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Resumen

Se sabe que el tracto reproductor femenino no es estéril, sino que esta colonizado
por comunidades microbianas. A raiz de las nuevas técnicas de secuenciacién y mejoras de los
sistemas bioinformaticos se ha producido una proliferacion de los trabajos para llegar a
entender la composicion de estos ecosistemas microbianos y su relacion con la salud y
desdrdenes ginecoldgicos, asi como con los resultados reproductivos. El objetivo de este
trabajo es ofrecer un resumen del estado actual del tema, dénde existen discrepancias y
puntos de mejora y qué se puede esperar al respecto en relaciéon con las técnicas de

reproduccion asistida y su aplicacion en el ambito clinico.

Abstract

It is known that the female reproductive tract is not sterile, but rather is colonized by

microbial communities. As a result of new sequencing techniques and improvements in
bioinformatic systems, there has been a proliferation of work to understand the composition
of these microbial ecosystems and their relationship with gynecological health and disorders,
as well as with reproductive outcomes. The objective of this work is to offer a summary of the
current state of the subject, where there are discrepancies and areas that can be improved,
and what can be expected in this regard in relation to assisted reproduction techniques and

their application in the clinical setting.
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Introduccion

Los avances en medicina reproductiva han permitido una mayor tasa de fecundacion,
mientras que las tasas de embarazo se han mantenido muy parecidas a lo largo de los afios.
El proceso de implantacién embrionaria es un punto critico en las parejas infértiles, el cual
sigue siendo una caja negra en el conocimiento del proceso de reproduccién. Entre el
trofoblasto embrionario y el endometrio materno se produce una interferencia o “cross-talk”
qgue desencadenara una serie de activacion e inactivacion de genes. Las hormonas esteroides
tales como la progesterona o el estrogeno promoveran la implantacion de diversas maneras.
Asi, la implantacion requiere de un embrién sano, un endometrio receptivo y una sincronia

entre ellos (1). ¢Qué otros factores estan impidiendo una mayor tasa de recién nacido vivo?.

Microbioma del tracto reproductor femenino

Existe una correlacidén entre los cambios en la composicién del microbioma del tracto
reproductor femenino (TRF) y patologias obstétricas y ginecolégicas. Un ecosistema
microbiano equilibrado y sano se dice que esta en eubiosis mientras que estara en disbiosis si
esta en desequilibrio homeostatico (2). No esta clara la relacién entre disbiosis y enfermedad,
pero el estudio de la configuracion del microbioma ayuda a establecer la relacién entre
comunidades bacterianas y desdrdenes reproductivos y ginecoldgicos, por lo tanto, es
importante en el contexto de la reproduccion y los tratamientos de fertilidad (3).

Durante casi un siglo (1900) se pensé que la cavidad uterina era estéril. En 1980 se
comienza a investigar el microbioma del TRF mediante métodos de microscopia y
dependientes de cultivo, a pesar de sdlo ser cultivables un 1% de las bacterias. Zonas como la
vagina y el cuello uterino eran zonas sencillas de muestrear, pero no ha sido hasta la
secuenciacion de alto rendimiento conocida como “Next Generation Sequencing” (NGS) y la
secuenciacion del gen 16S rRNA que han empezado a proliferar lo estudios del microbioma
del TRF y especialmente el uterino, pudiéndose secuenciar la totalidad de microorganismos
(2). El Proyecto Microbioma Humano (HMP por sus siglas en inglés) lanzado en el 2007 tiene
como objetivo la identificacién y caracterizacién de los microorganismos asociados a los
humanos (2). Sin embargo, con la secuenciacién por NGS, comenzaron también a verse

limitaciones en este tipo de estudios, como por ejemplo, los controles de los reactivos, el
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tamaiio de la cohorte y la demografia de los pacientes, asi como la eleccidén de pacientes sanas
como control, la recoleccion de la muestra (y la posibilidad de contaminacion) y los métodos
de secuenciacién entre otros (1,4). La complejidad de este tipo de estudios hace dificil
establecer un microbioma fisiolégico ideal o “core” o central del TRF (cérvix, cavidad uterina,
trompas de Falopio y ovarios) que estd aun por dilucidar y, en mayor medida, el endometrial

(2).
Hipotesis

Se plantea la hipdtesis: ¢El estudio de la microbiota del tracto reproductor femenino

tiene una aplicacion clinica real en la reproduccién asistida a dia de hoy?

Obijetivos

1. Llevar a cabo una revision bibliografica sobre el estado actual del estudio del
microbioma del tracto reproductor femenino (centrado en la edad reproductora),
su relacién con la salud reproductiva e implicacién en el dambito de la
reproduccién asistida.

2. Cualessonlos avances en esta materia, hacia dénde apuntan los estudios actuales

y cudles son las perspectivas de futuro.

Materiales y métodos

Se definieron como palabras clave: Microbiome, Microbiota, Fertility, Infertility
Female Reproductive Tracty IVF.

Las bases de datos consultadas fueron Pubmed, Google Scholar y MEDLINE vy el
periodo de cobertura fue desde el afio 2017 hasta 2022, salvo un articulo de gran relevancia
sobre el tema tratado del afio 2012. Se recopilaron articulos de revistas indexadas en inglés
dando preferencia a las de mayor indice de impacto. Sélo se consideraron los articulos
originales en inglés y se excluyeron editoriales, papers de conferencias y congresos, opiniones

y cartas al director.
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Resultados

Evolucién del estudio del microbioma

Los métodos para identificar las especies bacterianas han evolucionado desde los
basados en métodos de cultivo o culturdmica, con baja resolucion de las comunidades
bacterianas, hasta los mas recientes y empleados que son los independientes de cultivo,
basados en el estudio molecular del microbioma y el gen rRNA 16S. Los estudios basados en
métodos de cultivo y la microscopia son informativos, pero sélo detectan una pequeia
proporcién de organismos vivos y no son representativos del nicho ecolégico a investigar.
Aunque la identificacion fenotipica o morfoldgica por microscopia o cultivo aun tiene su lugar,
las tecnologias de secuenciacidén con genes marcadores asociados a la taxonomia, como el 16S
rRNA o la secuenciacién del genoma completo, son los mas empleados en la actualidad. La
microbiota gastrointestinal se estima que supone el 29% del total y la urogenital supondria un
9%. El microbioma que habita en simbiosis en los distintos lugares del ser humano tiene un
rol importante en la defensa contra enfermedades y el microbioma del TRF en concreto,
ademas, influye en los resultados reproductivos, como su conocido papel en la colonizacion

del recién nacido, impactando en su neurodesarrollo y sistema inmune (2,5).

Como se estudia hoy en dia

A la hora de disefiar un estudio en el contexto del microbioma, y sobre todo el
endometrial, se estudian las diferencias en la estructura de la comunidad microbiana,
composicion y genética o funcién entre cohortes separadas (de tipo caso-control o estudios
transversales) o a lo largo del tiempo (estudios longitudinales). Se trata de ver la estabilidad
de la comunidad microbiana mas que los taxones especificos presentes (6).

La falta de estandarizacién de estos estudios, debido en gran parte a diversas
dificultades asociadas a los siguientes puntos, sigue siendo la principal dificultad de estos
estudios.

Métodos de muestreo. En general emplean hisopos vaginales o cervicales. Para el
muestreo del endometrio por via transcervical se emplean los catéteres de transferencia
embrionaria o la histerectomia (7,8). Uno de los puntos criticos es evitar la contaminacion.

Hay distintos tipos de hisopos, tubos, o de soluciones tampones y la muestra puede ser

7
Master Universitario en Biologia y Tecnologia aplicada a la Reproduccion Humana Asistida
Moédulo VII: TRABAJO FIN DE MASTER



Universidad IVIRM
Europea MADRID
recogida por la propia paciente o por un profesional. Otro punto clave es el almacenamiento

hasta el procesado para evitar la contaminacion o el sobrecrecimiento bacteriano (6,8).

Los métodos de anadlisis dependientes de cultivo o culturémica, posterior tincién y

observado de la morfologia o de reacciones bioquimicas: Llevan mucho tiempo y sélo
informan sobre aquellas bacterias a las que se les ha proporcionado el sustrato de crecimiento
en el medio de cultivo, por lo que no ofrece una imagen representativa del nicho objeto de
estudio. La tincion de las gram junto con morfologia permite obtener la evaluacién de Nugent,
que cuantifica los morfotipos correspondientes de bacilos Gram negativos pequefios, Gram
positivos grandes y bacilos Gram variables curvos para el diagndstico de vaginosis bacteriana
principalmente (5).

El uso de las técnicas moleculares independientes de cultivo ha crecido

exponencialmente en los ultimos diez afos. Basadas en el estudio molecular del microbioma
y secuenciando del ARNr 16S (o de los genes que lo codifican), que es un componente de la
subunidad pequeiia de 30S del ribosoma procariota muy conservado. Permitiendo establecer
relaciones filogenéticas entre los organismos procariotas y la identificacion de las bacterias
rapida y precisa. La reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) se emplea para
la deteccidn, cuantificacidn e identificaciéon de distintas especies bacterianas. A la hora de
identificar patogenos, la mayor limitacidn es que se tiene que conocer de antemano la
secuencia genética del DNA que se quiere investigar (2,5).

Secuenciacion de nueva generacion (NGS). A partir de esta tecnologia se pudieron
estudiar simultdneamente gran numero de bacterias secuenciando el rRNA 16S, en
combinacidn con el progreso de la bioinformatica que establece las agrupaciones en funcién
de las similitudes (2).

La secuenciacidén gendmica completa (WGS) estudia todos los genomas bacterianos,
la funcién de los distintos genes, estructura y organizacién y no sélo algunas secuencias de
interés (2).

Analisis IS-pro o técnica de analisis de espacios intergénicos. Amplifica dichas
regiones que son variables y especificas de cada grupo bacteriano. Esta nueva técnica de
creacién de perfiles basada en gPCR para el andlisis de alto rendimiento de la microbiota

intestinal humana, combina el reconocimiento de especies bacterianas en funcién de la
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longitud de la regidn interespacial del ADNr 165-23S, con la clasificacion taxondmica mediante

el etiquetado de cebadores de PCR con fluorescencia especifica del filo secuencias (5,7).

Sample and
metadata collection

Detection of
microorganisms

Marker gene analysis

etagenomics Metatranscriptomics Metaproteomics Meta-metabolomics
(e.g. 16S rRNA gene) Metag iptomi P :

Bioinformatic
analysis

¢ l l J ¢ l J
Taxonomic and
plogbadub Functional Functional
distributional % ¢
potential activity

analysis

Figura 1. Diagrama de muestreo, deteccion y analisis bioinformatico del microbioma del

TRF humano (6).

Colonizacion del TRF por los microrganismos e interrelacion entre

microbiomas de otras zonas corporales.

Aunque se pensaba que el tracto genital superior era estéril, con las nuevas técnicas
de secuenciacién se ha visto que la microbiota del TRF se encuentra en todas las zonas (vagina,
cérvix, endometrio, trompas y ovarios) y ademads es diferente y caracteristica en cada una de
ellas. Dentro de un mismo individuo, existe una continuidad microbiana desde la vagina que
va cambiando gradualmente en las distintas zonas (9).

Los microorganismos pueden haber llegado a la cavidad uterina por distintas vias
como la ascension por la vagina o semen, el torrente sanguineo, el intestino e incluso la
cavidad oral y ciertamente también se puede dar mediante las intervenciones realizadas en
RA. También se especula con que cada zona tiene su propia comunidad (hay algunas bacterias

gue se encuentran exclusivamente en un lugar o en otro) (1).
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Aunque la microbiota intestinal escapa al objeto de este trabajo, debido a la
interconexion de las comunidades bacterianas que habitan en los distintas zonas del cuerpo,
cabe mencionar el papel que la flora intestinal tiene en el sistema reproductor femenino. La
figura 2 de Baker et al. (10) recoge la interconexion de ambos microbiomas y el papel
estrogénico de la microbiota intestinal. Los fitoestrégenos (estrégenos de origen vegetal
provenientes de la alimentacidn) y estréogenos conjugados de las secreciones acidas biliares
son desconjugados a su forma activa por la B-glucuronidasa, sintetizada a su vez por la
microbiota intestinal. Esto permite a los estrégenos y fitoestrégenos ser reabsorbidos y
trasladados por el flujo sanguineo hacia sitios mas distales, como el TRF, donde actuaran en
los receptores estrogénicos. Los fitoestrégenos tienen efectos opuestos a los estrégenos en el
TRF y su activacion se da de la misma manera. La disbiosis en el intestino conlleva una
disminucion de la diversidad microbiana y una cantidad de enzimas capaces de sintetizar
menores cantidades de metabolitos, produciendo una disminucién en la conjugacion de
estrégenos que no pasaran a su forma activada y disminuyendo asi la circulacién de éstos en
el torrente sanguineo. Ademads, esta disbiosis afecta a la integridad de la membrana intestinal
gue hace que se pierdan las uniones celulares aumentando la permeabilidad intestinal y
facilitando la translocacion bacteriana que a su vez produce inflamacidn sistémica y aumenta
el riesgo de enfermedad. El papel fisioldgico del estrédgeno en el tracto reproductivo femenino
se da por regulacién del microambiente, por aumento del grosor epitelial, aumentando los
niveles de glucégeno, por aumento de la secrecidon mucosa y disminucion del pH vaginal a
través del favorecimiento de los Lactobacilliy su produccion de acido lactico(10).

Se produce una interaccidn entre las mucosas de las distintas zonas del cuerpo a
través de la respuesta inmune pero también con el intercambio bacteriano y de metabolitos.
Una disbiosis en una zona puede impactar sobre el ambiente inmune de la mucosa de otra
zona, por ejemplo, hay una asociacion entre la infeccidn oral y la colonizacidn de la placenta
por especies de flora oral (4).

Existe una fuerte correlacidon entre el microbioma vaginal, cervical y uterino en una
misma mujer. La tendencia es que el microbioma cambia progresivamente desde el tracto
genital inferior hasta el superior, siendo mayor la cantidad de Lactobacillus en el tracto inferior
que en el uterino (11). Las diferencias en la composicion del microbioma humano y en
concreto del vaginal podrian deberse a exposiciones ambientales Unicas y a la dieta (7).
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Figura 1. Interconexién entre el intestino y el TRF y el papel estrogénico de la microbiota
intestinal. Modificado de Baker et al. (10). A) Los estrégenos y fitoestrégenos conjugados
secretados por acidos biliares son desconjugados a través de la secrecién bacteriana de B-
glucuronidasa. Son asi metabolizados y translocados desde el intestino al torrente
sanguineo. B) Transporte a las mucosas distales a través del sistema circulatorio de los
metabolitos de estrogenos y fitoestrogenos. C) Los metabolitos de estrégenos vy
fitoestrogenos luego actuan sobre los receptores de estrégenos en sitios distales (ejemplo,
epitelio vaginal). D) La unidon del receptor de estrégeno en el epitelio vaginal conduce a
cambios fisiolégicos a través de la activacion de genes “downstream”, efectos epigenéticos
y cascadas de sefalizacidn intracelular. La disbiosis en el microbioma intestinal puede
afectar a la homeostasis en este sitio a través de la alteracion del metabolismo de los
estrégenos. Una disminuciéon en la diversidad de la microbiota intestinal implica una
disminucidn en el metabolismo de los estrégenos por falta de bacterias metabolizadoras de
los mismos dandose una reduccién de los estrogenos circulantes.
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Composicion vaginal

La cavidad vaginal es la zona del TRF mas facil de muestrear. Kroon et al. (12) clasifican el
microbioma vaginal de mujeres sanas en cinco tipos de estados (“community state types” o
CST) que se diferencian por sus especies dominantes y sus valores de pH. En el CST I, II, llly V
predominan L. crispatus, L. gasseri, L. iners y L. jensenii respectivamente. En CST IV
predominan mas los géneros estrictamente anaerobios y facultativos (Dialister, Gardnerella,
Atopobium y Sneathia) en detrimento de Lactobacilli. El grupo IV tiene distintas agrupaciones
dividiéndose asi en los subgrupos CST IV-A y CST IV-B, donde el subgrupo IV-A contiene
cantidades moderadas de Lactobacillus spp. y anaerobios estrictos, mientras que IV-B tiene
una mayor proporcion de especies asociadas a vaginosis bacteriana (12). Se han descrito
dinamicas temporales de estas CST en la vagina donde ni el cambio en la composicién de estas
comunidades bacterianas ni los altos niveles de diversidad de especies estan relacionados con
sintomas o problemas de salud. También se han establecido microbiomas tipo en funcion del
CST mas frecuente como CST | y IIl en muestras de controles sanas. Sin embargo, sigue siendo
una tarea pendiente el establecer una firma microbiana vaginal, entendida como un grupo de
taxones bacterianos que sea predictivo de un fenotipo sano. Aunque el conocimiento actual
apunta a que, en una mujer sana no embarazada, el microbioma vaginal tiene una alta carga

bacteriana con especies de Lactobacillus (11).

Composicion cervical

En el cérvix, la abundancia de Lactobacillus esta en un 97,56% en el moco cervical
siendo L. crispatus y L. iners las especies mas abundantes seguidas por Gardnerella spp.,
Prevotella spp., Veillonella spp., Sneathia spp., o Fusobacterium spp. entre otras.
Curiosamente, parece que una alta diversidad de especies en el microbioma cervical junto con
determinados géneros como Gardnerella spp, podrian estar asociados con un mayor riesgo de
contraer el papilomavirus humano. Ademas, existe una correlaciéon entre el microbioma
cervical con el encontrado en el saco de Douglass, pudiendo servir el analisis del cérvix para
analizar el estado del Utero y peritoneo (11).

En cuanto a la flora cervical, se trata de un complejo de bacterias que interaccionan
y compiten entre ellas. Como reldnen en su revision Vitale et al. (5) los estudios de las mujeres

infértiles tienen una distribucidon bacteriana cervical parecida a mujeres embarazadas y de
12
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parto, aunque tienen una menor proporcion de bacterias aerobias y anaerobias, y en algunos
casos bacterias exclusivamente anaerobias en mujeres infértiles. Mycobacterium tuberculosis

(aerobia estricta) es la bacteria que tras cultivo aparece en mayor grado en pacientes infértiles

(5).

Composicion endometrial

En un principio se pensaba que el endometrio era estéril ya que no se obtenia
informacién con los cultivos (5). El microbioma endometrial se caracteriza por una baja
biomasa (entre 100 y 10000 veces menos que en la vagina) (4). A partir de las técnicas
modernas observan presencia de los géneros Bacteroides y Pelomonas y en algunos casos
Lactobacillus crispatus e Iners, asociados con frecuencia con especies de Bacteriodes (5).
Aunque parece que Lactobacillus es el género mas abundante en un endometrio sano, sigue
sin haber consenso hoy en dia sobre cudl seria su configuracién bacteriana ya que algunos
grupos reportan endometrios no dominados por Lactobacillus (1,8,9). Segun la revisién de
Punzén et al. (11) se extraen diferentes composiciones bacterianas como L. iners, Prevotella
spp. y L. crispatus; o Proteobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes y se encuentra Lactobacillus
spp. en sblo 4/19 de las muestras endometriales; o Lactobacillus junto con Flavobacterium; o
Lactobacillus siendo la mdas abundante seguido de Gardnerella, Bifidobacterium,
Streptococcus y Prevotella dividiendo las muestras en microbiota Lactobacillus-dominante (LD
>90% Lactobacillus spp.) y no-Lactobacillus-dominante (NLD < 90% Lactobacillus spp. mas
>10% de otras bacterias)(1). Esta divisidn realizada por Moreno et al. (13,14) de LD y NLD,
resulta Util para correlacionarla con resultados reproductivos. Entre las combinaciones
endometriales NLD destacan Pseudomonas, Acinetobacter, VVagococcus y Sphingobium; o
Pseudomonas, Propionilbacterium, Streptococcus y Moraxella como los géneros mas

abundantes y Cloacibacterium, Pseudomonas, Comamonadaceae y Acinetobacter (7,11)

Composiciéon ovarios y trompas de Falopio
En los ovarios y trompas de Falopio hay unas comunidades microbianas muy variadas
presentandose Lactobacillus spp. en menor cantidad que en vagina y cérvix. Se darian unas

condiciones mas alcalinas que en la vagina dando lugar a una gran variabilidad interindividual.
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En cuanto a la firma microbiana del liquido folicular se encontraron L. iners, Actinomyces spp.,
Corynebacterium auromuosum, Fusobacterium spp., Prevotella o Staphylococcus spp. (11).
Faltan datos sobre el microbioma de las trompas de Falopio, debido en parte a la dificultad en
su muestreo sobre el que falta consenso. Serian necesarios analisis en métodos
independientes de cultivo y en estudios grandes y prospectivos con una inclusion homogénea
y criterios de exclusidn para poder tener mas robustez clinica y poder comparar mejor entre

estudios (5).

En la figura 3 se muestra una figura con un resumen de la composicidn microbiana

en el TRF.

Lactobacillus
(Firmicutes)
Proteobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Other anaerobes

Microbiome abundance
Microbiome diversity

Lactobacillus
(Firmicutes)

LGT

Figura 3. Distribucidon microbiana en el tracto genital inferior (LGT por “lower genital tract”)

y superior (UGT por “upper genital tract”) (11).

Fluctuaciones del microbioma de TRF
Uno de los retos del estudio del microbioma del TRF es correlacionar las fluctuaciones

gue sufren las comunidades bacterianas con diversos pardametros resumidos a continuacion.

Edad. La diversidad alfa (diversidad microbiana en la misma muestra) disminuye con
la edad mientras que la diversidad beta (aquella interindividual) es mds alta en mujeres por
debajo de los veinte afios. Se piensa que, a mayor edad, pueden haberse dado mas
alteraciones como abortos, partos, etc. que hacen que el endometrio y la vagina se parezcan
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mas en cuanto a microbiota debido en parte a que el cuello uterino pueda verse
comprometido (1). En la infancia la mujer tiene un pH vaginal neutro con anaerobios y E. coli.
En la pubertad, debido a la estimulacién estrogénica, las células epiteliales producen
glucégeno favoreciendo la dominancia de Lactobacillus que se mantendra durante los afios
reproductivos. Cuando decaen los niveles de estrégenos en la menopausia, también lo hace
el glucégeno y con ello la poblacién de lactobacilos, aunque se sigue manteniendo una

dominancia de L. crispatus y L. iners junto con Gardnerella o Prevotella (11).

Cambios hormonales. Los anticonceptivos orales y dispositivos intrauterinos alteran
la microbiota endometrial disminuyendo la diversidad de los filotipos de Lactobacilluss spp.
La estimulacion ovarica y la progesterona suministrada en los tratamientos de RA aumentan
el indice de diversidad tanto en la microbiota del endometrio como en la vaginal. Y lo mismo
ocurriria durante un ciclo natural, donde también se suceden los cambios en el microbioma.

o Provotella spp. y Sneathia spp. se dan mas durante las fases proliferativas y
secretoras (1).

o Propionibacterium, Pseudomonas y Sphingobium varian a lo largo del ciclo con un
incremento bacteriano durante la fase proliferativa (1).

o Lactobacillus baja durante la menstruacion y sube gradualmente durante el
desarrollo folicular alcanzando su maximo durante la fase lutea. Estos cambios
también se producen en virus y arqueas (1).

o El microbioma uterino se mantiene estable durante la adquisiciéon de receptividad
endometrial (1).

o Durante el embarazo cambia la firma microbiana vaginal. En no embarazadas, puede
haber variaciones en la abundancia de Lactobacillus, pero en embarazadas este
género se mantiene estable, junto con una baja diversidad de especies bacterianas.
Podria ser que, aun manteniéndose la dominancia de este género en las
embarazadas, haya cambios del CST individual. Al principio del embarazo hay un
aumento de Lactobacillus spp. pasando a una mezcla bacteriana antiinflamatoria en
la placenta con Proteobacterium, Acinetobacterium, Firmicutes, Bacteroidetes y
Temericutes que mantendrian un embarazo sano y de bajo riesgo. Al final del
embarazo, el microbioma vaginal de las embarazadas empieza a asemejarse al de las
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no embarazadas y el ambiente antiinflamatorio pasaria a pro inflamatorio antes del
desencadenamiento del parto. CST IV con bajos niveles de Lactobacillus (menor
dominancia de L. crispatus) y/o valores incrementados de Sneathia spp. y Prevotella
spp. entre otras durante el primer trimestre estan asociados con recién nacidos
prematuros. Seria interesante la posibilidad de usar en clinica el microbioma y sus

funciones para distinguir entre una buena y mala prognosis del embarazo (11)

Etnia. Entre funcién del grupo étnico y de su origen geografico se dan con mas
frecuencia unos tipos de estados comunitarios (CST) u otros. CST | es mds frecuente en
caucdsicas y IV en afroamericanas e hispanas (12). Diferencias en el microbioma del TRF entre
diferentes etnias demuestra que no hay un microbioma vaginal “core” o central comun a todas
las mujeres, sino que varia dependiendo de la etnicidad, lo cual es sumamente importante
porque estas diferencias podrian determinar cédmo dichas comunidades bacterianas
responden a las infecciones (15).

Ademas, con las relaciones sexuales aparecen y desaparecen una media de dos-
cuatro especies Estos cambios se producen con menor frecuencia en mujeres con una
microbiota vaginal normal y mas frecuentes en mujeres cuya pareja masculina padecia
prostatitis inflamatoria. el embarazo o factores medioambientales como fumar, higiene
femenina, etc, afectan al microbioma vaginal y promueven cambios comunitarios (1,12,15).
Por otro lado, las variaciones genéticas afectan al mantenimiento y constituciéon de la
microbiota vaginal y que distintos polimorfismos podrian interferir con el sistema inmune y

promover cambios en la flora no favorables para la salud (15).

Disbiosis/problemas obstétricos y ginecologicos y su relacidon con

resultados reproductivos.
No esta clara aun la relacién entre disbiosis y enfermedad, pero la configuracién de

las comunidades bacterianas y desérdenes reproductivos y ginecoldgicos es evidente, y por lo
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tanto es importante en el contexto de la

reproduccion. Una vagina sana tiene un dYSbiOSiS

ecosistema microbiano estructurado

con una menor diversidad alfa y beta

gue en otros lugares corporales y se

caracteriza por la ausencia de sintomas Eubiosis

e infecciones (11,15). En la figura 4 se

ofrece un esquema de los factores que

llevan a disbiosis o eubiosis en Ia

microbiota vaginal, dominada por

Lactobacillus spp., cuya presencia se

vincula con la produccion de estrégenoy | Figura 4. Factores que producen y asociados a

acumulacion de glicégeno en el epitelio. disbiosis o eubiosis de la microbiota vaginal en

mujeres en edad reproductiva (12).

Otras propiedades beneficiosas de estas

bacterias serian la produccién de bacteriocinas (compuestos antimicrobianos), peréxido de
hidrogeno y acido lactico, lo cual disminuye el pH e impide el crecimiento de bacterias
patdégenas. Su adherencia al epitelio vaginal produce exclusién competitiva de otras bacterias
y la capacidad de usar los nutrientes de manera eficaz. El stratum corneum de la vagina (las
capas mas superficiales del epitelio vaginal) consiste en células unidas débilmente y con
almacenes de glucégeno y mediadores de la defensa innata que contribuyen a que este sea
un nicho para Lactobacillus spp. (7,11,12).

La relacién entre el pH y Lactobacillus no parece un buen predictor de la microbiota
potencial, ya que Lactobacillus por si solo no cambia el pH. En cambio, el estudio del
metaboloma y del proteoma de muestras vaginales si que es un buen predictor de la
composicidn de la microbiota y su relacion con la infertilidad, ya que son muy distintos entre
pacientes infértiles y sanas. Asi mismo, en el flujo endometrial se han encontrado péptidos
con actividad microbiana, por lo que desérdenes obstétricos y ginecoldgicos podrian estar
influyendo en la composicion bacteriana e impactando en la implantacion y desarrollo

embrionario (1).
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Alteraciones de la microbiota e infertilidad, como en la vaginosis bacteriana, la
endometritis crénica, la enfermedad inflamatoria pélvica, la endometriosis y el aborto de

repeticion presentan bacterias endometriales caracteristicas (1).

Vaginosis bacteriana

Los estudios tratan de ver qué pacientes tienen una composicion bacteriana anormal
y cudl es la relacion existente con las técnicas de RA y las tasas de embarazo. En cuanto a las
infecciones disbidticas, la vaginosis bacteriana (VB) es la afeccién vaginal mas comun en
mujeres en edad reproductiva (15). Un 28% de la VB es asintomatica destacando la presencia
de Escherichia coli, Enterococcus y Candida y una baja cantidad de Lactobacillus en
comparacion con mujeres sanas. Ademas, se observo que solo el 9% de estas pacientes con
microbiota anormal fueron capaces de obtener un embarazo clinico y niveles bajos de
Lactobacillus y altos de Proteobacteria o Lactobacillus jenseni en mujeres que no consiguieron
embarazo con RA (5). Hay dos perfiles de Gardnerella vaginalis distintos de los cuales sélo uno
de ellos se correlaciona con pobres resultados reproductivos. En la revision de Vitale et al. (5)
destacan un estudio donde mas de un 60% de Lactobacillus crispatus también da pobres
resultados en RA. Con la técnica NGS se compararon el microbioma vaginal de mujeres
idiopaticas y no idiopaticas de mujeres infértiles, mujeres sanas y mujeres afectadas con VB
con el objetivo de encontrar biomarcadores de infertilidad. El microbioma vaginal de mujeres
infértiles idiopaticas era similar al de aquellas con VB. Ademas, en mujeres sanas Lactobacillus
iners resulté ser un marcador de microbioma vaginal sano, mientras que niveles de
Lactobacillus crispatus en mujeres infértiles idiopaticas fueron mas bajos en comparacion con
los de mujeres sanas (12). Esto hace pensar que no se puede generalizar en los efectos
positivos de ciertos géneros como Lactobacillus, ya que diferentes especies pueden
condicionar el resultado en RA. Alegan controversia con respecto a L. crispatus ya que en baja
cantidad pueden incrementar la susceptibilidad a patdégenos que puede llevar a VB, por un
lado, mientras que por otro, su sola presencia no es un factor favorable, sino que el grado de
dominancia de L. crispatus en el microbioma vaginal seria la clave (5).

Por lo tanto, la VB no se produce por la presencia de un Unico microorganismo, sino
gue se trata de un desequilibrio ecolégico de las comunidades bacterianas vaginales, lo cual

afiade complejidad al uso de antibidticos (metronidazol o clinamicina) para su tratamiento. En
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la VB se crean biofilms que son dificiles de eliminar por medio del tratamiento con antibidticos
o el sistema inmune por lo que las VBs suelen ser recurrentes. Si bien no hay una relacion
directa entre infertilidad y VB, si que aumenta el riesgo de aborto. Las infecciones
intrauterinas provocan nacimientos prematuros y se suelen dar por ascension desde la vagina

y el cérvix (entre otras) (15).

Endometritis cronica y polipos endometriales

Los pdélipos endometriales y la endometritis cronica estan asociados a una microbiota
dominada por Firmicutes a nivel filo y por Bifidobacterium, Gardnerella, Streptococcus,
Alteromonas y Lactobacillus a nivel de género. Este Ultimo hasta tres veces mas en
comparacion con mujeres sanas, lo que Baker et. al (4) atribuyen a un posible incremento de
la permeabilidad cervical que permitiria la mayor colonizacién de bacterias vaginales en el
utero. En cuanto a la comparacion de la microbiota endometrial de mujeres infértiles con y
sin endometritis cronica, el no padecer esta inflamacién estd asociado con una mayor
abundancia de otros taxones como Lactobacillus (1,89% vs. 80,7%) con menor cantidad de L.
crispatus en el grupo con EC, mientras que Gardnerella y Anaerococcus se correlacionan
negativamente con la abundancia relativa de Lactobacillus en el microbioma de EC en la
revision de Vitale et al. Examinando la presencia de Lactobacillus en el liquido folicular, se vio
que habia una asociacion con la maduracién embrionaria y transferencia y que la presencia
de otras bacterias contaminantes (no identificadas) afectaban negativamente al resultado de
la RA (5). Este grupo concluye que la falta de Lactobacilli podria afectar negativamente los
resultados de la RA y explicar en parte los fallos de implantacién. Niveles de L. crispatus tienen
un papel protector contra la VB (contra Ureaplasma y G. vaginalis), mientras que niveles de
bacterias Gram-negativas como Chlamydia trachomatisy G. vaginalis y la falta de Lactobacillus
podria estar relacionado con la infertilidad. Un endometrio con una flora no Lactobacillus
dominante podria estar relacionado con los fallos repetidos de implantacién y también con la
presencia de Bacteroides en mujeres que no consiguen un embarazo (5).

Toson B, et al (1), en su revisidn sugieren la utilidad del uso de bacterias que actuarian
como biomarcadores endometriales en mujeres que se someten a tratamientos de RA, ya que
en su mayoria coinciden en una cantidad casi inexistente de Lactobacillus y presentan especies

tales como Kocuria dechangensis, Sphingomonas paucimobilis, Stenotoponomas maltophilia,
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Agrogacterium tumefaciens, Delftia tsuruhatensis y Cutibactium acnes, aunque parece que

algunas de estas bacterias podrian ser contaminantes.

Endometriosis, aborto de repeticion y fallo de implantacion

La presencia de bacterias en el Utero se asocia con pobres resultados reproductivos
y endometriosis, aunque la causa-efecto aln no ha sido establecida. La asociacidon entre
endometriosis y la disminucién de la fertilidad si ha sido bien documentada y se sabe que
mujeres con endometriosis tienen una microbiota endometrial muy distinta a las que no la
padecen, en general con menor cantidad de Lactobacillus y menor biodiversidad. Tras
tratamiento de las mujeres endometridsicas con antibiéticos se obtienen mejores resultados
reproductivos que aquellas sin tratar, sugiriendo que el impacto de la endometriosis sobre la
fertilidad podria deberse en parte a la microbiota (1,4).

Se ha visto que, durante la receptividad endometrial, la microbiota endometrial es
muy estable en mujeres sometidas a RA, pero en funciéon de su composiciéon daran lugar a
distintos resultados reproductivos. Endometrios con una microbiota Lactobacillus-no-
dominante (<90% de especies de Lactobacillus con >10% de otras bacterias) se asocian con
menores tasas de implantacién, embarazo, embarazo evolutivo y RNV, pudiendo ser esta falta
de flora LND una causa del fallo de implantacion y aborto de repeticion. En mujeres sanas la
flora LD se mantiene estable durante los cambios hormonales del ciclo. Comparando bacterias
especificas de la microbiota vaginal con la endometrial en relacion con el fallo repetido de
implantacidn, se vio que no habia diferencias entre cavidad vaginal y endometrial salvo por
una mayor diversidad bacteriana en el endometrio. Gardnerella vaginalis era detectada mas
frecuentemente en el flujo endometrial del grupo de fallo repetido de implantacion, pero sin
significancia estadistica y Burkholderia se detectaba en un 25% en el grupo de fallo repetido
de implantacién y nada en el grupo control (5).

Los procesos inflamatorios estan relacionados con infertilidad. En la revisién de Toson
et al. (1) recogen estudios que muestran como en la endometritis créonica y en el aborto de
repeticion hay una expresion elevada de IgM, IgA e IgG. Ademas, en pacientes con
endometriosis hay un aumento de citoquinas proinflamatorias como interleucina 6, prolL-18,
IL-1B8. Podria ser que las fluctuaciones bacterianas propiciaran una respuesta inmune

inflamatoria dentro del tracto reproductor afectando de manera negativa a la implantacién
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embrionaria y a los ciclos de RA. Sin embargo, no esta claro si una desestabilizacién
inmunoldgica es la consecuencia de cambios en composicion bacteriana o por el contrario es
el ambiente el que propicia distintas bacterias. Queda por conocer los mecanismos de
interaccion huésped-microbiota para entender como estas fluctuaciones de microbiota
endometrial afectan al resultado de los ciclos de FIV. Se ha visto que el uso de antibidticos en
pacientes con aborto de repeticidn no mejora los resultados, reforzando la idea del efecto
negativo afiadido de la inflamaciéon. Como factores que afectan negativamente al resultado
reproductivo estarian por un lado la composicién alterada del microbioma y por otro la
respuesta del TRF a dicha alteracidn, mecanismos de interaccidn claves para mejorar el éxito
de los tratamientos de RA (1).

En la revision de Vitale et al. (5) se menciona que a través de la secuenciaciéon
metagendmica del rRNA y también tras el cultivo de isopos cervicales en mujeres infértiles
con cervicitis (inflamacion del cuello del Utero), no encontraron diferencias en la flora salvo
por la presencia de Chlamydia trachomatis en el suero cervical en un 88% frente al 28% en
mujeres fértiles. Su presencia estd asociada a infertilidad y conlleva la aparicién de otros
pardsitos con mas frecuencia. Comparando los anticuerpos anti-Chlamydia en mujeres con
infertilidad infecciosa, infertilidad no infecciosa y con mujeres sanas, se encuentra mas
Chlamydia trachomatis en mujeres con infertilidad infecciosa que las de infertilidad no
infecciosa, y una cantidad de Lactobacillus en mujeres sanas del 78,3%, infértiles no
infecciosas del 69% y no infecciosas del 58%, mientras que Gardnerella vaginalis aumenta en
los mismos grupos (5%, 6% y 10%) con tendencias similares para Sneathia y Prevotella. En
pacientes sometidas a RA, encontraron una predominancia de E. coli y Streptococcus en
aquellas en las que el embarazo clinico, evolutivo y las tasas de implantacion eran
significativamente menores que en las que tuvieron un cultivo negativo a estas especies (24%

vs. 37%; 17% vs. 28% y 9% vs. 16% respectivamente) (5).

Cuales son los retos y como mejorar los estudios

En el caso del microbioma endometrial la primera dificultad a la hora de establecer
un perfil microbiano central es la imposibilidad de comparar los estudios antiguos basados en
el cultivo con los nuevos de secuenciacion masiva (6). Las nuevas técnicas de secuenciacidon

metagendmica permiten ahondar a nivel de especie, pero la sola presencia de DNA no implica
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gue haya una bacteria viva, por lo que las técnicas como la metatranscriptémica analizan los
procesos de transcripcion del RNA bacteriano, plasmando asi las funciones que llevan a cabo
un determinado conjunto de especies microbianas (2). Los nuevos estudios se enfocan en
determinar la configuracién del microbioma y de su transcriptdmica en determinados estados
fisioldgicos como las distintas fases del ciclo menstrual. El entendimiento del microbioma del
TRF y su modulacién dirigida seria esa ansiada herramienta clinica para restaurar el estado
fisiolégico (11).

Debido a la baja biomasa bacteriana, el estudio del nicho microbiano endometrial
supone un reto. Llevar a cabo experimentos bien controlados y disefiados para evitar
contaminacidn, especialmente proveniente del tracto genital inferior, es bastante complicado
y suele ser el taldn de Aquiles de muchos estudios. En la revisién de Molina et. al (6) se recogen
una serie de consideraciones metodoldgicas y unas recomendaciones de buenas practicas
como guia para estandarizar los estudios futuros del microbioma endometrial. Muchos de los
trabajos llevados a cabo hasta la fecha son dificilmente comparables entre si o bien sus
resultados hay que tomarlos con cautela por la manera en la que se tomaron las muestras. El
muestreo transcervical es proclive a la contaminacion desde el tracto genital inferior mientras
gue la biopsia desde una histerectomia, laparoscopia o durante una cesdarea reducen el riesgo
de contaminacion de la vagina al cérvix significativamente, pero son demasiado invasivas y se
estarian llevando a cabo en la mayoria de los casos en mujeres de cierta edad y con patologias
subyacentes (7).

Disefio del estudio. Un ejemplo donde el tipo de muestreo lleva a resultados distintos

es el caso de dominancia o no de Lactobacillus en el endometrio como algunos autores
defienden (13,14), e incluso hacen que se cuestione que exista un microbioma endometrial
unico en todas las mujeres (7). Es de gran importancia la meticulosidad en el disefio, el analisis
y la interpretacién de los estudios del microbioma y en especial el endometrial. Numerosos
factores de confusidon como la seleccidon del paciente, los métodos de muestreo y manejo de
la muestra, los experimentos de laboratorio y los analisis estadisticos entre otros, pueden
llevar a sesgo y poner en peligro la validez, la generalizacién y confianza en el estudio. Ademas,
el incremento exponencial de los trabajos relativos al microbioma ha crecido de manera
exponencial por lo que es importante ser capaz de hacer comparaciones entre ellos facilitando
los meta-analisis (6).

22
Master Universitario en Biologia y Tecnologia aplicada a la Reproduccion Humana Asistida
Moédulo VII: TRABAJO FIN DE MASTER



Universidad IVIRM
Europea MADRID
Hasta la fecha la mayoria de los estudios carecen de poder estadistico, por lo que el
tamafio muestral es otro de los puntos débiles. Para que los estudios sean comparables hay
gue disefiar estudios de cohortes grandes especificamente adaptados a este nicho de baja

biomasa bacteriana (6).

Reproducibilidad. Molina et. al (6) hacen hincapié en la importancia de la

accesibilidad de los metadatos pudiendo estar disponibles publicamente junto con los datos
crudos o sin tratar. Lo que suele suceder es que o los datos no estan disponibles o no hay una
estandarizacion de estos. La seleccidon precisa de los pacientes y los controles también
determina la calidad del estudio y en los de este tipo hay multitud de variantes en juego
(nulipara, multipara, etc.).

Reducir el alto riesgo de contaminacién. Es importante el uso de catéteres especiales

y detallar el método de muestreo y el almacenaje de la muestra. Aunque la congelacién directa
a -80 C es el método de referencia, la opcién mas sencilla son las soluciones tampdn como
alternativa ya que estabilizan los acidos nucleicos a 4°C o incluso a temperatura ambiente (6).

Gran variabilidad técnica de extraccion del acidos nucleicos. Cada técnica tiene sus

fortalezas y limitaciones. Muchos programas informaticos emplean estos métodos de
homologia en base a filogenias calculadas bastante precisos, pero no infalibles. El campo de
mejora estaria en la mayor resolucidn en la secuenciacion, una mejor base de datos y mas
muestra para cubrir todo el espectro microbiano (6).

Analisis _metatranscriptdmico. Emplea la secuenciacion del RNA para aportar

informacidn sobre la expresién génica y actividad funcional del microbioma. El punto débil de
este andlisis es la dificultad en la identificacion y eliminacién del RNA del paciente. Ademas,
mas del 90% del RNA bacteriano que se extrae es de rRNA no codificante y por tanto no
informativo (6).

Herramientas bioinformaticas en metagendmica y metatranscriptomica. Molina et.

al (6) también proponen una lista de las mismas a tener en cuenta. Para harmonizar los
metadatos de los estudios metagendmicos humanos surge el proyecto
“HumanMetagenomeDB”, que explora las posibilidades de los metagenomas humanos de
distintos sitios del cuerpo en una “interface” de facil uso permitiendo un meta-analisis mas
preciso y “Vaginal Microbiome Consortium” es una base de datos especifica de muestras
vaginales, quedando pendiente la del endometrio.
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Contaminacidn. Tratandose el endometrio de una zona con una muy baja biomasa,

es por lo tanto muy sensible a la contaminacién y por tanto la malinterpretacién de los datos.
El DNA contaminante puede venir de los reactivos, los investigadores, la técnica de muestreo,
el ambiente del laboratorio o fungibles de plastico entre otros. El proveniente de los kits de
analisis se denomina “kitome” y proviene de las enzimas y compuestos que son de origen
bacteriano. La recomendacion es llevar a cabo el procesado de todas las muestras una al lado
de la otra usando los mismos lotes de reactivos. Se hace de especial importancia en este tipo
de muestras de baja biomasa el tener controles durante todo el proceso de muestreo para
evitar la contaminacion cruzada y distinguir entre contaminantes y la verdadera abundancia
de microorganismos provenientes del lugar del muestreo mediante el empleo de tres tipos de
controles negativos. Las especies contaminantes identificadas tienen que ser tenidas en
cuenta en los andlisis e interpretacidon de los resultados y para evaluar el impacto de la
contaminacién en los datos hay métodos como restar los contaminantes de las muestras
bioldgicas y usando modelos predictivos. Recomiendan en cualquier caso incluir los datos sin

procesar, los meta-datos asi como hacer mencion a las limitaciones (6).

Implicaciones en RA

En el Proyecto Microbioma Humano proponen que la microbiota vaginal normal
constaria de una mayoria de varias especies de Lactobacillus junto pequefias cantidades de
Gardnerella, Atopobium y Prevotella entre otras bacterias (2). La combinacion de la
abundancia de Lactobacillus (CST I, 1l, lll y V) junto con una baja diversidad de especies esta
asociado a mejores resultados reproductivos. Sucede al contrario que con CST IV rico en
especies anaerdbicas como Gardnerella, Prevotella o Atopobium asociado con disbiosis y
mayor riesgo de pérdida prematura del embarazo en reproduccién asistida (11). Las técnicas
de RA cambian la composicidn del microbioma vaginal haciendo que la proporcién relativa de
Lactobacillus se reduzca y se incremente la de las especies patogénicas como la Prevotella y
E. Coli. También se observa una mayor biodiversidad después de la toma de anticonceptivos
pautados al comienzo de los tratamientos. Ademas, el microbioma vaginal presente en el dia
de la transferencia embrionaria estara afectando al resultado (3).

De ahi la importancia del estudio del microbioma vaginal y endometrial en pacientes

con infertilidad ya que podria condicionar los resultados de las técnicas de reproduccion
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asistida. Se puede predecir la ventana de implantacién en funcién de la cantidad endometrial
de Lactobacillus spp. en los pacientes de RA. Asi mismo, los desplazamientos de la ventana de
implantacidon pueden ser debidos a cambios en la composicién del microbioma endometrial
provocados por la estimulacidon ovarica del tratamiento, sugiriendo la estrategia de embriones
congelados o tratar de modular el microbioma (11).

No obstante, aunque la mayoria de los estudios proponen que el ambiente para la
implantacion embrionaria y el mantenimiento del embarazo implica una alta abundancia de
Lactobacillus spp., no hay un consenso sobre cdmo se relaciona la microbiota endometrial con
los resultados reproductivos. Mientras que la mayoria de los estudios se han centrado en
describir los efectos de géneros o especies individuales de bacterias, la regulacién fina de la
microbiota parece que es un complejo juego entre comunidades bacterianas. Los resultados
de los tratamientos de RA estarian afectados por la combinaciéon de estas comunidades
bacterianas de la cavidad uterina y su interaccion con el tejido del huésped, lo que implicaria
gue comunidades de bacterias parecidas podrian llevar a resultados distintos en diferentes
pacientes. Con lo cual, una microbiota endometrial sana estaria compuesta por distintas
comunidades bacterianas que permitirian la implantacién embrionaria y el mantenimiento del
embarazo a pesar de una presencia minoritaria de bacterias patogénicas (1).

El microbioma vaginal durante la transferencia embrionaria puede ser caracterizado
sin alterar la practica clinica, pudiendo diferenciar los estados fisioldgicos de los patoldgicos
de la microbiota durante la transferencia embrionaria y asi determinar su impacto en el éxito
de la técnica de reproduccién (15). El valor potencial de las especies microbianas como
biomarcadores predictores del éxito reproductivo o del fallo de implantacién antes de la

transferencia embrionaria podria reducir la pérdida de valiosos blastocistos (11).

Como puede modularse el microbioma del TRF
Antibidticos y probidticos

Entre los tratamientos disponibles para tratar la disbiosis bacteriana estarian los
antibidéticos como el secnidazol y la amoxicilina, de probada eficacia contrala VB y la ECy que
redundan en una mayor tasa de embarazo y de recién nacido vivo. No obstante, el uso de
antibioticos sigue siendo controvertido por afectar también a las bacterias protectoras como

los Lactobacillus. Con el uso de probidticos como complemento al tratamiento con
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antibidticos parece que mejora la cantidad de Lactobacillus en estas pacientes. El
inconveniente principal de estos probidticos es la dificultad para colonizar el endometrio (por
el bajo pH gastrointestinal o bien por la ascensidn por la vagina). La via vaginal da mejores
resultados, aunque aun es controvertido. Ademas, los antibidticos junto con los probidticos
no son siempre eficaces presentando algunas bacterias resistencia a los mismos como, por
ejemplo, Gardnerella, haciendo su uso controvertido (1,15).

Hacen falta mas estudios porque la mayoria de los realizados hasta la fecha estaban
basados en métodos de cultivo y a veces eran contradictorios entre si. Los procedimientos
realizados en clinica como la histeroscopia otros procedimientos transcervicales podrian estar
propiciando la siembra de bacterias en el endometrio y, aunque los efectos adversos
ocasionados por estas técnicas se pueden paliar mediante el uso de antibidticos, lo cierto es
gue se requieren mas estudios sobre el uso de antibidticos y su efecto en el microbioma en
los TRA (15).

Otra estrategia prometedora en un futuro préximo, aunque aun en su comienzo, es
el trasplante de microbiota fecal para el tratamiento de la VB, entre otras afecciones, en
mujeres que no han respondido adecuadamente al tratamiento con antibidtico y probiético
(16). También faltan estudios con trasplante de microbiota endometrial (1). Actualmente se
esta trabajando en el trasplante de microbioma vaginal e incluso en un algoritmo disefiado
para la estratificacion de las posibilidades de embarazo antes de someterse a un tratamientos
de RA en funcion del perfil microbiano vaginal, lo que permitiria a las parejas realizar
decisiones informadas sobre sus tratamientos (17).

Tests de microbiota endometrial

Ya hay disponibles en el mercado una variedad de pruebas para valorar el equilibrio
de la microbiota endometrial como ALICE y EMMA (Igenomix). EndomeTRIO estd compuesto
por una bateria de test como EMMA, ALICE y ERA. ALICE analiza la endometritis crénica
infecciosa, comun en parejas con aborto de repeticion (3).

Nutricion y estilo de vida

La promocion de la prevencion primaria (estilo de vida) y secundaria (mediante

pruebas diagndsticas) en la salud reproductiva de la mujer es esencial. La interaccién gen-

nutrientes como papel fundamental en el manejo de la salud y la prevencién de la enfermedad
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nos lleva a las ciencias de la nutrigendmica y nutrigenética, las cuales estudian las relaciones
entre las variaciones genéticas y los requerimientos nutricionales (18).

El estudio de los factores bioconductuales es un campo interdisciplinar centrado en
laintegracion de comportamientos, estilo de vida, funcionamiento psicosocial y medicina para
mejorar la prevencidn y tratamiento de los procesos de enfermedad bioconductuales. Se esta
buscando una conexion entre estos factores bioconductuales, sociales, gestacién y nacimiento
y el microbioma vaginal (15).

Las infecciones del TRF se pueden dividir en tres grupos, las de transmision sexual,
las ocasionadas por el sobrecrecimiento bacteriano y las que surgen tras un tratamiento
(aborto o insercidon de dispositivos intrauterinos). La malnutricion (la desnutricion o la
sobrenutricion), aumenta la sensibilidad dichas enfermedades infecciosas. La VB se asocia a
una baja concentracion de vitamina D (<20 nmol/L 0 <30 nmol/L) y la suplementacion de esta
es efectiva en la eliminacién de VB. La etnia tiene influencia en los niveles de vitamina D, de
VBy del resultado del embarazo, por ejemplo, las mujeres africanas tienen mas probabilidades
de ser diagnosticadas con VB ya que su microbiota es mads sensible a ser colonizada por las
bacterias tipicas de la VB. Las dietas ricas en grasas y azucar y baja densidad nutricional
también se correlacionan con la VB, y al contrario pasa con el consumo de folato, vitamina E
y calcio que se correlaciona de manera negativa con la VB. Las dietas ricas en carbohidratos
incrementan el indice glicémico en el tracto vaginal siendo favorable para los Lactobacillus.
Una dieta deficiente en vitaminas A, C, D y E y folato, calcio y beta carotenos pero rica en
grasas y azUcares, causa infecciones como la VB, relacionadas con diversos canceres, e
incrementan el riesgo de infecciones como VIH o papilomavirus y estan relacionados con parto
prematuro. Asi pues, los nutrientes juegan un papel relevante en la alteracién de la diversidad

del microbioma vaginal (18).
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Discusion

El conocimiento que se ha adquirido sobre las distintas zonas del TRF ha venido
determinada en parte por su accesibilidad para el muestreo. La vagina siendo la zona mas
accesible en primer lugar, seguida de cérvix, Utero y trompas de Falopio. De las trompas de
Falopio de hecho faltan ain muchos estudios (5).

El salto exponencial en los estudios ha venido con el paso de la culturémica a las
modernas técnicas de secuenciacidén de nueva generacion y al Proyecto Microbioma Humano,
con mucha mds capacidad de resolucidn a nivel de especie y que sienta las bases para
establecer la firma de la microbiota del TRF normal (2).

Por otro lado, la deteccion de DNA no quiere decir que exista un microorganismo
vivo, como punto débil de la secuenciacion NGS por lo que la caracterizaciéon de los
metabolitos generados por la comunidad microbiana (meta-metaboloma) arrojara luz sobre
las funciones microbianas en el endometrio y la interaccidn con el huésped (6).

Parece que hay consenso en que falta una estandarizacién del estudio del
microbiomay en especial del endometrial, que impide comparar entre los estudios existentes,
requisito imprescindible si se quiere seguir avanzando en la busqueda de microbioma uterino
central, “core” o normal. La falta de estandarizacidon viene dada por la alta complejidad
asociada al estudio del microbioma. La toma invasiva de las muestras y la facilidad de
contaminacidn, la baja masa microbiana en el Utero y su dificil analisis, asi como condiciones
médicas preexistentes pueden provocar oscilaciones de lo que se consideraria el microbioma
“normal”. Dado que esta configuracién puede variar entre individuos, esta es una gran
limitacion para la comparacién entre las comunidades bacterianas y su clasificacion en
eubidticas o disbidticas (11).

Con la idea de unificar y estandarizar dichos estudios se proponen tres
requerimientos minimos a seguir por los investigadores. La descripcién detallada de los
métodos empleados en la extraccion de los acidos nucleicos, por un lado. Incluir y describir
controles negativos y positivos, asi como reportar la contaminacién de las muestras en blanco
por otro vy, por ultimo, seguir el mismo protocolo durante todo el proyecto (6).

El uso de antibidticos como medida profilactica en los procedimientos de los
tratamientos de FIV y su efecto sobre la tasa de implantacion esta aun por ser dilucidado. Hay
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muchas publicaciones cientificas en el campo del microbioma del TRF pero con poca aplicacion
a las TRA y a la clinica, a pesar de la creciente evidencia que hay sobre el importante papel
que juegan los factores embrionario/fetal y el microbioma materno en la fertilidad y por tanto
en los resultados de las técnicas de reproduccién asistida (15).

Entre las perspectivas futuras, es importante entender los aspectos funcionales y
mecanicistas de la microbiota del TRF para poder deducir la relacién de esta con eventos
adversos en ciclos de FIV (1). Asi mismo y aunque se escapa al objeto de estudio de este
trabajo, el semen también es portador de su propio microbioma, mucho menos estudiado,
pero que afecta a su pareja y deberd ser tenido en cuenta (15).

Respondiendo a la pregunta realizada en el apartado de hipétesis, ¢El estudio de la
microbiota del tracto reproductor femenino tiene una aplicacién clinica real en la
reproduccion asistida a dia de hoy? Alun no hay recomendaciones clinicas para el estudio del
microbioma del tracto reproductor femenino y su modulacién, pero abre un nuevo horizonte
a la medicina personalizada (11). Con un mejor entendimiento del microbioma, se podrian
emprender tanto terapias protectoras como curativas con probidticos u otros productos
expresamente disefiados (16). Para lo cual es necesario disefiar estudios prospectivos y
muestreos mejorados con mayor potencia y frecuencia de muestreo. Las técnicas
metagendmicas, metatranscriptémicas, metabolémicas y/o protedmicas y las
caracterizaciones inmunoldgicas detalladas combinadas con sistemas nuevos de modelizacion

y estadistica serdn cruciales para avanzar en la mejora de la salud reproductiva femenina (12).
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Conclusiones

Ha habido un crecimiento exponencial de los estudios del microbioma del TRF
especialmente desde la aparicidn de las nuevas técnicas de secuenciacion y el Proyecto
Microbioma Humano.

La composicion del microbioma depende de muchos factores y es fluctuante a lo largo
de la vida del individuo.

La existencia de un nucleo, bien taxondmico microbiano o bien funcional del TRF (el
conjunto de funciones metabdlicas microbianas) que confiere un estado eubidtico,
sigue sin ser dilucidado.

Distintas composiciones bacterianas estan relacionadas con distintos desordenes
ginecoldgicos y reproductivos, aunque no hay consenso sobre cdmo se relacionan.
Hay controversia en si el ambiente para la implantacién embrionaria y el
mantenimiento del embarazo implica una alta abundancia de Lactobacillus spp., o por
el contrario ausencia de bacterias patdgenas.

Falta estandarizacion en los estudios que impide la comparacion de los resultados y la
obtencidn de conclusiones en parte debido a las fluctuaciones del microbioma del TRF.
Faltan mas estudios robustos sobre el uso de antibidticos y probidticos para la
modulacion del microbioma del TRF en el ambito de la RA asi como de nutricidn y estilo
de vida.

La aplicacidn clinica del conocimiento del microbioma a las técnicas de RA aun no esta
extendida mas que en los casos obvios de infeccion en el TRF pero se abre la puerta a

la medicina personalizada en este ambito.
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Anexo

IVIRMA)

Tabla de definiciones adaptada de Garcia-Velasco et al. (15)

Microbiota

Los taxones microbianos asociados a un ambiente y que
pueden ser revelados mediante técnicas moleculares como la

secuenciacion del gen 16S rRNA.

Microbioma

Se refiere al habitat como tal y comprenderia tanto el factores
bidticos como abidticos y abarcando el genoma de los
microorganismos y del huésped, asi como factores

medioambientales.

Metagenoma

El total de genomas y genes de los habitantes del microbioma.

Metatranscriptoma

El total de transcritos génicos en una comunidad en un tiempo

determinado de muestreo.

Metaprotedmica

El total de las proteinas de una comunidad en un momento

determinado.

Culturémica

Método de determinacién de la composicion de una
comunidad microbiana mediante métodos de cultivo de alto

rendimiento.

Biofilm

Tapiz bacteriano unido a una superficie viva o inerte formada
por células microbianas adheridas entre si y rodeadas por la

matriz polimérica extracelular autoproducida.

Disbiosis

Cambios cualitativos y cuantitativos en la actividad metabdlica

y la distribucién de la microbiota.

Probidtico

Microorganismos vivos que administrados en cantidades

adecuadas confieren beneficios en el huésped.
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