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Introduccién

El establecimiento del embarazo es un proceso complejo, que requiere de la coordinacién temporal de una
serie de eventos: la ovulacion, la copulacion, la fecundacion del oocito y la implantaciéon embrionaria [1, 2].
El riguroso control de estos eventos da lugar que solo un 30% de las concepciones lleguen al hacimiento [3,
4]. Mas aun, alteraciones en estos procesos ocasionan patologias reproductivas. En este sentido, el
porcentaje de personas en edad reproductiva que padecen infertilidad va en aumento. En nuestro pais, la
Ley 26.862/13 del Cdédigo Civil de la Nacion garantiza el acceso a los procedimientos y técnicas de
reproduccion asistida. Por lo tanto, entender los mecanismos involucrados en la implantacion embrionaria
resulta clave no solo para las personas con trastornos reproductivos, sino también a nivel de salud publica.

Por otro lado, el estudio de la implantacién embrionaria y la formacién de la interfase materno fetal plantean
un gran desafio desde el punto de vista ético y practico debido a la imposibilidad de estudiarlo dentro del
cuerpo humano. Esto condujo a la necesidad de estudiar estos procesos mediante el uso de modelos, tanto
in vivo como in vitro [5].

Modelos animales

Los principales modelos animales para el estudio de la reproduccién han sido los murinos, ovinos y
bovinos, los cuales han contribuido enormemente al estudio del endometrio y la prefiez [6]. Sin embargo,
existen importantes diferencias inter especie que limitan la extrapolacién de las observaciones a los
eventos que ocurren en humanos.

Desde un punto de vista funcional, los primates son el modelo mas representativo: presentan ovulacién y
menstruacion ciclicas y mensuales, la regulacion hormonal antes y durante la prefiez es similar a la del
humano, y la duracion de la gestacion en algunas especies de primates es practicamente idéntica [7, 8]. Sin
embargo, la elevada capacidad cognitiva y el complejo comportamiento social de estos animales lleva a



cuestionar su uso en investigacion desde un punto de vista ético. Si ademas se consideran los costos de la
infraestructura requerida para mantenerlos y estudiarlos, los mismos se convierten en un modelo muy poco
viable.

La falta de modelos in vivo adecuados para el estudio de la implantacion embrionaria ha llevado al
desarrollo de mdultiples modelos in vitro que utilizan células endometriales humanas obtenidas a partir de
biopsias. A partir de las mismas pueden obtenerse cultivos primarios o lineas celulares derivadas de los
mismos (células inmortalizadas). Aunque no sean capaces de simular totalmente los procesos de
implantacién y placentacion, estos modelos permiten estudiar ciertos aspectos del microambiente
endometrial, a la vez que facilitan la manipulacién de las condiciones experimentales [9].

Modelos in vitro para el estudio del embrién humano

La presencia de un blastocisto viable es uno de los puntos determinantes para una implantacién exitosa.
Por lo tanto, el estudio del desarrollo embrionario es de vital importancia para mejorar su cultivo durante los
tratamientos de reproduccion asistida. Sin embargo, en muchos paises, incluyendo a la Argentina, no existe
un contexto legal claro que permita o prohiba el uso de embriones humanos en investigacion. Incluso en los
paises donde la investigacion con embriones humanos esta permitida, su disponibilidad es limitada. En
estas condiciones, se han desarrollado diversos modelos in vitro para el estudio del desarrollo embrionario
y de su interaccién con el endometrio.

Uno de los modelos mas simples para el estudio de embrion humano consiste en el uso de esferoides
similares a blastocistos. Estos esferoides se establecen a partir del cultivo de lineas celulares de trofoblasto
humano en placas de baja adherencia. En estas condiciones, se obtienen estructuras esféricas macizas
gue simulan al blastocisto en su capa externa. Los esferoides pueden ser cultivados individualmente para
evaluar como distintas condiciones alteran su crecimiento; o bien pueden co-cultivarse con células
endometriales para evaluar su interaccion.

Los avances en técnicas de modelado tridimensional han llevado al desarrollo de organoides, estructuras
que remedan la arquitectura de un tejido u 6rgano en un cultivo in vitro. Los organoides se generan a partir
del cultivo de células en una gota de hidrogel, y en presencia de un medio de cultivo que simula el
microambiente fisiolégico [10]. Bajo estas condiciones, las células se organizan de forma espontanea en
una arquitectura similar a la del tejido u 6rgano del que provienen [5]. Recientemente, algunos trabajos
reportaron el desarrollo de un tipo particular de organoides denominados blastoides, los cuales se originan
a partir de células madre pluripotentes dando origen a estructuras similares a los blastocistos [11, 12].
Estas similitudes se reflejan en su morfologia, el nimero de células y sus linajes celulares. En este sentido,
se observa la presencia de una estructura similar al MCI, otra similar al trofoectodermo, y una cavidad que
remeda al blastocele [13].

Mas alla de los aspectos morfologicas, los blastoides se asemejan a los blastocistos en otros aspectos. En
cuanto a la expresion génica, mediante single-cell RNAseq, se determin6 que los perfiles transcriptomicos
de los blastoides y los blastocistos son muy similares [11]. En cuanto a su funcionalidad, a partir de células
de raton se desarrollaron blastoides capaces de implantarse al ser transferidos al Gtero [14].

Los protocolos para generar blastoides involucran el uso de células madre pluripotentes. Estas pueden ser
de origen embrionario, o0 bien tratarse de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) generadas a partir
de fibroblastos adultos. En ambos casos, las células forman agregados que dan origen a los blastoides de



manera espontanea [13].

®®®
010

Células madre

embrionarias

Blastocisto

N AN
&> =  Desdiferenciacion / : sl
< @é@é@ Cultivo en Blastoide
—_— agregados celulares
Fibroblastos Células madre
adultos pluripotentes

inducidas (iPSC)
Esquema 1: Establecimiento de blastoides a partir de células madre pluripotentes. Adaptado de Niemann, 2021.

Modelos in vitro para el estudio del didlogo embrio-endometrial

Los modelos in vitro para el estudio de la implantacién humana han ido evolucionando a lo largo del tiempo.
Los mas simples y ampliamente utilizados son los cultivos en monocapa de células estromales o epiteliales
(ver Esquema 2 A). Estas células han sido exitosamente co cultivadas, tanto con embriones como con
esferoides similares a blastocistos [15—-17]. Asimismo, también es posible estudiar ciertos aspectos de la
interaccion embrio endometrial mediante la estimulacion de las células endometriales con medios
condicionados de embriones obtenidos por tratamientos de fertilizacion in vitro [18-20].

El estudio de la implantacién in vitro avanzé gracias al uso de modelos tridimensionales. En este caso, las
células estromales crecen embebidas en una matriz de hidrogel que simula la matriz extracelular, mientras
gue las epiteliales se siembran por encima (ver Esquema 2 B) [21, 22]. De esta manera, se recrea con
mayor fidelidad la arquitectura del endometrio. Estos modelos también permiten el co cultivo de esferoides
de células trofoblasticas para el estudio de la interaccion embrio endometrial [23]. Sin embargo, una
limitacion de estos modelos es que carecen de estructuras glandulares y poblaciones inmunes.

Tal como se menciond previamente, el modelado tridimensional ha sido recientemente revolucionado
gracias a la generacion de diversos protocolos para el establecimiento de organoides. En el campo del
estudio del endometrio, Turco y colaboradores establecieron organoides de glandulas epiteliales uterinas a
partir de fragmentos glandulares purificados de biopsias endometriales (ver Esquema 2 C). En presencia de
hormonas ovéricas, estas estructuras desarrollan un fenotipo similar al de las glandulas durante la fase
secretoria del ciclo menstrual [24].

En los dltimos afios, los estudios con organoides han avanzado en su complejidad al incorporar el co cultivo
con células estromales. Estas estructuras, denominadas asembloides, representan un modelo mas
fisiol6gico del 6érgano o tejido en estudio, y han sido exitosamente utilizados para el estudio del cerebro y la
vejiga [25, 26]. Muy recientemente, Rawlings y colaboradores desarrollaron asembloides endometriales,
formados por una gota de hidrogel de colageno que embebe tanto a células estromales como a organoides
de glandulas epiteliales (ver Esquema 2 D). Estos asembloides fueron decidualizados y co cultivados con
embriones humanos, permitiendo su adhesion y expansion [27].
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Esquema 2: Modelos in vitro para el estudio de la implantacién embrionaria humana. Se muestran los cultivos en
monocapa (A), en varias capas (B), el modelo de organoides de glandulas epiteliales (C) y el de asembloides (D).
Adaptado de Rawlings, 2021.

Los primeros asembloides endometriales fueron establecidos a partir de cultivos primarios obtenidos de
biopsias endometriales. Sin embargo, recientemente también se lograron establecer a partir de sangre
menstrual (ver Esquema 3). Esta forma menos invasiva de obtener los asembloides abre la posibilidad de
obtener un mayor niumero de muestras, tanto de diversas patologias como de controles fértiles. El desafio
actual para el modelo de asembloides endometriales humanos es la incorporacion de un epitelio luminal,
asi como de poblaciones de células inmunes.
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Esquema 3: Establecimiento de asembloides a partir de muestras endometriales
Conclusiones

La implantacién embrionaria es un proceso sumamente complejo que requiere no solo de la presencia de
embrion competente, sino también de un endometrio receptivo y una adecuada interaccién entre ambos.
Pese a ser un paso clave en el establecimiento del embarazo, su estudio resulta sumamente desafiante
teniendo en cuenta distintos factores, como la imposibilidad de estudiarlo dentro del cuerpo humano, las
diferencias con otras especies animales y el acceso limitado a muestras humanas.

El uso de modelos in vitro ha permitido superar algunas de estas limitaciones, haciendo que hoy en dia sea
mas accesible el estudio de distintos aspectos de la implantacion, como el desarrollo del embrién humano y
la fisiologia endometrial. Por su parte, los modelos animales, pese a las diferencias con el humano, siguen
presentando la ventaja de permitir estudiar la implantacion embrionaria en un contexto fisioldgico. Teniendo
en cuenta las fortalezas y limitaciones de ambos tipos de modelo, su uso de forma complementaria resulta
clave para estudiar distintos aspectos de la implantacion embrionaria humana, delineando un futuro
promisorio para el avance de este campo de investigacion y de la mejora en los tratamientos de
reproduccion asistida.
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