un disefio de estudio muy
utilizado implica identificar las diferencias en los perfiles de miARN entre tejidos normales y
afectados para encontrar biomarcadores de enfermedades y predecir el pronéstico o la respuesta
al tratamiento (Pritchard et al. 2012).

Existen dos subclases distintas de miARN, que se diferencian por su biogénesis: las vias
candnica y no canbnica (Grossman y Shalgi, 2016). En esta sintesis intervienen dos proteinas
de tipo ARNsa Ill, Drosha y Dicer, que forman los miARNS a partir de estructuras locales en
horquilla (Kim et al., 2009).

Los miARNS candnicos se transcriben en el nicleo a partir de un gen de miARN o intron
a largos transcriptos primarios (pri-miARN) que se pliegan para formar una estructura en
horquilla. EI complejo Drosha-DCGR8, compuesto por la proteina de union a ARN de doble
cadena DCGR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8) y por la enzima Drosha, procesa los
pri-miARN en miARN precursores de bucle corto (60-70 nt), conocidos como pre-miARN
(Grossman y Shalgi, 2016; Pritchard et al., 2012). Los Pre-miARNs son exportados al
citoplasma donde son escindidos por Dicer, formando un duplex miARN:miARN* compuesto
por miARN monocatenario derivado de las regiones 5’ (5p) y 3’ (3p) del precursor. Una vez
formado un duplex de miARN maduro, este se desenrolla, se selecciona una hebra (3p en la
Figura 3) y se incorpora a una de las proteinas de la familia Argonauta (AGO) de proteinas de
unién a ARN, formando el nacleo del Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN (RISC,
por sus siglas en inglés). Mientras, la otra hebra pasajera (miR*) suele degradarse (5p en la
Figura 3) (Pritchard et al., 2012).
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Figura 3. Biogénesis de miARN. Via canonica de los miARNSs. Imagen tomada de Pritchard
et al. (2012).

Segun describe Grossman y Shalgi (2016) “las vias no canonicas de miARN incluyen
vias independientes de Dicer y dependientes de Drosha-DCGRS, asi como vias dependientes
de Dicer e independientes de Drosha-DCGR8” (Mohr y Mott, 2015).

Pritchard y colaboradores remarcan la importancia de tener en cuenta que se pueden
generar distintos miARN a partir de los brazos 3’ y 5” del duplex de pre-miARN (Pritchard et
al., 2012), ya que de una unica molécula de pre-miARN se pueden producir diferentes especies
de miARN maduros (Mohr y Mott, 2015).

Los miARNSs actdan en la comunicacion celular disminuyendo la expresion de los
ARNmM que contienen tramos de secuencia complementaria al miARN, siendo su funcion mas
compleja de lo que se pensaba inicialmente. EI complejo de silenciamiento inducido por ARN
(RISC) utiliza un miARN para dirigir el reclutamiento especifico de secuencia a su ARN diana.
La palabra "silenciamiento™ en RISC puede dar una impresion errénea ya que actla mas a
menudo para amortiguar y ajustar la expresion que para silenciarla por completo. Se ha
generalizado que si las interacciones miARN-objetivo tienen alto grado de complementariedad
se produce la degradacion del ARNm, mientras que si tienen menor complementariedad

funcionan a través de la represion traslacional (Mohr y Mott, 2015).

Por lo general, los miARNSs no actdan silenciando por completo sus genes diana, sino
mas bien disminuyendo su expresién. Sin embargo, lo mas frecuente es que los miARNS se

expresen en multiples tipos de células y tejidos y tengan diferentes niveles de expresion. En
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determinadas condiciones celulares, la unién del miARN al promotor puede incluso aumentar
la expresion del gen diana. Incluso, un solo miARN de tener funciones opuestas en diferentes
sistemas, lo que hace evidente que la actuacion de los miARNs depende del contexto. Un
ejemplo es miR-125b que tiene capacidad tanto oncogénica como supresora de tumores en
funcion del tejido/entorno (Mohr y Mott, 2015).

Los miARNSs tienen diversas funciones bioldgicas, tales como el desarrollo, la
diferenciacion celular, la proliferacion, la muerte celular, el control metabdlico y la defensa
antivirica (Wienholds y Plasterk, 2005). Por ejemplo, miR-21 inhibe la apoptosis, actla
dirigiéndose a multiples proteinas que conducen a la activacion de la caspasa. Otro ejemplo en
la sefializacion por miR-14, cuyos niveles basales en células de Drosophila permiten dirigir a
una proteina de sefializacion implicada en el desarrollo, la diferenciacion y la proliferacion.
Estas funciones son posibles gracias a la capacidad que presentan de trabajar juntos para
aumentar la represion del gen diana y de comunicarse con otras células o tejidos (Mohr y Mott,
2015).

Grossman y Shalgi (2016) sugirieron que los miARNs desempefian un papel
fundamental en el ensamblaje, crecimiento, diferenciacion y ovulacion de los foliculos.
Ademas, actuan en el control de la funcion, proliferacion y supervivencia de las CG en respuesta

a factores intraovaricos y extraovaricos.

La expresion de los miARNSs en el ovario varia con el tipo de célula, la funcion y la
etapa del ciclo reproductivo de la hembra. Estan involucrados en la formacion de foliculos
primordiales, reclutamiento y seleccidn folicular, atresia folicular, interaccion oocito-célula del
cumulo, funcion de las CG y luteinizacion. El estudio de los patrones de expresion y funciones
de los miARNSs en el ovario permitirdn el progreso de nuevas terapias para diagnosticar el
origen de la infertilidad, tratar la disfuncion ovarica y mejorar la fertilidad (Maalouf et al.,
2016).

10
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Objetivos

El ovario funcional requiere de diferentes acontecimientos para cumplir su funcion
reproductiva, muchos de ellos regulados por la actuacion de los miARNs. En base a lo
comentado anteriormente, la finalidad del presente trabajo es realizar una revision en el estudio
de los miARNs como marcadores de diagnostico molecular.

Bajo este proposito, se abordaran como objetivos especificos:
1. Identificar los miARNS que participan en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis
durante el desarrollo folicular ovérico y en la esteroidogénesis.
2. Establecer los miARNSs cuya expresion génica estd asociada a un diagndstico de

infertilidad.
3. Crear una red de interaccion entre miARNs y las enfermedades reproductivas

vinculadas.

11



MATERIALES Y METODOS

Material y Métodos
Revision bibliografica

El estudio se ha realizado mediante la recopilacion de informacién sobre el papel de los
microARNs como moléculas reguladoras del desarrollo y funcionamiento del ovario. En la
ejecucion de este trabajo, se ha realizado una busqueda bibliografica utilizando la base de datos

PubMed desarrollada por el Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI) y el

motor de bdsqueda Google Scholar.

Para asegurar la actualizacion de los datos, se acotd la investigacion a la literatura
disponible desde 2.009 hasta el presente. La estrategia de busqueda se fundamentd en el uso de
las siguientes palabras claves: “ovarian folliculogenesis”, “granulosa cell oocyte”, “microRNA
follicular development”, “microRNA”, “miRNAs human ovary”, “microRNA PCOS”,
“endometriosis infertility”, “microRNA endometriosis”, “poor response ivf’, “POR ivf”,

“advanced maternal age”, recabando un conjunto de articulos de interés.

Ademas, se utilizaron los filtros “free full text” y “human” para las busquedas, y 10s
criterios fueron identificados en el titulo y/o resumen de las publicaciones, descartando aquellas

que no estuvieran relacionadas con el tejido ovarico.

Bajo este método de busqueda, fueron seleccionadas publicaciones relevantes para la
ejecucion de este estudio. Diferentes perfiles de expresion de miARNSs fueron realizados a partir
de los datos recopilados: un perfil asociado al desarrollo folicular ovarico y esteroidogénesis, y
otros perfiles de expresion de miARNSs asociados a diagnosticos de infertilidad (sindrome de

ovario poliquistico, endometriosis, respuesta ovarica deficiente y edad materna avanzada).

Integracion de datos miRNet

La herramienta MiRNet es una plataforma integrada para investigar las interacciones
miARN-diana, compilando informacion de 14 bases de datos de miARN diferentes (TarBase,
miRTarBase, miRecords, miRanda, miR2Disease, HMDD, PhenomiR, SM2miR,
PharmacomiR, EpimiR, starBase, TransmiR, ADmIRE, y TAM 2.0).

Mediante el uso de miRNet, se ha creado una red de interaccion de miARNs vy
enfermedades. Para ello, se aporté una lista de 137 miARNs relacionados con el desarrollo
folicular ovarico, esteroidogénesis y trastornos reproductivos identificados en la revision
bibliografica del estudio. Ademas, se especifico el organismo “H. sapiens (human)”, el tipo de

ID “miRBase ID” y el objetivo “diseases”. El algoritmo de red utilizado fue “Force Atlas”.
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Resultados y discusion

Resultados de la busqueda bibliografica

Inicialmente se obtuvieron 157.836 publicaciones relacionadas con los microARNS en
diferentes formatos de publicacion. En la linea de tiempo de los resultados se puede comprobar
como el estudio de estas moléculas ha aumentado exponencialmente en los Ultimos afios, con

un notable incremento a partir del afio 2010 (Figura 4).

RESULTS BY YEA Figura 4. Grafico de numero de estudios sobre

A microARNs en los ultimos afios. Linea de tiempo de

Pubmed.

|.| resultados de busqueda “microRNAs” en la base de datos

1972 2023

Una vez aplicados los filtros de busqueda comentados anteriormente, los resultados
fueron acotados a 57,789 publicaciones que consideran en su estudio a la especie humana. Los
articulos seleccionados, en su mayoria, estaban escritos en inglés, excluyendo aquellos escritos

en un idioma sin traducciones disponibles para la revision.

En primer lugar, los titulos fueron revisados para determinar su relevancia para el
estudio de la dinamica folicular ovarica. Luego, se buscaron articulos relacionados con los
trastornos de fertilidad a tratar. De todos estos, 57 fueron determinados pertinentes y estan
incluidos en nuestra revision. Se identificaron articulos adicionales en las bibliografias de los

estudios incluidos, asi como en un libro de texto en formato digital.

MicroARNSs en el desarrollo folicular ovéarico y esteroidogénesis

La proliferacién y apoptosis de las células ovéricas juegan un papel clave en el
desarrollo folicular ovérico, la seleccidn, ovulacion y fertilidad; asi como también en la
caracterizacion, el desarrollo y el tratamiento de trastornos reproductivos (Sirotkin et al., 2010).
Varios estudios han revelado que los miARNs estan involucrados en la proliferacion,
supervivencia, funcién y/o muerte de las células ovaricas humanas, en concreto de las CG.
Ademas, el perfil de expresion de los miARNSs también puede reflejar la calidad del 6vulo
(Sysoeva et al., 2022). Por ello, el tipo celular ovarico mas estudiado en cuanto a la regulacion
por MiARN es la célula de granulosa (Maalouf et al., 2016).
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Mediante el estudio de la expresion de marcadores de proliferacion como PCNA
(antigeno nuclear de células en proliferacion) y ciclina B1, Sirotkin et al. (2010) identificaron
64 miARNSs, de 80 miARNS testados, con un papel regulador en la proliferacion de las células
ovaricas. Once de ellos resultaron ser estimulantes de la proliferacion, mientras que 53 miARNs
inhibian la expresion de las proteinas asociadas a la proliferacion (Sirotkin et al., 2010). Un
ejemplo es miR-181a, que inhibe la proliferacion de CG al disminuir PCNA (Maalouf et al.,
2016). En publicaciones posteriores, se determind que miR-93 también promovia la
proliferacion de las CG (Maalouf et al., 2016; Zhang et al., 2019).

Por otra parte, se determind la presencia del regulador de apoptosis Bax, proteina
relacionada con este proceso y usada como marcador de apoptosis. En este caso, 57 miARNs
estaban involucrados en el control de la apoptosis, 11 de ellos promovieron la acumulacion de
Bax, induciendo la apoptosis; mientras que 46 miARNs mostraron ser inhibidores de la
apoptosis (Sirotkin et al., 2010). Asimismo, Zhang et al. (2019) revelaron que miR-106a juega
un papel en la atresia folicular. Un ejemplo de actuacion de los miARNSs en la apoptosis es el
miR-21, cuya reduccion en los ovarios anula el efecto antiapoptético de la activacion de hCG,
lo que provoca un aumento de la apoptosis de las CG y una ovulacién deteriorada (Maalouf et
al., 2016).

En un estudio anterior, Sirotkin et al. (2009) demostraron que los miARNSs pueden
controlar las funciones reproductivas, lo que resulta en una liberacion mejorada o inhibida de
progestageno ovarico, andrégenos y estrogenos. Como resultado, los microARNSs son capaces
de controlar la esteroidogénesis y la secrecion de hormonas de CG (Sirotkin et al. 2010),

teniendo un impacto directo en el proceso de atresia folicular (Zhang et al., 2019).

Ademas, hay una posible implicacion de otros miARNs, como miR-125a-3p, en la
transicion desde los foliculos primordiales a los foliculos primarios, ya que se expresan

diferencialmente durante este suceso (Maalouf et al., 2016).

En la Tabla 1, se observa un listado con las funciones biolégicas mencionadas

anteriormente relacionadas con los miARNSs que las regulan.

Existen un amplio nimero de miARNs identificados que desempefian una funcién
importante en las células ovéricas, especialmente las CG, en términos de proliferacion,
apoptosis y liberacion de hormonas, lo que tiene un efecto directo en el proceso de atresia
folicular. Los estudios han demostrado que los perfiles de miARNSs pueden reflejar la calidad

del 6vulo, que repercute en el ciclo reproductivo de la mujer.
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MicroARN Funcién Referencias

miR-7, miR-9, miR-93, miR-105, Aumenta proliferacion  Grossman y Shalgi, 2016;
miR-108, miR-128, miR-132, Maalouf et al., 2016; Sirotkin
miR-141, miR-142, miR-152, et al., 2010; Zhang et al.,

miR-188, miR-191.

let-7b, let-7c, let-7d, let-7g, miR-1,
miR-10a, miR-15a, miR-16, miR-
18, miR-19a, miR-20, miR-21,
miR-22, miR-23a, miR-24, miR-
25, miR-26a, miR-27a, miR-28,
miR-29a, miR-30a-3p, miR-31,
miR-32, miR-34a, miR-96, miR-
98, miR-99a, miR-100, miR-122,
miR-124, miR-125a, miR-125b,
miR-128, miR-129, miR-133b,

miR-134, miR-136, miR-137,
miR-139, miR-140, miR-143,
miR-144, miR-145, miR-147,
miR-148, miR-149, miR-150,
miR-153, miR-155, miR-181a,

miR-182, miR-183, miR-187.

miR-15a, miR-18, miR-25a, miR-
29a, miR-32, miR-92, miR-96,
miR-124, miR-125a, miR-136,
miR-147, miR-183.

let-7a, let-7b, let-7c, miR-1, miR-
14, miR-17-3p, miR-20, miR-21,
miR-22, miR-23a, miR-24, miR-
25, miR-26a, miR-30a-3p, miR-

31, miR-34a, miR-95, miR-105,
miR-107, miR-125b, miR-126,
miR-128, miR-129, miR-132,
miR-133a, mMiR-133b, miR-134,
miR-135, miR-137, miR-139,
miR-140, miR-144, miR-145,
miR-148, miR-149, miR-150,
miR-151, miR-152, miR-153,
miR-155, miR-181a, miR-186,

miR-187, miR-190, miR-191

let-7, miR-15a, miR-16, miR-17-
5p, miR-23a, miR-23b, miR-27b,
miR-34a, miR-125b, miR-132,
miR-133b, miR-145, miR-210,
miR-211 miR-224, miR-320, miR-
378, miR-383, miR-423-5p, miR-
513a-3p, miR-542-3p

Disminuye
proliferacion

Induce apoptosis

Inhibe apoptosis

Regula la
esteroidogénesis y los

genes relacionados con

la esteroidogénesis

2019

Grossman y Shalgi, 2016;
Maalouf et al., 2016; Sirotkin
et al., 2010; Zhang et al.,
2019

Maalouf et al., 2016; Sirotkin
etal., 2010;

Grossman y Shalgi, 2016;
Maalouf et al., 2016; Sirotkin
etal., 2010

Grossman y Shalgi, 2016; Li
et al., 2015; Maalouf et al.,
2016; Sirotkin et al., 2009

Tabla 1. Listado de miARNSs y la funcion que desempefia en el desarrollo folicular ovarico.

15



RESULTADOS Y DISCUSION

Segun los resultados de la Tabla 1, se han identificado un total de 82 miARNs que
intervienen en el desarrollo folicular ovarico. Se puede observar un mayor nimero de miARNS
con funciones inhibitorias en la proliferacion y apoptosis celular, posiblemente relacionadas

con el silenciamiento de los genes dianas en la regulacion de la expresion génica.

MicroARNSs asociados a diagndsticos de infertilidad

El reciente descubrimiento de las moléculas de miARN estables en fluidos corporales
hace plantear su uso como nuevos biomarcadores en diagnosticos clinicos de medicina. Los
microARNs en suero/plasma tienen un gran potencial como biomarcadores diagndsticos
minimamente invasivos, ofreciendo pruebas mas sensibles y especificas que las actualmente
disponibles, y permitiendo la fenotipificaciébn molecular de trastornos reproductivos (Imbar y
Eisenberg, 2014; Sgrensen et al., 2014).

Sindrome de ovario poliquistico

Uno de los trastornos reproductivos mas estudiados en el sindrome de ovario
poliquistico (PCOS, por sus siglas en inglés). El desarrollo folicular anormal es una
caracteristica distintiva del PCOS, caracterizado por ovarios poliquisticos agrandados, sangrado
menstrual anormal y un aumento en la produccién de andrégenos. Los ovarios de mujeres con
PCOS tienen al menos el doble de foliculos en crecimiento pre-antral y antral, que no se
desarrollan adecuadamente y muchos no progresan y se convierten en estructuras quisticas.
Ademas, los pacientes con PCOS tienen niveles altos de LH, andrégenos e insulina y niveles
bajos de FSH, lo que puede causar infertilidad (Baerwald et al., 2012). EI PCOS supone un
trastorno endocrino complejo y multifactorial que afecta aproximadamente al 5% al 10% de

todas las mujeres en edad reproductiva (Sgrensen et al., 2014).

Las células de la granulosa del cumulo que rodean al ovocito estan involucradas en
diferentes aspectos de la patologia del PCOS (Xu et al., 2015). La esteroidogénesis anormal,
especificamente, la secrecion de andrégenos por el ovario ha sido propuesta como la causa del
sindrome de ovario poliquistico (PCOS) (Imbar y Eisenberg, 2014). El liquido folicular
presente dentro de los foliculos de mujeres PCOS muestra una reduccion significativa en la
produccién de estradiol. Estas bajas concentraciones de estradiol dentro del foliculo pueden
afectar la maduracion de los foliculos en desarrollo, lo que favorece la acumulacion de foliculos

antrales pequefios (Chauvin et al., 2022).
La expresion de miARNs en las CG puede regular directamente la expresion de genes
especificos implicados en la foliculogénesis y la esteroidogénesis ovarica. La clave esta en
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conocer como los miARNSs controlan la liberacion de los principales esteroides ovaricos:

progesterona y estradiol (Imbar y Eisenberg, 2014).

Los miARNSs cuya expresion se ve aumentada en mujeres que presentan PCOS se

exponen en la Tabla 2 junto a las funciones que desempefian.

MicroARN  Funcion Referencias
miR-9 Inhibe la liberacion de testosterona. Incrementa Sgrensen et al., 2014
la expresion de PCNA.
miR-18b Promueve la liberacion de progesterona mientras  Sgrensen et al., 2014
inhibe la liberacion de testosterona y estradiol.
Disminuye la expresion de PCN y promueve la
expresion de Bax.
miR-21 Antiapoptético. Aumenta la expresion tras la Chen et al., 2019;
exposicién a FSH. Sgrensen et al., 2014
miR-27b Interviene  en  metabolismo  hormonal, Sgrensen et al., 2014
inflamacion,  adipogénesis.  Correlacionado
positivamente con la testosterona.
miR-30c Aumenta la expresion tras la exposicion a FSH.  Sgrensen et al., 2014
miR-103 Promueve la liberacion de progesterona mientras  Sgrensen et al., 2014
que inhibe la liberacion de estradiol. Interviene
en el metabolismo hormonal.
miR-135a Reduce la liberacibn de progesterona y Sgrensen etal., 2014
testosterona. Disminuye la expresion de Bax.
miR-146a Reduce la liberacion de progesterona, estradioly Chen et al., 2019;
testosterona. Asociado negativamente con la Sgrensen et al., 2014
testosterona sérica
miR-155 Inhibe la liberacion de testosterona. Disminuye Sgrensen et al., 2014
la expresion de PCNA. Disminuye la expresion
de Bax.
miR-222 Asociada a diabetes tipo 2. Correlaciona Chen et al, 2019;
positivamente con insulina del suero. Aumenta Sgrensen et al., 2014
la secrecidn de estradiol.
miR-224 Induce la proliferacion de CG a través de TGF- Sgrensen et al., 2014
B1. Incrementa la liberacion de estrogenos.
miR-320 Aumenta ante la resistencia de insulina. Chen et al, 2019;
Desacelera la proliferacion celular y la Sgrensen etal., 2014
produccion de estradiol.
miR-383 Favorece la liberacion de estradiol. Sgrensen et al., 2014
miR-423-3p  Favorece la progresion del tumor dirigiéndose a Xu et al., 2015

AdipR2.
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MicroARN  Funcion Referencias

miR-3651 Biomarcador potencial del carcinoma de células Xu et al., 2015
escamosas de la cavidad oral.

miR-3653 Asociado con un mayor riesgo de enfermedad Gill et al., 2019; Xu et al.,
metastdsica en tumores neuroendocrinos 2015
pancreaticos.

miR-151b Biomarcadores pronosticos del linfoma del Xu etal., 2015
sistema nervioso central primario.

miR-1273g-  Contribuye a la patogénesis de la enfermedad de Kim et al., 2021; Xu et al.,

3p Alzheimer mediante la regulacion de la 2015
expresion de genes mitocondriales.

miR-590-5p Inhibe el crecimiento celular mediante la Xuetal., 2015
inhibicion dirigida de S100A10.

miR-3648 Biomarcador para la prediccion del prondstico Dong et al., 2022; Xing,
en el cancer de pulmoén no microcitico y 2019; Xuetal., 2015
promueve la proliferacion de células de cancer
de prostata mediante la inhibicion de la poliposis
adenomatosa coli 2.

miR-7845- No se ha descrito ain su funcién. Xu et al., 2015

5p

miR-93 Promueve la proliferacion celular. Chenetal., 2019

miR-509-3p  Mejora de la secrecion de estradiol. Chen et al., 2019

miR-122 Relacionado con el glucometabolismo y el Chenetal., 2019
desarrollo del foliculo ovérico.

miR-193b Relacionado con el glucometabolismo y el Chenetal., 2019
desarrollo del foliculo ovérico.

miR-194 Relacionado con el glucometabolismo y el Chenetal., 2019
desarrollo del foliculo ovérico.

miR-200b Relacionado con la regulacién pituitaria de la Chen et al., 2019
ovulaciéon humana.

miR-429 Relacionado con la regulacién pituitaria de la Chenetal., 2019

ovulacion humana.

Tabla 2. MicroARNSs sobreexpresados en presencia de PCOS y su funcion.

Maalouf et al. (2016) observaron que la sobreexpresion de miR-93, altamente expresado

en ovarios poliquisticos humanos, aumenta la proliferacion celular en células tumorales de

granulosa humana. El patron de expresion de miR-93 no ha sido descrito en las CG de los

ovarios sanos y, por lo tanto, no esta claro si su papel en la proliferacion de estas células es

general o se limita a células en un entorno similar al del PCOS (Maalouf et al., 2016).
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En general, muchos de los miARNs mencionados en la Tabla 2 desempefian diferentes
funciones relacionadas con la secrecion anormal de hormonas caracteristica del PCOS. A pesar
de ser uno de los trastornos reproductivos mas estudiados, muchas funciones de miARNSs
sobreexpresados bajo este diagndstico no han sido descritas. Es por ello que estos datos solo
representan una pequefia parte del panorama general y se necesitan mas estudios para

comprender completamente el papel de los miARNSs en el PCOS.

Endometriosis

La endometriosis es una enfermedad inflamatoria cronica dependiente del estrégeno que
afecta a las mujeres en edad reproductiva, causando infertilidad y dolor pélvico (Sanchez et al.,
2017). Se define como la presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina,
especificamente en la cavidad pélvica, aunque esta definicion incluye enfermedades
asintomaticas y excluye ubicaciones extra-peritoneales (Benagiano et al., 2014; Broi et al.,
2019). Esta enfermedad afecta aproximadamente al 6-10% de las mujeres en edad reproductiva

y es una causa comun de infertilidad femenina (Bjorkman y Taylor, 2019; Dan et al., 2022).

Las posibles causas de la infertilidad relacionada con la endometriosis son la displasia
folicular, la reduccion en la calidad del ovocito y la interrupcion mecanica causada por
adherencias pélvicas y quistes ovaricos ectopicos en mujeres con endometriosis avanzada.
Ademas, la endometriosis puede reducir la receptividad endometrial, lo que afecta la
implantacion del embrion y, por ende, la eventual concepcidn. Aungue las causas exactas aun
no se comprenden completamente, multiples factores parecen estar involucrados, incluyendo
disfunciones inmunoldgicas, hormonales y ovéricas, asi como inflamacion y estrés oxidativo
(Bjorkman y Taylor, 2019; Broi et al., 2019; Lin et al., 2020; Tanbo y Fedorcsak, 2017).

Varios miARNS han sido identificados como biomarcadores de esta enfermedad. Como
se muestra en la Tabla 3, la expresion de ciertos miARNSs juegan un papel en la fisiopatologia
de la endometriosis, como la proliferacion celular, la adhesion, la migracion, la invasividad, la
sefializacion inflamatoria o la sefializacidn de estrogenos y progesterona, incluyendo su impacto
en la fertilidad (Bjorkman y Taylor, 2019; Dan et al., 2022; Zhang et al., 2019).
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MicroARN

Funcién

Referencias

miR-29c

miR-196a

miR-194-3p

miR-125b

miR-145
miR-199a

miR-451

miR-138
miR-135
miR-429
miR-143-3p
miR-99a

miR-99b
miR-126

miR-100

miR-150

Implicado en la resistencia a la progesterona.
Represion del co-chaperén del receptor de
progestina. Disminuye los marcadores de
decidualizacion.

Implicado en la resistencia a la progesterona.
Disminuye las proteinas receptoras de
progesterona.

Implicado en la resistencia a la progesterona.
Disminuye la expresion de receptores de
progesterona en el endometrio. Disminuye la
decidualizacion.

Regula la sefializacion de citoquininas
inflamatorias. Impacto en la migracién celular
del desarrollo de la endometriosis.

Inhibe la proliferacion celular y la invasividad en
las lineas celulares endometriales primarias.

Reduce la adhesion, la migracion y la invasivida
en las lineas celulares endometriales primarias.

Disminuye los factores inhibidores de
macrofagos y deteriora la supervivencia celular,
lo que los autores sugieren puede representar un
mecanismo para limitar la proliferacion celular
excesiva en lesiones ectdpicas.

Disminuye la apoptosis e incrementa la
inflamacion en las células endoteliales uterinas.

Promueve la proliferacién e invasion de las
células estromales del endometrio.

Regula la proliferacion, invasion y apoptosis de
las células tumorales.

Inhibe la proliferacién e invasion de células

endometriales del estroma mediante la
inactivacion de la autofagia.

Funcion en endometriosis desconocida (FED).
FED

Regula negativamente la expresion de BCAR3
para promover la migracion celular y la invasion
en la endometriosis.

Promueve la invasion a través de la atenuacion
de la expresion de SMARCD en células
estromales ovaricas.

FED

Bjorkman y Taylor, 2019

Bjorkman y Taylor, 2019

Bjorkman y Taylor, 2019

Bjorkman y Taylor, 2019

Bjorkman y Taylor, 2019;
Teague et al., 2010
Bjorkman y Taylor, 2019

Bjorkman y Taylor, 2019

Zhang et al., 2019
Dan et al., 2022
Guy Zhou, 2021

Teague et al., 2010; Yang
etal., 2021

Teague et al., 2010
Teague et al., 2010

Meng et al., 2019; Teague
etal., 2010

Teague et al, 2010;
Takebayashi et al., 2020

Teague et al., 2010
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MicroARN  Funcion Referencias
miR-125a FED Teague et al., 2010
miR-223 Reduce la capacidad de invasion y migracion de Teague etal., 2010; Xue et
células estromales eutOpicas y ectopicas del al., 2022
endometrio.

miR-194 Regula la via de sefializacion STAT1/mTOR de Teague et al., 2010; Zhao
las células endometriales ectdpicas de ratones. et al., 2020

miR-365 FED Teague et al., 2010

miR-142-3p  Suprime la endometriosis mediante laregulacion Ma et al., 2019; Teague et
de la autofagia mediada por KLF9. al., 2010

miR-1 FED Teague et al., 2010

Tabla 3. MicroARNs implicados en la endometriosis y su funcion.

Se ha demostrado que la desregulacion de los miARN afecta varias vias bioldgicas en
relacion con la endometriosis. La proliferacion celular es la via mas cominmente afectada, pero
también se ven afectadas otras vias como la apoptosis, la angiogénesis, la adhesion celular, la
invasion o migracion de las células endometriales, la produccion de citoquinas inflamatorias y
la sefializacién de hormonas esteroides, como la sefializacion de estrégenos o la resistencia a la

progesterona.

La resistencia a la progesterona es especialmente importante para la fertilidad, ya
progesterona induce la decidualizacion de las células endometriales que se requiere para un
embarazo normal y esta resistencia se asocia a un fallo de regulacion de los reguladores del
ciclo celular, una mayor proliferacion celular y un estado proinflamatorio en el endometrio
(Bjorkman y Taylor, 2019).

Respuesta ovarica deficiente

En los ciclos de fecundaciéon in vitro (FIV) o inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) el numero recogido de ovocitos esta por debajo del valor esperado a
pesar de la estimulacién ovarica llevada a cabo. Esto se debe a la presencia de una respuesta
ovarica deficiente (POR, por sus siglas en inglés) a la estimulacion y es uno de los campos méas

desafiantes en la medicina reproductiva (Busnelli y Somigliana, 2018; Ozkan, 2019).

La respuesta ovarica deficiente (POR) puede ser una sefial temprana de envejecimiento
ovarico y de una reduccion en la reserva ovérica. ES una condicion caracterizada por una
disminucion del namero de foliculos y niveles bajos de estradiol después de la estimulacion
ovérica controlada durante los procedimientos de fecundacion in vitro y transferencia de

embriones (Luo y Sun, 2023).
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En el estudio realizado por Luo et al. (2019) se recuperaron ovocitos de pacientes
sometidas a FIV que cumplian con los criterios de un POR: (i) una edad materna avanzada (>40
afios) u otro factor de riesgo para una reserva ovarica deficiente (POR); (ii) una POR previa (<3
ovocitos en un protocolo de estimulacion convencional); o (iii) una prueba de reserva ovarica
anormal (por ejemplo, un recuento de foliculos antrales de 5-7 foliculos). En la Tabla 4 se
recogen los resultados recogidos en el estudio anterior, ademas de incluir los miARNSs

recopilados en la busqueda bibliografica realizada por Luo y Sun (2023).

MicroARN  Funcion Referencias
miR-15a-5p  Suprime la apoptosis de CG. Luo y Sun, 2023
miR-23a Promueve la apoptosis de CG. Luoy Sun, 2023

miR-21-5p Suprime la apoptosis de CG y la maduracién de Luoy Sun, 2023
los ovocitos. Mejora la produccion de estradiol e
induce la proliferacion celular.

miR-146a Promueve la apoptosis de CG. Luo et al., 2019; Luo y
Sun, 2023

miR-122-5p  Promueve la apoptosis de CG. Luo et al., 2019; Luo y
Sun, 2023

miR-133a- Funcién en POR desconocida (FPD). Luo et al., 2019; Luo y

3p Sun, 2023

miR-27a FPD Luo etal., 2019

miR-654-5p  FPD Luo et al., 2019

miR-184 FPD Luo etal., 2019

miR-3614- FPD Luo etal., 2019

5p

miR-431-3p FPD Luo et al., 2019

miR-380-5p FPD Luo etal., 2019

miR-542-3p FPD Luo et al., 2019

Tabla 4. MicroARNSs sobreexpresados en presencia de POR y su funcion.

Atendiendo a los datos de la tabla 4 la mayor parte de los miARNs mencionados
desempefian un papel importante en la regulacion de la apoptosis. Mientras que miR-15a-5p y
miR-21-5p tienen un efecto supresor sobre la apoptosis y pueden tener un impacto positivo en
la preservacion de los ovocitos, miR-23a, miR-146a y miR-122-5p promueven la apoptosis y
podrian tener un efecto negativo en la reserva ovarica. Estos hallazgos sugieren que los

microARNSs desempefian un papel clave en la funcion de los ovocitos en la reserva ovarica.
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Edad materna avanzada

La edad materna avanzada (AMA), que se define consistentemente como >35 anos, se
ha convertido en un problema critico de salud publica. El deterioro natural de la capacidad
reproductiva femenina, especialmente en mujeres de AMA, tiene principalmente dos causas: 1)
un progresivo agotamiento del nimero de ovocitos en el ovario; y 2) una disminucion de la
calidad de los ovocitos relacionada con la edad. La disminucion progresiva en la cantidad de
ovulos en los foliculos ovaricos en mujeres de AMA asegura que estas tengan menos 6vulos en
sus ovarios, los cuales también presentan una calidad disminuida y mayor predisposicion a

anomalias cromosomicas y meioticas (Attali y Yogev, 2021; Seshadri et al., 2021).

El perfil de miARN en el liquido folicular de mujeres de edad avanzada difiere del perfil
de miARN en mujeres jovenes. Se ha demostrado que la expresion de miARN en las vesiculas
extracelulares del liquido folicular se correlaciona con la tasa de fertilizacion y la calidad
embrionaria. En el trabajo realizado por Sysoeva et al. (2022) se eligieron 6 miARNs (miR-21-
5p, miR-888-5p, miR-424-3p, miR-214-3p, miR-190b-5p y miR-134-5p), que, segun diferentes
autores estan asociados con cambios relacionados con la edad en el sistema reproductivo
femenino. Los resultados del estudio muestran que la expresion de miR-134-5p y miR-21-5p
fue significativamente mayor en las mujeres de edad avanzada con fallo recurrente de
implantacion en comparacion con las mujeres jovenes con su primer intento de FIV (Sysoeva
etal., 2022).

El perfil de expresion de cuatro miARNSs en el liquido folicular de mujeres jovenes (<31
afios) y mujeres de edad avanzada (>38 afios) mostré que miR-21-5p estaba presente en niveles
significativamente mas altos en mujeres jévenes, mientras que se observaron miR-99b, miR-

134 y miR-190b en el liquido folicular de mujeres de edad avanzada (Sysoeva et al., 2022).

El miR-190b juega un papel importante en la regulacion de la expresion de
proteoglicanos de sulfato de heparano en foliculos periovulatorios y también puede contribuir
al metabolismo anormal de la glucosa en los foliculos de mujeres de edad avanzada. Mientras
que miR-21-5p se considera un factor antiapoptdtico. Los altos niveles de apoptosis de las CG
en mujeres de edad avanzada pueden estar asociados con la disminucion de miR-21-5p en
combinacion con niveles mas altos de miR-134 (Sysoeva et al., 2022).

La AMA esta asociada con una disminucion en la fertilidad debido a la disminucion de
la reserva ovarica y la calidad de los évulos. Cabe destacar la importancia de que las mujeres
sean conscientes de estos factores y busquen asesoramiento médico en técnicas de reproduccion

asistida si desean concebir en edades mas avanzadas.
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Red de interaccion microARN-enfermedad reproductiva

Por medio de la plataforma miRNet, se obtuvo como resultado una red de interacciones
entre 47 miARNs y 591 enfermedades identificadas. Dentro de las mismas, fueron
seleccionadas las enfermedades de interés reproductivo: sindrome de ovario poliquistico y

endometriosis.

Haciendo uso de las funciones del programa, las interacciones entre miARNs-PCOS y
miARNs-endometriosis se resaltaron. De esta forma, en la Figura 5 se observan destacados en
color amarillo 11 miARNSs (nodos cuadrados) vinculados al sindrome de ovario poliquistico
(nodo pentagonal). Mientras que, en la Figura 6, en color rojo, se presentan 13 miARNSs

asociados a la endometriosis.

Con respecto a la interaccién entre miARNs y PCOS (Figura 5), se puede observar que
de los 11 miARNSs vinculados, dos de ellos, miR-23b y miR-223, no se habian valorado en los

resultados descritos anteriormente.
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Figura 5. Red de interaccibn miARN-enfermedades. Se destaca la interaccion miARN-
PCOS en color amarillo. Obtenido a partir del programa MiRNet.
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Por otra parte, la interaccion entre miARNSs y la enfermedad de endometriosis (Figura
6) ha aportado, de los 13 miARNSs resultantes, 6 miARNs (miR-23b, miR-27b, miR-191, miR-
200b, miR-214, miR-222) vinculados a la endometriosis que no se habian considerado en la

revision bibliografica.
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Figura 6. Red de interaccion miARN-enfermedades. Se destaca la interaccion miARN-
endometriosis en color rojo. Obtenido a partir del programa MiRNet.

Si se analizan las interacciones entre los miARNs y las enfermedades PCOS y
endometriosis, se visualizan miARNSs que coinciden en la intervencion de ambas enfermedades.
Los miARNs en cuestion son miR-223, miR-194, miR-23b y miR-27b, que desarrollan
funciones tanto en la esteroidogénesis como en el desarrollo y proliferacion del foliculo ovarico
mencionadas en las tablas anteriores.

La complejidad de como los miARNSs interacttan, regulan y se expresan supone desafios
para el estudio de su funcién. Para entender como acttan en la funcién ovarica se necesita
comprender la red completa de interacciones entre los miARN y sus objetivos, considerando el

contexto hormonal y los factores de crecimiento que rigen el desarrollo y funcién del ovario.
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Comprender mejor el papel de los miARNSs en el ovario podria tener un gran impacto en la
salud reproductiva, ayudando a un diagnostico mas rapido de trastornos en la reproduccion,
mejorando la calidad y supervivencia de los embriones durante la reproduccién asistida y

disefiando nuevos métodos anticonceptivos.

En este sentido, no solo es importante poder identificar marcadores moleculares de este
proceso, sino también poder disponer de métodos sencillos y rapidos de cuantificacion de los
mismos, que permita una implantacion rutinaria de su utilizacion en los procedimientos clinicos
de reproduccion asistida. La ventaja que proporciona las moléculas de miARNs como
marcadores moleculares reside en que podrian estar disponibles pruebas de diagndstico
econdmicas en un futuro cercano, ya que se ha demostrado que los miARNSs son estables en
muestras como la sangre seca en papel de filtro y existen métodos de amplificacion isotérmica
para miARN. También se estan desarrollando técnicas de medicion de miARN basadas en
nanoporos que, si se perfeccionan, podrian permitir pruebas de miARN simples, rapidas y muy
sensibles, allanando el camino para perfiles de miARN ampliamente disponibles en pruebas
clinicas (Pritchard et al., 2012).
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Conclusiones

1.

Los microARNSs estan involucrados en la proliferacion, apoptosis, funcion y liberacion de
hormonas de las células ovaricas humanas, en concreto de las células de la granulosa, durante
el desarrollo folicular ovarico y la vida reproductiva de las mujeres.

En este estudio se identificd un total de 137 microARNSs relacionados con el desarrollo y
funcion ovérica: 30 de ellos intervienen en el sindrome de ovario poliquistico, 282 estan
relacionados con la endometriosis, 13 se sobreexpresan en condiciones de respuesta ovarica
deficiente y 8 se vinculan a la edad materna avanzada.

El perfil de expresion de microARNs para los diferentes trastornos reproductivos sirven
como marcadores moleculares de diagnosticos de fertilidad.

El uso de la herramienta MiRNet ha permitido establecer nuevas relaciones de miARNSs con
las patologias PCOS y con endometriosis a partir de los datos de expresion de miARNs
publicados por diferentes grupos de investigacion.

Las redes de interaccion entre los microARNSs constituyen una herramienta efectiva para la
identificacion de miARNs con un posible papel fisioldgico en enfermedades reproductivas

no detectados previamente de forma experimental.

Conclusions

1.

MicroRNAs are involved in the proliferation, apoptosis, function, and hormone release of
human ovarian cells, specifically granulosa cells, during ovarian follicular development and

women's reproductive life.

In this study, a total of 137 microRNAs related to ovarian development and function were
identified: 30 of them are involved in polycystic ovary syndrome, 28 are related to
endometriosis, 13 are overexpressed in poor ovarian response conditions, and 8 are linked

to advanced maternal age.

. The microRNA expression profile for different reproductive disorders serves as molecular

diagnostic markers for fertility.

The use of MiRNet tool has allowed establishing new relationships of miRNAs with PCOS
and endometriosis pathologies based on miRNA expression data published by different

research groups.

The interaction networks among microRNAs constitute an effective tool for the
identification of miRNAs with a potential physiological role in reproductive diseases that

were not previously detected experimentally.
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