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1. INTRODUCCION
1.1. SINDROME DE HIPERESTIMULACION OVARICA

1.1.1. Etiologiay prevalencia

El sindrome de hiperestimulacién ovéarica (SHO) es una complicacion
iatrogénica de los tratamientos de induccién de la ovulacidon que puede causar un
impacto importante en la salud de la paciente. Se estima que entre el 0.1-2.0 % de las
mujeres sometidas a un tratamiento de reproduccién asistida (TRA) desarrollan
algunas de las formas mads severas del cuadro (1), aunque su incidencia se ha
incrementado a medida que estas técnicas se han ido difundiendo y aumentando en

numero cada ano (2).

De forma general, el SHO es consecuencia de la administracidon exdgena de
medicamentos para la induccion de la ovulacién (gonadotrofinas, citrato de
clomifeno,...) en casos de anovulacién -restaurando la ovulacién mediante la induccién
farmacoldgica de 2-3 foliculos- y mas frecuentemente, en estimulaciones ovaricas
controladas mas agresivas aplicadas en los TRA, buscando el crecimiento sincronizado

y la maduracién de una cohorte mayor de foliculos.

Sin embargo, puede aparecer un cuadro de SHO en situaciones en las que el
estimulo del ovario es de origen endégeno (2), y aunque de una prevalencia mucho

menor, se han descrito los siguientes casos:

1) Mujeres embarazadas con diagndstico previo de sindrome de ovario
poliquistico (SOP), con mayor sensibilidad al estimulo por

gonadotrofinas endégenas (3).
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2) Embarazos con niveles anormalmente altos de coriogonadotrofina
(HCG), como ocurre en el embarazo molar (4).

3) Mujeres con hipotiroidismo primario, debido a la similitud de los
receptores de la hormona estimulante del tiroides (TSH) y la hormona
estimulante del foliculo (FSH). Se ha propuesto un posible incremento
de la sensibilidad en la respuesta a la FSH en caso de que su receptor
haya sido previamente expuesto a altas concentraciones de TSH (5).

4) Diferentes mutaciones en el receptor de la FSH (6-9), asociadas a una
hipersensibilidad de las mujeres portadoras al estimulo por la HCG, y
gue pueden presentar cuadros de SHO espontdneos (7, 8).

5) Adenomas hipofisarios productores de FSH y hormona luteinizante (LH),
lo que incrementaria los niveles de estradiol (E2) y el aumento de

tamafio de los ovarios (10).

Independientemente de su origen exdgeno o enddgeno, todas estas situaciones
clinicas demuestran cdémo el mecanismo esencial para el desencadenamiento del SHO

estd en la estimulacidn del ovario por las gonadotrofinas.

1.1.2. Fisiopatologia y cambios hemodinamicos

Se han descrito muchas variables hormonales que podrian estar intimamente
ligadas con el desencadenamiento del SHO. De todas ellas, la HCG parece tener un
papel clave en su fisiopatologia, como demuestra el hecho de que en los TRA en los
que no se utiliza el cuadro practicamente es inexistente (11), reapareciendo cuando se

aplica como soporte de la fase lutea.

Existen dos patrones claramente diferenciados de SHO:
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1) Temprano, que generalmente se presenta entre 3 y 7 dias tras la
induccion de la ovulacién con HCG en TRA, y que por tanto podria
aparecer independientemente de que la paciente lograra o no el
embarazo en ese ciclo.

2) Tardio, que se iniciaria a los 12-17 dias de la administracion de la HCG
(2, 12) y que estaria desencadenado por la secreciéon enddgena de esta
hormona desde el trofoblasto en los casos en que la implantacién
embrionaria tuviera éxito y que desaparece rdpidamente si se

interrumpe la correcta evolucién del embarazo.

Durante la estimulacién ovarica se secretan desde el ovario diversas sustancias
que estarian detras de la cascada de acontecimientos que terminan por desencadenar
el SHO. Los estudios se han centrado fundamentalmente en las sustancias vasoactivas,
pues son evidentes las profundas alteraciones a nivel vascular y hemodinamico que se
producen al inicio del sindrome y que se manifiestan de forma Ilamativa en el cuadro
clinico completo. Por tanto, la HCG debe desencadenar la liberaciéon de un mediador
con un potente efecto sobre el sistema vascular, y que deberia ser el responsable

inicial de la fisiopatologia y cuadro clinico del SHO (13).

En los ultimos afilos han sido muchas las sustancias vasoactivas que se han
implicado en el SHO. Algunas de ellas, como el estradiol (14), la histamina (15), o las
interleuquinas (16) se siguen investigando como posibles desencadenantes del
sindrome, pero la mayoria de estudios destacan la importancia del factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF) como principal sustancia angiogénica causante
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del aumento de la permeabilidad vascular y pérdida de liquido al tercer espacio que

caracterizan al cuadro clinico (17).

El VEGF es una proteina sintetizada y liberada en distintos compartimentos
celulares, entre los que se encuentran las células de la granulosa en el ovario (18), y
gue posee un potente efecto sobre la permeabilidad vascular muy superior al de otras
sustancias estudiadas, como la histamina (15). La salida de liquido a nivel capilar y
venoso se produce como resultado de la apertura de las uniones intercelulares entre
células endoteliales vecinas y a los cambios morfoldgicos que se producen en el
endotelio vascular, que adquiere rdpidamente un aspecto fenestrado (19) bajo el

efecto del VEGF.

El gen del VEGF ha sido localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (20), y la
combinacidn en la expresion de los 8 exones que lo componen (2) da lugar a distintas
isoformas (21). De todas ellas, VEGFy,; y VEGF45 son las que principalmente se han
asociado a los procesos de angiogénesis (22) y las Unicas que pueden ser secretadas
desde el ovario (23, 24). Los receptores del VEGF se encuentran en la superficie de las
células endoteliales y pertenecen a la familia de los receptores tirosin-quinasa (25). Se
han identificado dos receptores especificos a nivel endotelial, el VEGFR-1 y el VEGFR-2,
siendo este Ultimo el implicado en los procesos de permeabilidad vascular,
angiogénesis y vasculogénesis (26, 27) y lo que le ha convertido en una posible diana
terapéutica en numerosos trabajos de investigacion de ginecologia oncoldgica. El
VEGFR-1 es secretado en parte de forma soluble, actuando como modulador de la

actividad del VEGF al ligarse a su fraccion libre (28).
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Son muchos los hallazgos que apoyan el papel del VEFG en el desarrollo del
SHO, siendo clave el hecho de que los niveles de VEGF se elevan drdsticamente tras la
administracion de HCG en las mujeres sometidas a un ciclo de estimulacién ovarica y
con factores de riesgo para desarrollar el sindrome (13). Ademds, en mujeres
diagnosticadas de SHO se detectan niveles elevados de VEGF secretado desde las
células de la granulosa luteinizadas (29-33), que se liberan en el liquido folicular (29,
34, 35) en respuesta a la HCG (36) y provocan el incremento de la permeabilidad
capilar (29, 34, 35). También se ha confirmado la liberacién de VEGF desde las células
endoteliales humanas en respuesta a la HCG, aumentando asi la permeabilidad

vascular por esta via autocrina (35).

De los estudios en animales puede concluirse que el sistema VEGF
(VEGF/VEGFR-2) es regulado al alza en los ovarios estimulados, alcanzando su mayor
nivel en el momento de maxima permeabilidad vascular y evidenciando un papel

crucial del VEGF producido localmente en el ovario en el SHO.

Ya en humanos, los primeros trabajos en pacientes permitieron observar que,
en casos de mujeres con un alto riesgo de SHO tras la estimulacién, los niveles de VEGF
libre y total eran superiores en aquellas que finalmente desarrollaban el sindrome,
ademas de presentar concentraciones mas bajas del VEGFR-1, que jugaria un papel
protector frente al SHO al reducir la cantidad de VEGF libre disponible (37). Los
trabajos realizados en los programas de donacion de dvulos confirman que el inicio
del fendmeno completo estd restringido a los ovarios, como demuestra el hecho de
qgue las receptoras que se embarazan no desarrollan el SHO aunque presenten altas

concentraciones de VEGF y consigan la gestacion en ese ciclo.
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1.1.3. Factores de riesgo

Identificar a la poblacién en riesgo de desarrollar un SHO es un paso clave en el
objetivo por reducir su incidencia. Existen diversos criterios que permiten identificar a

estas pacientes, que se recogen en la Tabla 1.1.

La mayoria de estudios coinciden en caracterizar a la mujer joven con fenotipo
delgado como una candidata al SHO, en relacién con la elevada concentracidon de
estradiol procedente de las células de la granulosa del gran nimero de foliculos que
estas pacientes suelen producir en respuesta a una estimulacidn ovarica controlada
(38). Aunque los niveles de estradiol son significativamente mayores en las pacientes
qgue desarrollan SHO comparadas con los controles, la determinacién de estradiol por
si sola no es suficiente para predecir su aparicion, por lo que debe asociarse a los
hallazgos ecograficos al haberse descrito casos graves en pacientes con
concentraciones séricas de estradiol bajas (39). Las pacientes con SOP, sobre todo si
presentan resistencia a la insulina (40), también presentan mayor riesgo de

hiperestimulacion.

Tabla 1.1. Caracteristicas asociadas a las pacientes con riesgo elevado de SHO

Antes del inicio del TRA Durante el TRA
Paciente joven Alta respuesta folicular
Bajo peso Niveles elevados de estradiol (> 4000 pg / mL)
Sindrome de ovario poliquistico Ciclos en los que se consigue embarazo
Alergia Suplemento de la fase lutea con HCG

Niveles elevados en suero de VEGF
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Otros estudios han encontrado una mayor incidencia de alergias en las mujeres
que desarrollan un SHO (56 % vs 21 %), indicando que el factor inmunolégico podria

tener también un papel en su fisiopatologia (38).

1.1.4. Manifestaciones clinicas y cambios hemodinamicos

El SHO es un cuadro marcado por la salida de liquido desde el nivel
intravascular al tercer espacio, lo que desencadena el resto de manifestaciones clinicas
y analiticas. La clasificacidn inicial (14) del sindrome ha ido sufriendo modificaciones

con el paso del tiempo, aceptandose actualmente 4 niveles de SHO (2) (Tabla 1.2).

El SHO /eve se caracteriza por los niveles elevados de E2 y progesterona (P4), asi
con un aumento ligero del tamafio de los ovarios por debajo de los 5 cm. En el
siguiente escaldn, ademds de los signos descritos, aparece distension abdominal,
nauseas, vomitos, diarrea y el tamafio de los ovarios puede alcanzar los 5-12 cm. En
este momento puede comenzar la ascitis y menos frecuentemente, progresar a

hidrotérax o derrame pericardico.

Si el cuadro sigue avanzando, se llega al estadio de SHO severo, en el que la
funcién renal se ve alterada (oliguria, elevacién de las concentraciones de creatinina 'y
descenso de su aclarado) y la paciente alcanza una hemoconcentracién por encima del
45 %. Cuando el sindrome progresa, se puede alcanzar un nivel critico caracterizado

por el fallo renal (anuria), ascitis a tensién y distrés respiratorio.

Las alteraciones hemodinamicas y la hemoconcentracién son causa de
tromboembolismo, que se convierte asi en la manifestacion mas peligrosa del SHO

(14). Un 75 % se producen a nivel venoso (yugular interna, subclavia, vena cava
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inferior) siendo menos frecuente las arteriales (cerebral media, cerebral anterior,

carétida interna, arteria vertebral, humeral, mesentérica,...).

A nivel de resultados clinicos, el SHO que se produce en el contexto de un TRA
se asocia una reduccion en las tasas de implantacion, por el efecto perjudicial de las
altas concentraciones de hormonas esteroideas sobre la receptividad uterina (41), y a
un empeoramiento en la calidad ovocitaria, con peores tasas de maduracién vy

fertilizacién (42).

Tabla 1.2. Clasificacion del SHO segiin manifestaciones clinicas y analiticas (2)

Categoria Clinica Laboratorio

Leve Distensién abdominal Sin alteraciones importantes
Nauseas / vomitos
Diarrea

Moderada SHO leve + evidencia ecografica de ascitis Hematocrito > 41 %

Leucocitosis
Hipoproteinemia

Severa SHO leva y moderado Hematocrito > 45 %
Evidencia clinica de ascitis Fallo renal
Hidrotdrax Hiponatremia
Disnea severa Hipopotasemia
Oliguria / anuria Hipertransaminasemia
Aumento rdpido de peso (>1 Kg/ 24 h)
Sincope

Dolor abdominal severo
Trombosis venosa

Critica Anuria Fracaso renal
Trombosis arterial Fracaso hepatico
Arritmia

Derrame pericardico
Hidrotérax masivo
Distrés respiratorio
Sepsis

10
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1.1.5. Tratamiento

Hasta que no conozcamos la fisiopatologia completa del cuadro el tratamiento
del SHO continuard siendo empirico, con medidas de mantenimiento que permitiran la
mejoria de la paciente hasta la resolucion completa -generalmente espontanea en los

casos leves y moderados- de su sintomatologia.

La individualizacion de los protocolos de estimulacidn ovarica y la identificacién
de los factores de riesgo antes de iniciar el tratamiento permiten disminuir la

incidencia y severidad de este sindrome (43).

Ante el SHO la primera decisién a tomar es si la paciente debe ser hospitalizada
o bien puede recibir tratamiento ambulatorio. Un gran porcentaje de las pacientes que
desarrollan el cuadro lo haran en su forma leve, con molestias abdominales y malestar
general que no impide hacer una actividad diaria normal y que no requerira

hospitalizacion para su control y seguimiento.

Las pacientes con sintomas mas floridos (nauseas y diarrea incontrolable, falta
de apetito, deshidratacion, oliguria) deben someterse a una estricta evaluacion fisica,
pélvica y abdominal. Son necesarios controles seriados para medir la concentracidn de
electrolitos, el hematocrito y la creatinina y evaluar mediante ecografia la presencia y
el volumen de la ascitis, asi como cuantificar la ganancia o pérdida ponderal de la
paciente. En caso de presentar clinica respiratoria se debe realizar una radiografia de

térax y control de la saturacién de oxigeno mediante pulsioximetria.

La hospitalizacion es opcional y de acuerdo al criterio médico en los grados

moderado y grave, y siempre debe valorarse la facilidad de acceso a los controles

11
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ecograficos, analiticos y asistencia sanitaria de urgencia que la paciente pudiera

necesitar en caso de empeoramiento.

12

2.

3.

Entre las medidas que se proponen para el tratamiento del SHO destacan:

Reposo en cama: el reposo en decubito lateral derecho reduce la activacién del
sistema renina-angiotensina-aldosterona y del sistema simpatico, lo que
favoreceria el filtrado glomerular y la excrecidon del sodio y mejorando por
tanto la diuresis. En caso de recomendar reposo absoluto, debe tenerse en
cuenta el riesgo aumentado de tromboembolismo que se asocia al sindrome,
por lo que habrd que reforzar las medidas profildcticas oportunas
(anticoagulantes, antiagregantes, etc.).

Aspiracidn del liquido ascitico guiado por ecografia vaginal: en casos de ascitis a
tension, la aspiracién del liquido libre permite un alivio rdpido de la
sintomatologia (44). La aspiracidn del liquido intrabdominal mejora la diuresis,
reduce la hemoconcentracién, los niveles de creatinina, la disnea y las
molestias abdominales, siendo un procedimiento seguro y de bajo riesgo (44,
14).

Albumina: en caso de no poder corregir la inestabilidad hemodindamica con la
sueroterapia intravenosa, los expansores del plasma como la albumina pueden
ayudar a recuperar el volumen intravascular y aumentar la volemia. La
albdmina intravenosa es una medicacion segura y con una vida media superior
a la de otros expansores de volumen (1). La dosis habitual es de 50-100 g cada

6-12 horas.
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4. Diuréticos: los diuréticos como la furosemida permiten aumentar la eliminacién
renal de sodio e incrementar el volumen de orina. Siempre se debe tener en
cuenta que su uso estd contraindicado en casos de hipovolemia o
hemoconcentracién severa, por lo que las dosis deben ajustarse de acuerdo a la
diuresis y pardmetros de laboratorio.

5. Dieta baja en sodio: aunque de eficacia controvertida, el balance negativo que
se crearia con una baja ingesta de sodio (60 mEq / dia) podria ayudar a
movilizar el liquido libre intrabdominal hacia el espacio intravascular.

6. Dopamina: su administraciéon puede estar indicada en casos de SHO severo. En
dosis bajas y por via intravenosa puede revertir rapidamente el cuadro sin

efectos adversos para la paciente ni el embarazo (45).

1.1.6. Prevencion

Se han propuesto diversas estrategias para la prevencién del SHO, pero la
identificacion de la paciente con alto riesgo de desarrollarlo antes del inicio de la

estimulacion debe ser siempre la primera de las medidas a tomar.

1. Cancelar la administracion de la HCG: existe la suficiente evidencia cientifica
para sefialar a la HCG como la principal desencadenante del cuadro, y por tanto
posponer su administracion puede ser una alternativa véalida y segura para
evitar el inicio del sindrome (44). La cancelacién del ciclo supone para los
pacientes importantes implicaciones econdmicas y emocionales, frustra tanto
al paciente como al médico y podriamos estar cancelando el ciclo en muchas

mujeres que no terminarian por desarrollar el SHO.

13
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2.

4.

Drilling ovarico: se trata de una opcion de segunda linea para las pacientes de
riesgo, tipicamente en la mujer diagnosticada de SOP (46). Generalmente se
realiza por laparoscopia, y debe ser reservada para indicaciones reproductivas.
La reduccion de la corteza ovarica alteraria el ambiente endocrino del ovario,
reduciendo la produccion de andrégenos y el grosor de la corteza ovarica (14)
caracteristico de las pacientes con SOP.

Coasting: si durante la estimulacién ovdrica controlada se suspende la
administraciéon de gonadotrofinas y se mantienen los analogos de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH) —agonistas (aGnRH) o antagonistas
(antGnRH)-, los altos niveles de estradiol alcanzados al final de la estimulaciéon
comienzan a decrecer rdpidamente al frenarse el crecimiento folicular (14).
Diferentes estudios (47) demuestran que los foliculos en desarrollo soportan un
periodo breve de deprivacién gonadotrdfica sin que los resultados clinicos se
vean perjudicados, asi como los niveles de expresion y secreciéon del VEGF se
reducen (48), disminuyendo asi las posibilidades de desarrollar el cuadro. Las
recomendaciones sobre cuando iniciar y cuando suspender el coasting durante
una estimulacién ovarica se recogen en la Tabla 1.3 (49).

Aspiracion folicular: la aspiracion de los foliculos antes de la administracion de
la HCG o previamente a la puncidén definitiva podria proteger frente al
desencadenamiento del cuadro al reducir la produccién de sustancias
implicadas desde el ovario (50), ademas de alterar la funcién de los cuerpos
luteos generados a partir de los foliculos aspirados (51, 52). Aunque el primer

estudio retrospectivo sobre esta medida fue prometedor, estudios
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randomizados posteriores no han permitido confirmar su eficacia en la

prevencién de las presentaciones mas severas del SHO (51).

Tabla 1.3. Guia practica para el coasting en casos de riesgo de SHO (49)

Cudndo empezar

Cudndo terminar

E2 > 4500 pg / mL
E2 > 150 pg / mL por foliculo > 16-18 mm
> 15y < 30 foliculos maduros

E2 > 6500 pg / mL
> 30 foliculos maduros
Coasting superior a 4 dias

Realizar controles diarios de E2
Triggering con HCG (6500 Ul) o aGnRH (0.2 mg) con E2 < 3500 pg / mL

5. Albumina intravenosa: la infusidn intravenosa de albiumina inmediatamente

después de la puncion ovarica fue propuesta hace unos afios como una medida
de prevencién del SHO eficaz, econdmica y segura. Tras varios estudios
contradictorios, las ultimas revisiones no han encontrado un papel profilactico
para la albdmina (53), que si se mantiene como una alternativa terapéutica
para la expansion del volumen intravascular en las mujeres que ya han iniciado
el cuadro.

Criopreservacion de los embriones y transferencia diferida: el SHO es mas
frecuente en aquellos ciclos en los que la implantacién embrionaria se produce
con éxito, debido a la liberacién de HCG desde el trofoblasto. La cancelacion de
la transferencia para la criopreservacion de los embriones y posterior
realizacion en un ciclo natural o sustituido evitaria por completo la aparicion
del cuadro, al menos en su presentacion tardia (54). Se trata de una medida de

prevencidn muy segura, pero cada centro debe valorar los beneficios y riesgos

15
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en base a sus resultados clinicos con embriones vitrificados y la opinidn
consensuada con los pacientes.

Vitrificacion de ovocitos: la difusion del dispositivo (Cryotop®) (55) para la
vitrificacidon ovocitaria ha proporcionado unos resultados de supervivencia tras
la desvitrificacion (por encima del 95 %), lo que abre las puertas a la posibilidad
de vitrificar los ovocitos tras la puncién sin fecundar para su posterior
desvitrificacion y microinyeccién en un ciclo natural o sustituido, evitando por
completo el riesgo de hiperestimulacion. Actualmente ya disponemos de datos
sobre las tasas de implantacion y recién nacido vivo tanto en ovocitos propios
como donados, lo que convierte a esta técnica en una prometedora alternativa
para las pacientes con alto riesgo de SHO.

Agonistas dopaminérgicos: estudios experimentales en ratas han demostrado
un aumento en la expresién de los genes que regulan la sintesis de la enzima
tirosina-hidroxilasa cuando a los animales se les induce un cuadro similar al
SHO. Esta enzima es clave en la sintesis de la dopamina, y el uso de dosis no
téxicas de carbegolina (agonista dopaminérgico) reduce la permeabilidad
vascular al alterar el eje VEGF-VEGFR-2 (56, 57). La aplicacion clinica de estos
hallazgos en donantes de ovocitos con riesgo de SHO demostrd una reduccién
significativa de su incidencia en las pacientes que recibieron un tratamiento
dopaminérgico comparado con el grupo que recibid placebo, asi como una
menor formacién de ascitis y menor hemoconcentracion. Estudios recientes en
pacientes en las que se ha utilizado la quinagolida sélo han demostrado su
eficacia para la reduccion del cuadro precoz, pero no impide las formas mas

severas en aquellas mujeres que lograban gestacién (58).
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9. Antagonistas de la GnRH (antGnRH) en fase lutea: los antGnRH, ademas de su

10.

11.

accién bloqueando la hipdfisis, podrian tener una accién directa sobre el
ovario, reduciendo su tamafo y las concentraciones de estradiol (14, 59).
Letrozol: el letrozol es un inhibidor de la enzima aromatasa, y por tanto actua
blogueando la conversiéon de andrégenos en estrégenos a nivel ovarico y
periférico. Al reducir los niveles de estrégenos, es un medicamento con el que
se tiene una gran experiencia para el tratamiento del cdncer de mama en
mujeres postmenopdausicas. En la prevencion del SHO, el letrozol se ha utilizado
durante la fase lutea en donantes de ovocitos (60) tras la puncién folicular,
reduciendo los niveles de E2, P4 y LH a partir del 42 dia postpuncién. Aunque
no se ha confirmado en el ultimo metanaalisis publicado, estudios previos lo
asociaron a un efecto teratogénico, lo que junto a la ausencia de esta
indicacion en la ficha técnica ha frenado su uso preventivo en el SHO salvo en la
estimulacion de donantes de ovocitos o en preservacion de la fertilidad en
pacientes oncoldgicas.

Maduracion final de los ovocitos con agonistas de la GnRH: la introduccién de
los antGnRH en los TRA ha abierto la posibilidad de usar los aGnRH como
desencadenantes de la maduracion de los ovocitos al final de la estimulacion
(14, 61). El pico de LH que acompaiia al efecto flare tras la administracion del
aGnRH promueve los cambios periovulatorios que llevan a la maduracién del
ovulo y evita la administracién de HCG para este fin (62), desapareciendo en la
practica el riesgo de desarrollar un SHO en estas pacientes por su breve vida
media. Como se vera en el siguiente apartado, su efecto deletéreo sobre la fase

ltea disminuye su aplicacidn generalizada en pacientes que deseen continuar

17
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con la transferencia embrionaria en fresco, al reducirse las tasas de embarazo

de forma considerable (63).

En la Tabla 1.4 se recogen las ventajas e inconvenientes de cada una de estas

propuestas de prevencion.

1.1.7. Conclusiones sobre el SHO

El SHO es un cuadro clinico asociado al desarrollo multifolicular que acompana
a los tratamientos de reproduccién asistida. Aunque generalmente se presenta en sus
formas leves, en ocasiones el cuadro puede evolucionar a formas graves y con
importantes consecuencias para la mujer, siendo las claves del proceso la salida de

liquido al tercer espacio y la inestabilidad hemodindmica.

Ninguno de los tratamientos es eficaz al 100 %, por lo que la prevencion
primaria, identificando antes de iniciar cualquier tratamiento a la paciente con factores

de riesgo de desarrollar el sindrome, es la clave para disminuir su incidencia.

De todas las medidas preventivas, sélo la induccidn de la maduracidn ovocitaria
con aGnRH permite abolir el sindrome y a la vez continuar con la transferencia
embrionaria, pero sus efectos secundarios sobre la receptividad endometrial obligan a
tomar medidas de soporte para la fase ldtea si no se quieren ver comprometidos los

resultados clinicos.

18
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Tabla 1.4. Medidas preventivas del SHO: ventajas e inconvenientes

Categoria

Ventajas

Inconvenientes

Cancelacion del ciclo

Drilling ovdrico

Coasting

Aspiracion folicular

Albumina iv

Vitrificacion de
embriones

Vitrificacion de ovocitos

Agonistas

dopaminérgicos

aGnRH triggering

Letrozol

Desaparece por completo el
riesgo de SHO

Mejora la induccion de la
ovulacidn y los parametros

analiticos en el SOP

Buenos resultados clinicos

Mejora la sintomatologia

Mejora la clinica y el estado
hemodindamico

Técnica segura y eficaz

Técnica segura y eficaz

Tratamiento oral, bien tolerado

Desaparece el riesgo de SHO

Tratamiento oral, bien tolerado

Coste econdmico y psicolégico
para los pacientes

Agresivo, requiere quiréfano y
anestesia

No desaparece por completo el
riesgo de SHO

Eficacia controvertida

Prevencién secundaria

No siempre disponible la
vitrificacion
Aumento de los costes y tiempos

No siempre disponible la
vitrificacion
Aumento de los costes y tiempos

Prevencién secundaria
Eficacia controvertida en
pacientes

Sélo en protocolo antagonista
Defecto de fase lutea

Fuera de ficha técnica
Posible teratogenicidad

1.2. AGONISTAS DE LA GnRH PARA LA MADURACION FINAL OVOCITARIA

1.2.1. Fisiologia de la ovulacién durante el ciclo natural

Durante los ultimos dias de crecimiento del foliculo dominante se aprecia un

incremento en la frecuencia de pulsatilidad de la GnRH hipotalamica, lo que se traduce

en un aumento de la frecuencia y de la intensidad de los picos de LH. En los 2 a 3 dias
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previos al pico de LH se produce un aumento espectacular del E2, acompaiiado de un
incremento en los niveles de la 17-hidroxiprogesterona y la P4. Este aumento de los
gestagenos antes de la ovulacién se debe a la adquisicion de receptores de LH por
parte de las células de la granulosa. La LH, que se segrega ya en cantidades crecientes,
estimula la actividad del citocromo P-450-scc y del P-450-c17 en las células de la

granulosa, inicidndose asi la sintesis de gestagenos (64).

Los niveles altos de E2 y la escasa P4 que comienza a sintetizarse actudan
directamente sobre los receptores gonadotropos hipofisarios e indirectamente sobre
las neuronas productoras de GnRH, iniciando asi una descarga masiva de LH (y
también, aunque de menor magnitud, de FSH). La duracién media de este pico es de
48 horas, con una fase de ascenso muy rapido de unas 14 horas que coincide con una
caida de E2 y un aumento progresivo de P4. La secrecién de LH se mantiene en meseta
unas 14 horas, tras lo cual ya se establece una firme secrecién de P4 y una caida de los
niveles de E2 e inhibina. La fase de descenso, de unas 20 horas de duracion,

completaria las 48 horas (64).

Se desconoce el momento preciso en que se produce la ovulacién, pero se cree
que tiene lugar 36 horas después del inicio del pico de LH, o lo que es lo mismo, casi al

final de dicho pico.

El pico de LH ejerce numerosas acciones. Por una parte asegura la saturacién de
todos los receptores de las células de la granulosa y de la teca, con lo cual garantiza la
vida y las funciones del cuerpo luteo. Otra funcion importante de la LH es estimular la
sintesis de prostaglandinas por el foliculo maduro; éstas, a su vez, actlan sobre las

miofibrillas de la pared folicular para lograr su contraccién. Ademads, la LH estimula la
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formacién de diversas enzimas proteoliticas que provocan la lisis de la pared folicular

en el punto de ruptura (65) favoreciendo asi la ovulacién.

El papel del pico de FSH es peor conocido, pero en los ultimos afios ha quedado
clara su accién sobre la produccién de activadores del plasmindgeno por parte de las
células de la granulosa (63). Este activador del plasmindgeno estd implicado en la
rotura de las comunicaciones entre el ovocito y las células del cimulo, lo que parece el
factor desencadenante para que se reanude su meiosis al desaparecer las altas
concentraciones de AMP ciclico (AMP-c) en el ambiente ovarico. Ademas, el pico final
de FSH estimularia la formacion de receptores de LH en las células luteinizadas de la

granulosa, optimizando de esta forma la funcién del cuerpo luteo (66).

Después de la ovulacion se produce una caida breve en la sintesis de esteroides
debido al colapso del foliculo, pero ésta se recupera en las 48 horas siguientes, lo que
se traduce en una importante produccién de estrégenos y P4. No se conocen con
precision los factores que determinan que la vida del cuerpo luteo se vea limitada a 12-
14 dias en ausencia de embarazo. Lo que si se conoce es que la LH es imprescindible
para su funcioén: sin LH el cuerpo lUteo involuciona rapidamente, siendo los estrégenos
y las prostaglandinas las sustancias fundamentales que determinan la limitacién de su

actividad.

A medida que progresa la produccion de P4 se aprecia un espaciamiento
progresivo en los picos de LH. Ello se debe a la disminucién de la frecuencia de las
descargas de GnRH desde el hipotdlamo, que viene provocada por el aumento del tono
opidceo. La frecuencia de los pulsos va disminuyendo hasta tener un intervalo superior

a dos horas, lo que determina que disminuya la secrecion de LH (otro factor de
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involucién del cuerpo Iuteo) y aumente la de FSH, reiniciandose asi la seleccién de

foliculos para un nuevo ciclo (64).

En caso de producirse embarazo, el cuerpo liteo continda funcionando por
union de la nueva gonadotropina producida por el trofoblasto -la HCG- a los receptores

de LH, que inmediatamente adquieren caracteristicas especificas de selectividad.

1.2.2. Induccion de la maduracidn final ovocitaria en tratamientos de reproduccion

asistida

En los TRA estamos obligados a controlar e inducir la ovulaciéon de forma que
puedan planificarse los ciclos de coito programado, de inseminacién artificial o la
puncion folicular en el caso de realizar un FIV/ICSI. Sin ello, los resultado relativos a las

tasas de gestacion serian muy bajos y la eficacia de los tratamiento escasa.

Se dispone de varias formas no farmacoldgicas de conocer el momento de la

ovulacion:

1. Empleo de la ecografia vaginal, apoyada por el Doppler.

2. Determinacién en sangre de los valores de E2 (superiores a los 250 pg /
mL por foliculo superior a los 17 mm).

3. Identificacién mediante analisis en sangre del pico de LH enddgeno.

4. Kits de LH para la deteccion del pico de esta hormona en orina. Son
capaces de detectar el pico de LH que se produce 24-36 horas antes de la
ovulacion. Se trata de un método preciso y sencillo, capaz de detectar la

ovulacion hasta 6 horas antes de que se haya producido. Por el contrario,
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son caros y no informan si la ovulacidn ya ha tenido lugar, ademas de ser

dificiles de aplicar en aquellas mujeres con ciclos menstruales irregulares.

En general se trata de métodos poco eficaces cuando se aplican a los TRA, lo
gue generalmente obliga a utilizar medicamentos que permitan la planificacion de los
ciclos y la correcta coordinacidon de la ovulacién y el tratamiento final que se haya

indicado (inseminacion, puncidn ovarica para FIV-ICSI) para optimizar los resultados.

A. Induccion de la ovulacion con HCG

La HCG ha sido durante décadas el farmaco mds utilizado en los TRA como
sustituto del pico de LH que se produce durante el ciclo natural. Debido a sus
similitudes bioldgicas y estructurales, la LH y HCG se unen y activan el mismo receptor,
el receptor LH/HCG (63). Sin embargo existen diferencias importantes, como es su vida
media, mucho mas corta en el caso de la LH (aproximadamente de 60’) si se compara

con la HCG (superior a las 24 horas y detectable hasta 7 dias después) (63).

Debido a su prolongada vida media en la circulacién, la HCG es capaz de
sostener la funcién del cuerpo lateo, pero se asocia al desencadenamiento del SHO.
Ademas, diversos estudios han propuesto un posible efecto perjudicial de la HCG sobre

la receptividad endometrial y la calidad ovocitaria.

La administracion de HCG permite conocer con exactitud el momento de la
ovulaciéon, que acontece 36-40 horas mas tarde. Actualmente se disponen
exclusivamente en el mercado espafol de HCG recombinante (HCGr), de
administracion subcutanea en una sola dosis de 250 mcg que equivalen, segun ficha

técnica, a 6500 Ul de la HCG de origen urinario (HCGu) que se utilizé durante afios
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hasta su retirada. La dosis de HCGr de 250 mcg es tan efectiva como la de 500 mcg en
cuanto al niumero de ovocitos recuperados y las tasas de gestacion, habiéndose
observado que la dosis mayor se asocia a mas efectos adversos y a una mayor

incidencia de SHO (67).

Entre sus principales ventajas esta su facil administracion y el facil control del
momento idéneo para su aplicacion. Mediante control ecografico podemos determinar
el momento dptimo para administrarla antes de que se haya desencadenado el pico
espontaneo de LH. Ademads sirve de soporte para la fase Iutea debido a su larga vida

media y a su efecto sobre el cuerpo luteo.

El principal inconveniente de la HCG es su papel clave en el desencadenamiento
del SHO. Por tanto, ante una paciente con alto riesgo de desarrollar el cuadro,
debemos suspender su administracion, cancelando el ciclo, o bien tomar alguna de las

medidas de prevencion secundaria que se detallaron en el apartado 1.1.5 (67).

B. Induccion de la ovulacion con LH

La hormona luteinizante o LH es la desencadenante fisioldgica del
restablecimiento de la meiosis, de la maduracién del cimulo y finalmente de la
ovulacion. Su vida media es muy corta, de 4 a 6 horas, por lo que su uso se asocia a un

riesgo bajo de desarrollar el SHO.

Actualmente en el mercado disponemos de una LH recombinante (LHr) de
origen genético, con la que se ha informado una incidencia baja de hiperestimulacion.
Los inconvenientes para su uso habitual son que se trata de una medicacién cara,

necesitando entre 15.000 y 30.000 Ul para desencadenar la ovulacidn (se comercializa
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en envases de 10 ampollas de 75 Ul) y que por su corto efecto, requiere de un soporte

posterior para mantener la funcionalidad del cuerpo luteo.

C. Induccion de la ovulacidon con agonistas de la GnRH

La introduccidn en los protocolos de estimulacién de los antGnRH abrid las
puertas a la posibilidad de inducir la maduracion final de los ovocitos mediante un bolo
Unico de aGnRH como alternativa al uso de la HCG. Los antGnRH ocupan los receptores
de la GnRH a nivel hipofisario sin provocar la desensibilizacién de los mismos, lo que
permite al aGnRH desplazar al antagonista y activar directamente el receptor,
desencadenando su efecto flare up que se acompaifia de la liberacién de

gonadotrofinas (63).

Aunque este efecto flare up es efectivo en la maduracién de los ovocitos y en el
desencadenamiento de la ovulacién, existen diferencias respecto al perfil y duracién
de la liberacion de hormonas inducido por el aGnRH al compararlo con el ciclo natural.
Asi, la oleada hormonal provocada por el aGnRH solo consta de 2 fases: una fase
ascendente, rapida y corta (inferior a las 4 horas); y una segunda de descenso mas
prolongada, de unas 20 horas, para una duracion total de 24-36 horas. Por tanto, la
cantidad total de gonadotrofinas liberadas durante el pico provocado por el aGnRH se
reduce drasticamente cuando se compara con las liberadas durante el ciclo natural

(68).

Un de las posibles ventajas del triggering con aGnRH respecto del uso de HCG
es que la onda de FSH que provoca el primero es comparable a la que se produce
durante el ciclo espontaneo. Algunos estudios han observado un mayor nimero de

ovocitos maduros recuperados cuando la maduracién final se realiza con un aGnRH, y
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una posible explicacién seria que el cambio que produce es mas fisioldgico y natural al

incluir la onda de FSH junto con el pico de LH (69).

aGnRH 14h Ciclo natural

Oh 20 h 40 h

Figura 1.1. Diferencias entre el pico de LH con aGnRH respecto del ciclo natural.

Pero sin duda, la principal ventaja del triggering con aGnRH es que el SHO
practicamente desaparece, como han demostrado los estudios realizados tanto en
pacientes como en donantes de 6vulos (62). Esto lo convierte en la primera opcién
para la maduracién ovocitaria en los programas de ovodonacién, al abolir el SHO sin
repercutir en la calidad ovocitaria ni en las tasas de embarazo de las pacientes

receptoras.

Pese a esta gran ventaja, el punto mas desfavorable cuando se utiliza un aGnRH
para la maduracion final son los resultados clinicos en los casos de pacientes que
contindan con la transferencia embrionaria en fresco en el mismo ciclo (63). Los
primeros estudios randomizados y controlados objetivaron unas tasas de implantacién
y embarazo bajas, junto con una tasa de aborto temprano extremadamente alta. Estos
resultados fueron atribuidos a una insuficiencia de la fase latea que el soporte habitual
de esta fase con estradiol oral y progesterona vaginal no era capaz de equilibrar. Sin
embargo, siguiendo a estos estudios, varios grupos han elaborado diferentes pautas
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modificadas de soporte de fase lutea con las que han obtenido resultados similares a
los conseguidos tras la maduracion con HCG. Estas pautas seran analizadas en

profundidad en el apartado 1.3.2.

1.2.3. Conclusiones

El triggering con aGnRH es mas fisioldgico, con una oleada de gonadotrofinas
similar a la que se produce durante un ciclo natural y sin la larga vida media de la HCG.
Sus principales ventajas son el mayor nimero de ovocitos maduros recuperados tras la
puncién ovarica y la drastica reduccién de un cuadro potencialmente grave como el

SHO.

El defecto de la fase IUtea que se asocia a esta opcién de maduracion ovocitaria
en pacientes sometidas a TRA debe ser contrarrestado con un soporte suficiente que
optimice este momento clave para la implantacién embrionaria y la consecucion del

embarazo.

1.3. SOPORTE DE FASE LUTEA EN TRATAMIENTOS DE REPRODUCCION ASISTIDA

La fase lutea constituye el periodo comprendido entre la ovulaciéon y el
desarrollo de una gestacion o el inicio de la menstruacion a las dos semanas, siendo el
resultado de una estimulacidn por pulsos (3-5 pulsos / 24 h) de la LH hipofisaria sobre
el cuerpo lateo. Una fase latea normal es un requisito indispensable para la

implantacidon embrionaria y la evolucién del embarazo.

Desde el inicio de la aplicacion de las técnicas de fecundacién in vitro (FIV), se
observé que la estimulacidon multifolicular ocasionaba una alteracién de la fase lutea.

Estudios posteriores confirmaron que la deficiencia de esta fase en ciclos estimulados
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se evidenciaba por una regresion prematura del cuerpo lUteo y por tener una menor
duracién, una elevacion temprana de los niveles de P4 y una demora en la
transformacién secretora del endometrio. La consecuencia directa era la disminucion
de las tasas de gestacion y de implantacion, asi como un incremento en la tasa de

abortos tempranos.

La posterior aplicacion de los aGnRH como tratamiento para prevenir la
elevacidon prematura de la LH, que se acompafa de una recuperacion lenta de la
hipdfisis (down-regulation) (70, 71), resultdé en una evidente falta de soporte de los
cuerpos luteos por déficit de LH enddgena. Mas recientemente, con la introduccién de
los antGnRH, se pensé que no seria necesario apoyar la fase lutea por la rdpida
recuperacién hipofisaria que se produce al cesar su administraciéon. Sin embargo, se
demostré que el acortamiento de la fase litea persistia en los ciclos con antGnRH

independientemente del farmaco empleado para inducir la ovulacion (72).

Los diversos mecanismos que se postulan como causa de la alteracién de la fase

IGtea son (73):

1. La aspiracién de un gran numero de células de la granulosa durante la
puncidn ovarica, alterando su luteinizacion.

2. Retroalimentacidon negativa sobre la hipdfisis ocasionada por los altos
niveles de esteroides en fase lutea temprana, disminuyendo a niveles
minimos la concentracién sérica de LH.

3. Recuperacién hipofisaria tardia tras la aplicacién de aGnRH en el protocolo

largo.
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4. Retroalimentacién ovadrica exagerada sobre la funcidon hipotdlamo-
hipofisaria en respuesta a la estimulacidn.
5. Efecto directo sobre la hipdfisis del bolo de HCG utilizado para inducir la

maduracion final ovocitaria.

Se han empleado multiples fdrmacos y vias de administracidon con la finalidad
de normalizar la fase lutea en ciclos de FIV, aunque hasta el momento no existe

consenso acerca de la manera éptima de realizar este soporte.

1.3.1. Soporte de fase ltutea cuando se utiliza HCG para la maduracion ovocitaria

A. Protocolos propuestos

1. Soporte de fase lutea con HCG: la administraciéon de HCG, por su accidn

similar a la LH, es capaz de rescatar el cuerpo luteo y normalizar esta
fase en ciclos de FIV (74). Esta estrategia se empled como primera linea
de soporte en los anos 80 y 90. Posteriormente, diversos estudios
mostraron que si bien la HCG incrementaba las tasas de embarazo en
FIV, también se acompanaba de un aumento en la incidencia de SHO
(75), razén por la que poco a poco se fue sustituyendo por otras
alternativas. Un metaanalisis demostré que el 5 % de las pacientes
suplementadas con HCG desarrollaban una hiperestimulacidon. Las dosis
habitualmente usadas estaban entre 1500-2500 Ul de HCG en dias
alternos.

2. Progesterona: la progesterona se ha convertido en la primera linea de
tratamiento para el soporte de fase lutea. De las diferentes vias de

administracion, la vaginal es la mas empleada por su facilidad de
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empleo, ademas de evitar el paso metabdlico hepatico y carecer de
efectos sistémicos (76). La vagina tiene un alto potencial de absorcién y
permite alcanzar altas concentraciones de P4 a nivel uterino. Se
administra en forma micronizada en dosis de 300 a 600 mg al dia, o bien
en forma de gel en dosis de 90 mg diarios. La via oral se emplea pocas
veces debido a su pobre biodisponibilidad (< 10 %) y a una elevada
produccién de metabolitos que se asocian a efectos colaterales
indeseables como la somnolencia. Por ultimo, la progesterona también
puede administrarse en dosis de 25 a 50 mg / dia por via intramuscular.
Su principal ventaja es la alta concentracién de progesterona alcanzada,
pero con el inconveniente de que su administracion es muy dolorosa.
Revisiones recientes muestran resultados contradictorios al comparar la
via vaginal e intramuscular, aunque existe una tendencia a una mayor
eficacia de esta ultima (73).

Estrégenos: el papel de los estrégenos durante la fase lUtea aun esta sin
dilucidar. En los ciclos de FIV se ha demostrado que tanto el E2 como la
P4 disminuyen significativamente durante esta fase si no se proporciona
un soporte hormonal adecuado. Esto seria consecuencia del alto nivel
de estrégenos existente en la fase IUtea temprana, que ocasionaria un
potente feed-back negativo sobre el eje hipotalamo-hipdfisis, frenando
la liberacion de las cantidades adecuadas de LH. La disminucidn de las
tasas de gestacién se ha relacionado con la disminucidn de los niveles
de estrdgenos, si bien existe controversia sobre el beneficio o no de su

suplementacién durante la fase ldtea. Un primer metaanalisis mostré
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un beneficio en el caso de su aplicacidon en ciclos largos con aGnRH,
pero en el caso de los protocolos con antGnRH los resultados no fueron
concluyentes (77). El farmaco mas frecuentemente utilizado es el
valerianato de estradiol, en dosis orales de 4 a 6 mg al dia. También se
pueden administrar en forma de parches transdérmicos.

4. Agonistas de la GnRH: se ha demostrado la eficacia del empleo de

pequefias dosis de aGnRH (buserelina intranasal) para normalizar la fase
lutea. La base es el efecto liberador de LH desde la hipofisis, de forma
que si se administra con las dosis y el intervalo adecuado no se
produciria la desensibilizacidn hipofisaria y si se mantendria su efecto

flare-up (78).

B. Resultados

Son numerosos los estudios aleatorizados que han comparado diferentes
farmacos como apoyo de la fase lUtea. Revisiones y metaanadlisis muestran resultados
poco concluyentes y en ocasiones contradictorios (79). La disparidad en los protocolos
y en las caracteristicas de las pacientes incluidas hace dificil obtener una conclusiéon

gue permita la aplicacion de uno de ellos de forma generalizada.

En la dltima revision de la Cochrane publicada en 2011, la progesterona
sintética por via intramuscular mostrd tasa superiores de embarazo al compararla con
la progesterona micronizada por via vaginal (80). En general, el agregado de
estrégenos o HCG no parecid mejorar los resultados, ademds de asociar esta ultima
opcién un mayor riesgo de SHO. Por tanto, los autores concluyen que la mejor opcién

como apoyo de la fase lutea tras la induccidén con HCG es la progesterona sintética,
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aunque no debemos olvidar que su uso se asocia a otros efectos secundarios como

dolor, infeccidon y formacidn de abscesos en las zonas de administracion y neuropatia.

1.3.2. Soporte de fase lutea cuando se utilizan agonistas de la GnRH para la

maduracion ovocitaria

A. Protocolos propuestos

1. Bolo uUnico de HCG: tras dos pequefos trabajos en los que se habia

aplicado en ciclos de inseminacidn artificial, se llevaron a cabo varios
estudios en ciclos de FIV/ICSI en protocolo con antGnRH en los cuales la
maduracion final se realizaba con un aGnRH. La mayoria de grupos
aplicaban un bolo Unico de 1500 Ul de HCG el dia de la puncién con la
intencién de reforzar el soporte de fase Iutea habitual que se realizaba
con progesterona vaginal y estrogenos orales. Esta pequefia dosis
rescataba la fase IGtea y se obtenian resultados clinicos similares a los
del triggering con HCG (63). En el trabajo mds amplio publicado hasta la
fecha, que incluye mas de 300 ciclos, no se encontraron diferencias
significativas en las tasas de recién nacido vivo (RNV) entre el grupo que
recibié las 1500 Ul de HCGu el dia de la puncion tras la maduracion con
aGnRH y el grupo control (triggering con 10000 Ul de HCGu y soporte de
fase IGtea con progesterona vaginal). Ademas no se describieron casos
de SHO en el grupo de estudio, frente a una incidencia del 2 % en el
grupo en el que la maduracién final ovocitaria se realizé con HCG. Un

tercio de las pacientes incluidas presentaba mas de 14 foliculos mayores
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de 11 mm al final de la estimulacidn, por lo que podrian considerarse
como mujeres con alto riesgo de desarrollar el SHO (81).

Dosis repetidas de HCG durante la fase Idtea: en un esfuerzo por

encontrar la dosis minima necesaria de HCG para mantener los
resultados clinicos sin que reapareciera el SHO, un grupo espafiol disefid
un estudio no aleatorizado en pacientes con alto riesgo (82). Tras la
induccion de la maduracién final con un aGnRH, el soporte de fase lutea
se realizé con 3 dosis de HCGu separadas cada 72 h y comenzando al dia
siguiente de la puncién. Los dosis de HCGu administradas fueron
diferentes en los 3 grupos de pacientes que se incluyeron en el estudio:
1000, 500 y 250 Ul. No se encontraron diferencias significativas en
cuanto a las tasas de embarazo entre los 3 grupos. La incidencia total de
SHO moderado fue del 4.2 %, ademas de un 3.6 % de casos severos. De
nuevo no se encontraron diferencias entre los 3 grupos en cuanto al
SHO. Seis de los 7 casos de SHO fueron de aparicion tardia, y de estos 6,
4 tuvieron lugar en embarazos gemelares. Este estudio nos indica que
las dosis bajas de HCG repetidas a lo largo de la fase lutea son
suficientes para mantener las tasas de embarazo tras el triggering con
aGnRH en pacientes con alto riesgo de desarrollar SHO. Aunque los
casos de hiperestimulacidn son escasos, si hay una fuerte asociacién con
el embarazo multiple, lo que refuerza la idea de recomendar la
transferencia selectiva de un Unico embrién en estas mujeres de alto
riesgo. Respecto a las dosis, existe una tendencia a una reduccién de los

casos de SHO con las dosis mas bajas, por lo que parece razonable
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aconsejar las 500 Ul como medida eficaz y segura para el soporte de
fase latea. Esta estrategia permite continuar en estos casos con la
transferencia embrionaria en fresco, sin aumentar la incidencia de SHO
ni perjudicar los resultados clinicos. Sin embargo, son necesarios
estudios aleatorizados y controlados para poder generalizar estas
conclusiones.

Tabla 1.5. Tasas de RNV segtn la maduracién utilizada (aGnRH vs HCG) y soporte de fase lutea
estandar

Estudio Disefio Pacientes Apoyo de Maduracién con Maduracién con
fase lutea aGnRH HCG
Fauser-2002 EAC Normo- P4 im 18.7% 133 %
ovuladoras (06/32) (02/15)
Humaidan-2005 EAC Normo- P4 vaginal 39% 36 %
ovuladoras E2 vo (03/55) (24/67)
Kolibianakis-2005 EAC Normo- P4 vaginal 39% 27.7%
ovuladoras E2 vo (02/52) (15/54)
RR -0.18 7.9% (11/139) 30.1 % (41/136)

EAC: estudio aleatorizado y controlado / RR: riesgo relativo / im: intramuscular / vo: via oral

3. LH recombinante: otra alternativa para contrarrestar la insuficiencia de

la fase Iutea por las bajas concentraciones de LH asociadas al uso de
aGnRH para la maduracion final ovocitaria podria ser la administracion
de dosis repetidas de LH recombinante (LHr). La principal ventaja de la
LHr frente a la HCG es su corta vida media, lo que reduciria la incidencia
de SHO. En 2011 se llevd a cabo un estudio piloto en el que se
administraron, junto a la progesterona vaginal, 300 Ul diarias de LHr

cada 48 horas, comenzando el dia de la puncién y con un total de 5
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dosis (83). Las tasas de embarazo obtenidas se compararon con las del
grupo control en el que el triggering se habia realizado con HCG. No se
encontraron diferencias significativas en las tasas de RNV y no se
describieron casos de SHO en ninguno de los dos grupos. El trabajo
incluyd un total de 52 pacientes, por lo que son necesarios trabajos mas
amplios para obtener conclusiones sobre la eficacia y seguridad de las
dosis repetidas de LHr como soporte de fase latea.

Soporte intensivo con progesterona y estradiol: el triggering con aGnRH

da como resultado niveles bajos de E2 y P4 en fase lUtea que podrian
estar indicando que el apoyo esteroideo estandar que se aplicé en los
primeros estudios era insuficiente. Un primer trabajo aleatorizado vy
controlado en pacientes con SOP utilizé progesterona intramuscular (50
mg / dia) y parches de estradiol (3 parches de 0.1 mg que se cambiaban
cada 48 horas), comenzando al dia siguiente de la captacion ovocitaria
(84). Las dosis de progesterona y estradiol se fueron incrementando a
partir de la transferencia embrionaria con el objetivo de mantener sus
niveles por encima de los 20 ng / mLy los 200 pg / mL, respectivamente.
Con este protocolo se obtuvieron unas tasas de embarazo en curso del
53 %, ademds de no describirse ningun caso de SHO frente a la
incidencia del 34 % del grupo control, en el que la maduracion
ovocitaria se habia realizado con 10000 Ul de HCG. Sin embargo, estos
esperanzadores resultados en cuanto a tasas de embarazo y SHO en
pacientes de alto riesgo no han sido confirmados en otros trabajos, que

aplicando progesterona intramuscular (50 mg / dia) y estradiol oral (4
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mg / dia) durante la fase litea presentaron tasas decepcionantes de

embarazo, por debajo del 10 %, y de aborto temprano, por encima del

80 %.

Tabla 1.6. Tasas de RNV segtin la maduracion utilizada (aGnRH vs HCG) y soporte de fase lutea modificada

Estudio Disefo Pacientes Apoyo de fase lutea Maduracidn con Maduracion con
aGnRH HCG
Humaidan-2006 EAC Normo- P4 vaginal 38% 53%
ovuladoras 1500 Ul HCG (05/13) (08/15)
Babayof-2006 EAC SOP P4 im 6.6 % 15 %
E2 sc 6.7 (1/15) (2/13)
Pirard-2006 EAC Normo- aGnRH 16.6 % 16.6 %
ovuladoras (02/12) (01/06)
Engmann-2006 EAC SOP P4 im 48.5 % 437 %
E2 sc/vo (16/33) (14/32)
Humaidan-2010 EAC Normo- P4 vaginal 23.7% 31.3%
ovuladoras 1500 Ul HCG (36/152) (47/150)
Papanikolaou-2011 EAC Normo- P4 vaginal 22.2% 235%
ovuladoras 300 Ul LHr x 6 (4/18) (04/17)
Castillo-2010 ENA Normo- P4 vaginal 42.6 % No controlado
ovuladoras | 500 UIHCG /72 hx4 (49/115)

EAC: estudio aleatorizado y controlado / ENA: estudio no aleatorizado

RR: riesgo relativo / im: intramuscular / vo: via oral

B. Resultados

Si analizamos todos los trabajos publicados desde 2005, se observa que en

todos los estudios se ha aplicado un soporte de fase lutea basado en el apoyo

esteroideo intensivo o en el refuerzo de la actividad LH. El ultimo metanaalisis

de 2010 que ha analizado los resultados de estos trabajos encuentra tasas
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comparables de RNV a las obtenidas con la maduracién con HCG. Sin embargo,
todavia existe una diferencia de un 6 % a favor del segundo, aunque la
incidencia de SHO desaparece frente al 7 % de las pacientes que reciben HCG

(63).

Por tanto, el soporte de fase latea tras la maduracidn final ovocitaria con un
aGnRH tiene un efecto marcado en los resultados clinicos, reduciendo o incluso
aboliendo la aparicién del SHO. Pero a dia de hoy todavia desconocemos cudl de estos
protocolos es el candidato ideal para ser aplicado de forma generalizada a las

pacientes con alto riesgo de SHO.

1.4. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA POR MICROARRAYS

En la era previa al desarrollo de la gendmica, cuando la investigacion estaba
limitada por la incapacidad de estudiar mas de una molécula al mismo tiempo, los
estudios iban dirigidos a proteinas y otras moléculas que apareciesen diferencialmente
expresadas, o genes especificos que pudiesen tener alguna relacién con la enfermedad
a estudiar. Hoy en dia, en la era gendmica, el uso de la reaccién en cadena de la
polimerasa a tiempo real (RT-PCR) junto con la tecnologia de microarrays nos
proporcionan una gran cantidad de informacidon sobre el endometrio, pudiendo de
esta manera describir un perfil génico caracteristico de las distintas fases del ciclo.

1.4.1. ¢{Qué es un microarray?

Todas las células de un mismo organismo contienen la misma informacién
genética, el mismo numero de cromosomas con el mismo set de genes. Sin embargo,
en funcién del tejido, del tipo celular y del proceso bioldgico que se lleve a cabo,

expresan solo una fraccion selectiva del total de genes disponibles, de modo que hay
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una expresién génica diferencial si comparamos una poblaciéon celular respecto a otra.
La tecnologia de microarrays permite la determinacién de qué genes se expresan en
una célula en condiciones basales (85). Todavia de mayor interés es que esta técnica
pueda medir los cambios en la expresidon de genes en respuesta a una enfermedad,
inflamacidn, agentes farmacéuticos, hormonas, factores de crecimiento, cambios en el
desarrollo, u otras desviaciones de la homeostasis.

La tecnologia de microarrays se aprovecha de la naturaleza del ADN y del ARN
para unirse a hebras complementarias de acidos nucleicos. El ARN es extraido de los
tejidos o células de interés y se incuba con el microarray. La estructura de una
secuencia de bases complementarias del ADN y ARN permite al ARN de la muestra
unirse a la secuencia de ADN del microarray (85). De este modo, la secuencia de genes
del microarray a la que se ha unido el ARN del tejido o célula, es identificada para
desarrollar perfiles de expresion génica del tejido en estudio.

En lo que respecta a la receptividad endometrial, los microarrays de ADN son
una técnica de gran alcance que permite la determinacién de la expresién de genes en
condiciones basales (durante el ciclo natural) y en presencia de enfermedad o
situaciones no fisioldgicas. Los avances médicos que pueden estar basados en el
entendimiento de su expresion génica incluyen el desarrollo de mejores protocolos de
transferencia embrionaria y nuevas pruebas diagndsticas, asi como un mejor
conocimiento de los acontecimientos que ocurren en la fase lutea.

Estudios recientes sugieren que hay anomalias en la regulacién de genes
especificos que estan implicados en el fallo de implantacién en los TRA.
Anteriormente, las investigaciones sobre expresidon génica estaban limitadas por la

imposibilidad de estudiar mas de un gen a la vez. La introduccion de la tecnologia de

38



INTRODUCCION

los microarrays de ADN ha hecho posible examinar la expresion de miles de genes a la
vez. Los estudios actuales utilizan los microarrays de ADN para buscar nuevos
marcadores de expresidn génica asociados a la receptividad endometrial mediante la
identificacion de genes expresados diferencialmente entre las distintas fases del ciclo
natural y bajo condiciones no fisioldgicas.

Los datos obtenidos demuestran que los microarrays de ADN son una
herramienta efectiva para evidenciar las diferencias de expresién entre el endometrio
receptivo y el refractario. Gracias a ellos se pueden dirigir los esfuerzos hacia aquellos
genes alterados con el fin de esclarecer la fisiologia de la implantacién embrionaria y
desarrollar nuevos tratamientos y protocolos que permitan mejorar las tasas de
embarazo.

1.4.2. ¢{Como se lleva a cabo un experimento con microarrays de expresion génica?

Los microarrays son matrices sélidas en las que estan impresas miles de sondas
que detectan genes con una secuencia conocida. Cada sonda contiene una secuencia
especifica de un solo gen, aunque para un mismo gen suele haber mas de una sonda.
De este modo, cada punto del array (spot) o sonda posee una sola secuencia, aunque
en cada spot debe haber suficientes moléculas idénticas como para asegurarnos de
gue todo el conjunto de moléculas de un mismo gen transcrito de la muestra pueda
hibridar y no dé lugar a saturacion. De no ser asi, no se podrian unir todos los
transcritos para los que la sonda esta disefiada y no se podria cuantificar la expresion

del gen.

Existe un amplio rango de microarrays de expresidon génica comercialmente

disponibles y que se dividen principalmente en dos categorias: microarrays de ADN
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complementario (ADNc) y los que mas se emplean en la actualidad que son los

oligonucleétidos sintéticos de alta densidad (86).

El nimero de spots de un array (cada uno de los puntos que contiene un
conjunto de sondas iguales) varia desde unos muy pocos genes hasta el genoma
completo. Es nimero de spots necesarios depende del nimero de genes, del niumero
de sondas por gen que queramos analizar, de las réplicas, asi como del nimero de

controles que incluyamos, etc.

Para la fabricacién del array se sintetiza el material genético en forma de ADNc
u oligonucledtidos que se inserta de forma automatizada en una capa de cristal, nailon
o plastico, colocdndose en unas casillas que actian a modo de microtubo de ensayo.
Los microarrays de nucleétidos son fabricados de manera automatizada e insertados
por robots mediante fotolitografia o impresion piezoeléctrica. El resultado es un
proceso automatizado y normalizado que permite miles de impresiones por cm? y

minuto (87).

Estamos ante una tecnologia en constante perfeccionamiento. Dentro de las
compaiiias que han desarrollado esta técnica, cabe destacar la plataforma Affimetrix,
gue es una de las pioneras en este campo. Hoy en dia se pueden disefiar microarrays a
la carta en practicamente todas las plataformas que incluyan los genes que nos
interesan para estudiar un proceso determinado, ahorrando asi tiempo, dinero y

espacio de almacenamiento.

La primera parte del experimento consiste en tener un buen disefio
experimental que nos permita tener un nimero de muestras apropiado, en nuestro

caso de endometrio, en distintas condiciones. Una vez que las muestras son tomadas,
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se procede a la extraccién del ARN total, donde estd incluido el ARN mensajero
(ARNm). Este paso es muy importante, ya que gran parte del éxito del andlisis va a

depender de la calidad del ARNm obtenido.

Una vez purificado, el ARNm es transcrito a ADNc al mismo tiempo que es
marcado con nucledtidos que portan fluorescencia o biotinilados, seglin el sistema
elegido. EI ADNc marcado es hibridado sobre el microarray durante horas y
posteriormente el microarray es lavado para eliminar los ADNc no unidos de forma
especifica (sélo las moléculas que hibriden permanecerdn unidas a su sonda especifica
en el microarray). El revelado se realiza mediante un escaner 6ptico de alta resolucién

que permite leer imagenes de hasta de 5 um (87).

El estudio de la expresidn génica se puede realizar con un marcaje de dos
colores o de un solo color. El de dos colores consiste en marcar una poblacion de
ARNm con un fluordforo de color verde y la otra con un fluoréforo de color rojo.
Ambas poblaciones se hibridan al mismo tiempo en el microarray y compiten por los
sitios de unién, de modo que la intensidad de fluorescencia de cada spot dependerd de
la cantidad de expresion relativa de ese gen en una muestra con respecto de la otra.
En el caso de marcajes con un solo color se utilizan dos microarrays distintos, uno para
cada muestra de modo que en la unién no hay competencia. Con este sistema se

puede comparar la expresién génica diferencial de mas de dos muestras (88).

1.4.3. La tecnologia de los microarrays aplicada al estudio de la receptividad

endometrial

El nivel de estudio que proporciona la genémica funcional del endometrio

constituye un enfoque a nivel molecular de la funcién endometrial, tanto en
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condiciones fisiolégicas como patoldgicas. En el ambito de la medicina reproductiva, es
de gran interés conocer el perfil de expresién génica del endometrio humano. Para ello
se han desarrollado modelos humanos in vitro e in vivo y se ha estudiado la expresion
génica de las células estromales durante el proceso de decidualizacién (89), asi como
los cambios de expresion que tienen estas mismas células en respuesta a la
progesterona. También ha sido estudiado el patron de expresion génica diferencial
entre el compartimento epitelial y estromal durante la fase proliferativa del ciclo

menstrual en humanos, mediante la seccién por laser capture.

Se han encontrado evidencias moleculares convincentes sobre la identificacidon
de perfiles de expresion génica del endometrio humano no sdlo en fase de
receptividad, sino a través de las diferentes fases del ciclo menstrual (90). El grupo
australiano de Peter Rogers fue el primero en proponer la caracterizacion del
endometrio humano a lo largo del ciclo al utilizar la tecnologia de los microarrays (91).
Este grupo concluyd que es posible clasificar con exactitud el endometrio mediante su
perfil molecular sin tener en cuenta su apariencia morfoldgica. Incluso demostraron
gue en algunas muestras el patréon de expresidn génica corrige al criterio
histopatolégico de Noyes y sugirieron su utilizacién cono marcador biolégico del
endometrio. Es mds, fueron capaces de establecer la existencia de clusters de genes
caracteristicos de las diferentes fases del ciclo, y destacaron el potencial del perfil de
expresion génica para el desarrollo de herramientas moleculares en la evaluacién del

estado endometrial.
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Estos resultados subrayan el potencial de los perfiles de expresidon génica para
poder desarrollar diagndsticos moleculares y poder distinguir entre endometrios

funcionalmente normales y anormales con idéntica morfologia.

A. La ventana de implantacion

Mediante esta tecnologia se ha conseguido establecer qué moléculas son las
esenciales en el desarrollo del estatus receptivo del endometrio (92, 93). Son muchos
los trabajos independientes basados en los microarrays sobre el andlisis gendmico
funcional durante la ventana de implantacion en la especie humana y que identifican

variaciones en el genoma completo.

El grupo de trabajo dirigido por Kao comparé la fase folicular con distintos dias
de la fase receptiva entre LH+8 y LH+10 (considerdndose LH+0 como el dia en el que se
produce el pico fisiolégico de LH que desencadenard la ovulacién a las 36-40 horas).
Este grupo describié mas de 150 genes regulados positivamente y 350 regulados
negativamente (94). Entre los genes regulados al alza se encontraron proteinas de
transporte de lipidos (apolipoproteina E), proteinas sintetizadoras de prostaglandinas
(PLA2), sintesis de proteoglicanos (gluroniltransferasa), proteinas secretadas como la
glicodelina (PP14), proteinas de unién al factor de crecimiento insulinico (IGF),
proteinas relacionadas con la TGF-beta, proteinas de transduccion de sefales,
componentes de matriz extracelular (osteopontina, laminina), numerosos
moduladores de la inmunidad, genes detoxificadores (metalotioninas) y muchos otros.
Entre los genes que disminuian su expresion en el endometrio receptivo se

encontraban, entre otros, factores de transcripcion relacionados con la familia TGF-

43



INTRODUCCION

beta, moduladores de la inmunidad (subunidades del MHC-II) y miembros de la familia

de receptores acoplados a proteinas G (FrpHE).

El grupo de Carson (92) compard endometrios obtenidos en la fase lutea inicial
(pre-receptiva) versus fase lutea media (receptiva). Describieron la existencia de 370
genes regulados negativamente, mientras que aproximadamente 320 genes
aumentaban su expresidn. Entre los genes mas destacables se encontraban algunos ya
descritos previamente por Kao, pero a estos se afiadian algunos nuevos como
receptores de superficie celular, proteinas de adhesidon a matriz extracelular y factores
de crecimiento. Asi mismo, el grupo de Borthwick, mediante la utilizacién de un
microarray que incluia mas de 60.000 oligonucleétidos, describié 149 transcritos
diferencialmente expresados entre endometrios en fase prolifera y secretora de

distintas pacientes.

En el trabajo llevado a cabo por Riesewijk (93) con el objetivo de comprender
de forma global la base molecular de la receptividad endometrial en humanos, se
compararon los perfiles de expresidon génica del endometrio pre-receptivo (dia LH+2)
frente al receptivo (LH+7) de la misma mujer fértil y en el mismo ciclo menstrual. Las
biopsias fueron analizadas mediante un chip de ADN de Affymetrix que contenia unos
12.000 genes. Al utilizar el criterio predefinido de un aumento o disminucién de tres
veces (fold change -FC- > + 3), en 4 de las cinco mujeres se identificaron 211 genes
diferencialmente expresados. De estos, 153 estaban aumentados en LH+7 frente a
LH+2, mientras que 58 estaban disminuidos. Entre estos 211 genes identificamos
algunos que ya se sabia que desempefiaban un papel en el desarrollo de la

receptividad endometrial, y genes para los que no se habia descrito previamente
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dicho papel. La validacion de estos resultados fue llevada a cabo mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (Q-PCR) de cuatro genes implicados en la receptividad
endometrial: tres aumentados (glutathione peroxidase -GPX-3- claudin 4 y solute
carrier family member 1 -SLC1A1-) y uno disminuido (a-catenin -ACAT-) en muestras
independientes de endometrio en LH+2 frente a LH+7 de mujeres fértiles.
Experimentos de hibridacidn in situ mostraron que la expresién de GPX-3 y SLC1A1
estaba restringida a las células del epitelio glandular y luminar durante la fase lutea

media y tardia.

Este trabajo introduce nuevos e importantes datos en este campo, y destaca la
complejidad del estudio de la receptividad endometrial incluso al utilizar el analisis de
expresion génica global. En definitiva, el andlisis bioinformatico mediante el andlisis de
componentes principales (PCA) basado en el perfil de expresion molecular de 2.000
genes al azar nos permite diferenciar las muestras de endometrio de la misma

paciente sin recurrir a la morfologia.

Aunque sdlo uno de los genes, la osteopontina, se encuentra inducido al alza
en los cinco trabajos comentados, hay varias moléculas importantes que han sido
destacadas en 4 de los 5 estudios. Algunas de ellas son moléculas y proteinas
previamente identificadas en el endometrio con o sin una funcidon concreta. Genes
implicados en el metabolismo lipidico (apolipoproteina D), respuesta inmune (decay
accelerating factor for complement), serin o cistein-proteasas, interleucina -IL-15-,
regulacion del ciclo celular (growth arrest and DNA-damage-inducible-alfa), unién a
iones (anexina IV) o enzimas con diferentes funciones en distintos tejidos

(monoamino-oxidasa A) (95).
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Los resultados obtenidos por todos estos laboratorios han demostrado que la
receptividad endometrial es un proceso equilibrado, complejo y activo, que implica
cientos de genes inducidos y reprimidos. Estos resultados también llevan a pensar que
no existe una molécula clave con la capacidad de regular la receptividad endometrial

por si misma.

Una de las principales carencias de los resultados descritos es su incapacidad
para diferenciar los tipos celulares presentes en el endometrio. Por tanto, las
conclusiones descritas obtenidas mediante tecnologia de microarrays han de ser
completadas con el estudio separado de ambos compartimentos endometriales

(epitelio y estroma).

B. Ciclo estimulado

El objetivo de los protocolos de estimulacion ovdrica es desencadenar la
maduracion de un numero importante de foliculos para obtener el mayor nimero de
ovocitos viables y, con ello, conseguir incrementar la probabilidad de embarazo. Sin
embargo, este procedimiento da lugar a una dindmica hormonal anormal que podria
ser responsable de una menor tasa de implantacion por embrién transferido
comparado con el ciclo natural. Esto se compensa mediante el aumento del nimero de
embriones transferidos, lo cual produce a su vez un incremento de embarazos
multiples. Las tasas de implantaciéon obtenidas en los programas de donacién de
ovocitos son mayores que en las mujeres con estimulacién ovdrica controlada, lo que
sugiere que las diferencias observadas estan relacionadas con el efecto hormonal
negativo sobre el endometrio. Estudios prospectivos han demostrado que los niveles

suprafisiolégicos de E2 en el dia de la administracién de HCG son deletéreos para la
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implantacion embrionaria (96). También se ha comprobado histolégicamente que la

fase latea temprana se encuentra en un estado avanzado en casos de estimulacién.

Se ha analizado el impacto de algunas moléculas especificas en el desarrollo de
la receptividad endometrial. Sin embargo, la estrategia mas interesante para estudiar
el perfil genédmico del endometrio y el impacto de los protocolos de estimulacién en la
receptividad del mismo ha sido el uso de la tecnologia de los microarrays, que permite
el estudio global de los patrones de expresién génica de un tejido en un Unico

experimento.

El grupo de Horcajadas (97) fue el primero en estudiar el impacto genédmico de
la estimulacién ovarica sobre el endometrio. Para ello, compararon el perfil de
expresion génica endometrial en el dia HCG+7 de mujeres sometidas a un protocolo
largo con aGnRH frente al patrén genético en el dia LH+7 de esas mismas mujeres en
su ciclo natural previo. El chip utilizado incluia mas de 22.000 genes y los resultados
fueron testados por PCR cuantitativa y semicuantitativa. En su estudio encontraron
mas de 558 genes con una expresion diferencial de mas de dos veces (FC > £ 2) cuando
se comparaban ciclos estimulados y naturales de la misma mujer. Tras analizar la lista
de genes, encontraron que habia un numero sorprendentemente elevado de genes
implicados en la receptividad endometrial que se expresaban de forma aberrante
durante la ventana de implantacidn en caso de los ciclos estimulados asemejandose asi
al endometrio no receptivo. Esto claramente indicaba que el desarrollo endometrial
estaba retrasado bajo estas condiciones, como ya se habia sugerido en estudios

previos.
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En 2004, Mirkin comparé el perfil de expresidn génica del endometrio cercano
a la implantacidén en un ciclo natural versus estimulado con gonadotrofinas usando FSH
recombinante (FSHr), en protocolo agonista o antagonista de la GnRH y con o sin
aporte de progesterona en la fase lutea (98). Las biopsias de endometrio fueron
tomadas en el ciclo natural previo, 8 dias después del pico de LH (LH+8) y 9 dias
después de la administracién de HCG (HCG+9) en el siguiente ciclo de estimulacion. El
analisis fue llevado a cabo con microarrays de oligonucleétidos de alta densidad, con
mas de 12.000 genes diana. Otras caracteristicas estructurales y funcionales del
endometrio fueron también investigadas, confirmando los cambios morfolégicos
previamente descritos por otros autores. Ademds, encontraron diferencias, aunque
escasas, en los patrones de expresion genética de los ciclos bajo protocolo agonista

versus antagonista de la GnRH (13 genes significativamente diferentes).

Un segundo estudio del grupo de Horcajadas (99) evalué el impacto de las dosis
estandar y altas de un antGnRH (ganirelix) en ciclos estimulados comparadas con un
aGnRH (buserelina) en protocolo largo. Todos los grupos fueron iniciados con una dosis
fija de FSHr y las biopsias endometriales fueron tomadas en HCG+2 y HCG+7. Estas
muestras se compararon con las tomadas en LH+2 y LH+7 de un ciclo natural previo.
En la datacion endometrial del dia HCG+2, la apariencia de los receptores de
estrégenos y progesterona y la expresion de pindpodos analizada por microscopia
fueron comparables en todos los grupos, inclusive el ciclo natural. Sin embargo, tanto
la datacion como la expresion de pindpodos sugirieron un desarrollo endometrial
enlentecido en el caso del uso del agonista cuando se comparaba con el antGnRH en
HCG+7. Los perfiles de expresidn génica en los ciclos estimulados fueron comparables

con los del ciclo natural en LH+2. En lo que respecta a la ventana de implantacion, los
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patrones de expresidon génica fueron mas semejantes a los del ciclo natural cuando se
utilizaron antGnRH con la dosis estandar (50 genes con expresidn alterada) o en alta
dosis de ganirelix (23 genes) comparado con la administracion de agonistas (85 genes
diferencialmente expresados). Esto sugiere que la expresion génica endometrial bajo la
estimulacion ovarica esta afectada de una manera global y, como resultado, surge un
perfil endometrial diferente. El perfil genémico endometrial después de un
tratamiento con dosis estandar o altas de antGnRH en mujeres bajo estimulacion se

asemeja mas al del ciclo natural.

C. Condiciones patoldgicas

Se han disefiado diferentes estrategias encaminadas a estudiar los patrones de
expresion génica en condiciones en las que la mujer tiene mermada su receptividad
endometrial para poder ser comparadas con el endometrio en ciclos naturales. El
modelo mds interesante para comprobar la funcionalidad de determinados genes o
proteinas es contrastarlos en el endometrio refractario. Es decir, el estudio molecular
de aquellos endometrios de pacientes fértiles que se encuentran en el periodo
receptivo pero en el que hemos inducido cambios endometriales mediante
tratamientos hormonales, como el RU486, o con la colocacién de un dispositivo
intrauterino (DIU). Esta aproximacién en el estudio de los perfiles génicos aporta
evidencias directas de la relevancia de los genes implicados en la ventana de

implantacion endometrial.

El RU486 o mifepristona es un derivado sintético similar en estructura a la
progesterona pero con elevada afinidad por el sitio de union a su receptor

endometrial. Compite por la progesterona por su receptor y afecta a su union con el
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ADN, teniendo ya efecto a las 6 horas sobre la expresidn génica del endometrio y
transformando a éste en refractario. El grupo dirigido por Catalano estudid el
endometrio en 7 mujeres fértiles en fase secretora media (entre los dias 19 y 23 de
ciclo) a las que se les habia realizado una histerectomia por problemas ginecolégicos
benignos (100). Las muestras endometriales se dividieron en dos: con una parte se
hicieron cultivos de explantes con concentraciones fisiolégicas de estradiol vy
progesterona, y con la otra se realizé un cultivo en las mismas condiciones pero
afiadiendo niveles farmacolégicos de RU486. Extrajeron el ARN en ambas condiciones
para su analisis por medio de los microarrays de expresién génica. Estos microarrays
fueron disefiados por ellos e incluian genes especificos de angiogénesis, apoptosis,
control del ciclo celular, remodelado de matriz extracelular, sefializacion celular,
marcadores de estroma, epitelio y linfocitos. De todos estos genes incluidos apenas se

produjo un cambio de 1.2 % de ellos (12 genes de los 1000 incluidos en el array).

Con este estudio pretendian observar el efecto a corto plazo (a las 12 horas)
inducido en el endometrio por la administracién del farmaco. Este cambio se produjo
s6lo en algunas de las muestras y, en conjunto, cambios significativos solo se dieron en
12 genes. Estos genes representarian, por lo tanto, la primera respuesta al farmaco ya
qgue el andlisis se llevd a cabo a las 12 horas de su aplicaciéon. Entre esos genes
responsables de la transformacién de un endometrio normal en un endometrio
refractario se encontraron genes implicados en apoptosis, transcripcién, respuesta al
estrés,... pero sobretodo genes implicados en rutas de sefializaciéon. Es razonable
encontrar genes implicados en estas rutas puesto que son los primeros cambios que se
estan produciendo en el endometrio hasta conseguir el efecto deseado (endometrio

refractario). Las principales rutas de sefializacién que se encontraron alteradas
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(disminuidas) fueron las del JAK/STAT y la JNH (factores de transcripcidon tirosin-
quinasa). Estas rutas, a su vez, son modificadas por varios receptores, a través de los

cuales podria actuar el RU486.

Los DIUs, independientemente del tipo, provocan cambios cuyo resultado final
es un endometrio refractario que no va a permitir la implantacién embrionaria. El
grupo de Horcajadas ha analizado también el perfil de expresiéon del endometrio con
DIU por medio de microarrays (101). Para realizar este estudio, se comparé el perfil
génico del endometrio de la misma mujer fértil en dia LH+7 en 4 ciclos menstruales
distintos: antes de la insercién del DIU (biopsia 1), en el momento de la retirada del
DIU (biopsia 2), 2 meses después (biopsia 3) y 1 aiio después de su retirada (biopsia 4).

Para evitar factores de confusién se utilizé un DIU inorgdnico de plastico.

El estudio demostré la existencia de 147 genes alterados en el endometrio
refractario con respecto al endometrio receptivo (biopsias 2 versus 1). De ellos, 52 (35
%) eran genes que estaban implicados en la regulacién de la ventana de implantacion
segun el trabajo previo de Riesewijk (93). Asi mismo, se observé que la mayoria de los
genes que se modificaban en presencia del DIU (96.6 %) permanecian alterados 2
meses después de su retirada. El 80 % de ellos (118 de los 147 genes) volvian a su
estado de expresion normal después de 1 afio de la retirada del DIU, lo que demuestra
gue a nivel molecular existe un efecto a largo plazo del DIU sobre el perfil de expresidon

génica endometrial que se corresponde con los datos epidemiolégicos existentes.

Los resultados obtenidos a nivel gendmico demuestran que la reduccién de la
fertilidad tras la insercidén o retirada del DIU podria deberse a la modificacién génica

transitoria sufrida por el endometrio, algo que sdlo se recupera completamente
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después de un afio de su retirada. Por lo tanto, los genes funcionalmente mas
interesantes seran aquellos que vuelvan a la normalidad cuando clinicamente se
recupera la fertilidad. Al comparar el perfil gendmico entre el endometrio receptivo y
el refractario, se han identificado cuatro grupos unicos de genes con posible
implicacion funcional. Todos ellos vuelven a la normalidad después de 1 afio, y algunos
no habian sido previamente relacionados con el proceso de receptividad endometrial

en humanos.

Los mecanismos moleculares implicados en el estatus refractario del
endometrio humano producido por el DIU estdn relacionados con procesos biolégicos
como la apoptosis, transportadores de iones, inmunomoduladores, proteinas
secretadas, proteinas implicadas en transduccién de seiales, proteinas de membranay
factores de transcripcion. Ademds, como ya se ha mencionado, muchos de los genes
que cambiaban entre ambas situaciones pertenecian a genes tipicos o identificados

previamente durante la ventana de implantacion.

1.4.4. Endometrial Receptivity Array (ERA®)

El Endometrial Receptivity Array (ERA®) es una herramienta diagndstica que
analiza la expresion de 238 genes intimamente relacionados con la receptividad
endometrial. Ha sido introducida en la préctica clinica y patentada en 2009 por la

empresa IVIOMICS, rama gendmica del grupo IVI (102).

Usando una muestra de RNA procesada a partir de una biopsia endometrial
bajo diferentes condiciones, el predictor informatico que analiza el resultado del
microarray es capaz de clasificar esa muestra como ‘receptiva’, y por tanto con alta

probabilidad de implantacidon, o ‘no receptiva’, en cuyo caso las posibilidades de
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embarazo estarian disminuidas si la transferencia embrionaria se llevara a cabo en un

ciclo bajo esas mismas condiciones.

El desarrollo del array ha sido publicado por Diaz-Gimeno en 2011 (102), y su
eficacia y consistencia se ha demostrado en el trabajo del mismo autor publicado un
afio después (103). Finalmente, su aplicabilidad clinica en pacientes con fallo de
implantacion se ha constatado en la publicacion de Ruiz-Alonso en 2013 (104).
Actualmente se encuentra en proceso un estudio randomizado para evaluar su

aplicabilidad en pacientes sin tratamientos previos de reproduccion asistida.

A. Seleccion de los genes

Para buscar los genes involucrados en la receptividad endometrial y seleccionar
los candidatos para ser incluidos en el ERA, los autores analizaron las diferencias de
expresion genética de todo el genoma humano de un set de muestras de endometrio
receptivas (fase secretora media) y pre-receptivas (fase proliferativa y secretora

temprana) utilizadas en un estudio previo (99).

Las muestras para seleccionar los genes fueron tomadas en fase pre-receptiva
(LH+1, LH+3 y LH+5) y receptiva (LH+7), 5 en cada grupo para un total de 20 biopsias.
Basado en los criterios de un FC > £3 y un p-valor < 0.05, 238 genes fueron finalmente
incluidos al demostrarse una expresion significativamente diferente de los mismos
entre ambas fases. La validacion del microarray se realiz6 mediante técnica de PCR de

4 genes seleccionados previamente.

Para caracterizar la naturaleza de los genes incluidos en el ERA, se analizaron

los procesos bioldgicos que se veian afectados mediante la herramienta FatiGO. Entre
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ellos se incluyen procesos bioldgicos (sistema inmune, respuesta inmune, respuesta al
estrés, respuesta de la inmunidad humoral, respuesta inmune innata, respuesta al
dolor...), funciones moleculares (actividad oxido-reductasa, uniéon a carbohidratos,

unién a receptor...) y componentes celulares (formacién de microtubulos, ...).

El andlisis de estos genes por clusters se llevd a cabo para detectar genes con
un comportamiento similar desde la fase proliferativa a la fase secretora media,
generandose 7 clusters bien diferenciados. El cluster 1 estaba representado por 50
genes cuya expresion genética desde la fase proliferativa a la fase pre-receptiva se
mantenia baja, pero mostraba un incremento marcado al alcanzar la fase receptiva. En
el cluster 7, con 37 genes, estos mostraban también un incremento en la fase
receptiva tras una expresion insignificante en las fases previas. En el otro extremo, el
cluster 5, estaba formado por 72 genes con una regulacion a la baja en la fase
receptiva. El resto de clusters mostré cambios en su expresién génica menos marcados

durante las distintas fases del ciclo menstrual.

B. Diseiio del microarray

Una vez seleccionados los genes, se fabricé el microarray llamado ERA a partir
del catdlogo de genes de la empresa Agilent, evitando asi el fendmeno de cruzamiento.
La validacién del microarray se realizd mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) para 4 genes seleccionados: GPX3, FXYD2, SPP1 y MT1G.

El anadlisis ontoldgico de los genes incluidos en el ERA definid 19 procesos
bioldgicos que se recogen en la Tabla 1.7 con el niumero de genes incluidos y el

porcentaje que suponen sobre el total de genes del array.
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Tabla 1.7. Analisis ontolégico de los genes incluidos en el ERA mediante FatiGO

Término Nivel Go | % genes N@ genes
Respuesta inmune BP3 14.94 26
Respuesta al estrés BP3 15.52 27
Respuesta defensiva BP3 10.34 18
Circulacion BP3 4.60 8
Respuesta a estimulos externos BP3 10.34 18
Comportamiento BP3 6.32 11
Ciclo celular BP3 12.07 21
Adhesion celular BP3 10.34 18
Desarrollo de estructuras anatomicas BP3 241 39
Respuesta inmune humoral BP4 6.02 10
Sefalizacion célula-célula BP4 13.25 22
Respuesta innata inmune BP4 4.22 7
Ciclo mitdtico celular BP4 6.63 11
Respuesta a la agresion BP4 8.43 14
Actividad oxido-reductasa MF3 18.10 21
Unidn a carbohidratos MF3 9.48 11
Union a receptor MF4 16.91 23
Huso meidtico CC10 30.43 7
Microtubulos — huso meidtico CC11 30.77 4
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C. Desarrollo y entrenamiento del predictor informdtico

La fiabilidad del test ERA fue probada con una cohorte de biopsias
endometriales diferentes de las utilizadas para la seleccion de los genes a incluir en el
array. Los valores de expresion génica obtenidos en estos ERA fueron utilizados
entonces para el entrenamiento del predictor tanto en la datacién del endometrio

como para la definicién de la firma transcriptomica de receptividad endometrial.
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Figura 1.2. Disefio de un microarray y estudios de expresion génica

Para el entrenamiento del predictor en la datacién endometrial se obtuvieron
68 biopsias de endometrio de mujeres fértiles durante el ciclo menstrual, y fueron
clasificadas como receptivas, pre-receptivas o proliferativas (102). El grupo receptivo
estaba representado por las biopsias tomadas en el dia LH+7 (dia 20-21 del ciclo

menstrual), para un total de 40 muestras; en el grupo pre-receptivo, la biopsias se
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realizaron entre los dias LH+1 y LH+5 (13 muestras); finalmente, en el grupo

proliferativo, se tomaron 15 biopsias entre el dia 8-12 del ciclo menstrual.

Para el entrenamiento en condiciones no fisioldgicas, se tomaron varias
muestras de endometrio en el dia LH+7: 5 en paciente diagnosticadas de fallo de
implantacion y 2 de mujeres en las que se objetivd la presencia de un hidrosalpinx.
Siete de las biopsias endometriales, que pertenecian a los diferentes grupos, fueron

excluidas por razones técnicas.

Al analizar los resultados del predictor, se encontré que la precisidon para la
datacién endometrial era del 95 %, con un area bajo la curva (curva ROC) de 0.94. La
especificidad y sensibilidad del predictor fue de 0.8857 y 0.99758 respectivamente.
Para la clasificacién de las muestras patolégicas, los resultados revelaron una precisién

del 87 %, con una especificidad del 0.1571 y una sensibilidad de 0.995.

D. Firma transcriptomica de receptividad endometrial

Para la obtencidn de la firma transcriptdmica de receptividad se llevaron a cabo
2 tipos de comparaciones. La primera fue la expresion diferencial en el ERA entre las
muestras receptivas y pre-receptivas y la segunda fue entre las muestras receptivas y
las proliferativas. En la primera comparacion, 200 genes (110 regulados al alzay 90 a la
baja) presentaban una expresion significativamente diferente; mientras que en la

segunda comparacion lo hacian 179 genes (93 al alza y 86 a la baja).

La interseccion de las dos comparaciones dio lugar a una lista de 134 genes (74

regulados al alza y 60 a la baja) que se expresaban de una forma significativamente
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diferente en las muestras receptivas y las no receptivas (pre-receptivas y proliferativas)

y que constituyen la firma genética de receptividad endometrial.

110

Figura 1.3. Firma génica de receptividad endometrial. La interseccion de los genes
diferencialmente expresados entre las fases receptiva (R) vs pre-receptiva (PR) y receptiva
(R) vs proliferativa (P) dio lugar a una seleccion de 134 genes. (102)

E. Precision y reproducibilidad del ERA

Los mismos autores que desarrollaron el test ERA disefiaron un estudio con el
fin de comparar la capacidad del ERA para datar el endometrio respecto de los criterios
histoldgicos cldsicos y confirmar su reproducibilidad (103). Para ello tomaron 49
biopsias de endometrio en donantes de ovocitos en diferentes fases del ciclo
menstrual, clasificdndolas como receptivas (LH+7), pre-receptivas (entre LH+1 y LH+4),
proliferativas (entre los dias 8 y 12 del ciclo menstrual) y secretoras (entre LH+11 y
LH+13). 49 de estas biopsias se utilizaron para comparar el resultado del ERA a partir

de las mismas frente a la valoracion histologicas de dos patdlogos. Para determinar su
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reproducibilidad, se analizaron 4 muestras clasificadas como ‘receptivas’ y 3 como
fuera de la venta de implantacion y bajos estas mismas condiciones y en las mismas

pacientes se repitid la biopsia entre 29 y 40 meses después.

Teniendo como referencia el pico de LH en orina, 16 de las 49 muestras fueron
datadas correctamente por los patdlogos y el ERA. En 13 de las biopsias el predictor
ERA se mostrd superior, fallando sélo en 3 casos, dos de los cuales también fueron
erréneamente diagnosticados por los patdlogos. Respecto al pico de LH, los patdlogos
1 y 2 mostraron un indice de concordancia kappa de 0.618 y 0.685 respectivamente,
frente al 0.922 observado al aplicar el test ERA. Por tanto, el predictor ERA demostrd

mayor precisiéon que el analisis histoldgico para la dataciéon endometrial.

Al analizar la concordancia en los resultados obtenidos en las 7 muestras
repetidas, el test ERA demostrd una consistencia y reproducibilidad del 100 %. El
analisis PCA mostraba como las muestras procedentes de la misma paciente y tomadas
en la misma fase del ciclo tendian a agruparse, sugiriendo, pese al escaso numero de
muestras incluidas, que las variaciones en la firma transcriptdmica de receptividad

endometrial son raras, incluso mas de 3 afios después.

F. Resultados clinicos

El test ERA ha sido propuesto por sus autores como una herramienta
terapéutica que, aplicado en pacientes con fallo de implantacién, permita personalizar
la transferencia al analizar de forma individual la ventana de implantacion de cada
paciente. Para demostrarlo, disefiaron un estudio prospectivo multicéntrico en el que
se tomaron muestras de endometrio en pacientes diagnosticadas de fallo de

implantacion (104). Las biopsias se realizaron en ciclo natural, a los 7 dias del pico de
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LH (LH+7); o en ciclo sustituido, tras 5 dias de impregnacion con progesterona. En las
pacientes en las que el predictor ERA arrojé un resultado ‘receptivo’ se aconsejo llevar
a cabo la siguiente transferencia bajo las mismas condiciones. En los casos en los que
el primer resultado fue ‘no receptivo’, se tomd una segunda biopsia segun la
informacién arrojada por el primer analisis hasta obtener un resultado ‘receptivo’,

realizando entonces bajo esa misma preparacion la transferencia embrionaria.
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Figura 1.4. Principal Component Analysis de las 7 pacientes (A-G) en las que se repitid la
biopsia para valorar su reproducibilidad (103).

Se obtuvieron 85 muestras de pacientes con fallo de implantacién (con una
media de 4.8 + 2 transferencias previas fallidas), y sus resultados se compararon con

los de 25 controles con una media de 0.4 + 0.5 de intentos previos.
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En 25 de las primeras biopsias realizadas en ambos grupos el resultado del ERA
fue ‘no receptivo’. De estas 25 pacientes, 18 repitieron el test ERA retrasando el dia de
la biopsia a LH+9 (en los ciclos naturales) o P+6/P+7 (en los ciclos sustituidos) en
aquellos casos en los que el patrén de expresion genética era pre-receptivo. En caso de
haber obtenido un patrén post-receptivo, la segunda biopsia se adelantdé al dia
P+3/P+4. 15 de las 18 biopsias repetidas fueron clasificadas entonces como
‘receptivas’, de las que se han obtenido resultados clinicos hasta la fecha de 8
pacientes: tasa de embarazo del 50 % y una tasa de implantacion de 38.5 %. Estos
resultados, pese a ser esperanzadores, deben tomarse con cautela debido al escaso
numero de pacientes analizados hasta la fecha. En la figura 1.5 se muestra el protocolo

de actuacion propuesto por los autores del ERA.

Biopsia endometrial
P+5/LH+7

ERA
. | No P
Receptivo  [—— . NN Analisis perfil
receptivo genético
s Post-receptivo
Pre-receptivo
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Figura 1.5. Protocolo de actuacion para la aplicacidn clinica del ERA.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

La expresion de los genes relacionados con la receptividad uterina puede ser
eficazmente analizada en una biopsia de endometrio aplicando la tecnologia de los

microarrays.

Bajo las condiciones de una estimulacién ovarica y la induccion final de la
maduracion ovocitaria con un bolo de aGnRH, la expresidon de estos genes a nivel
endometrial serd diferente seguin el protocolo de soporte de fase lutea que se

administre durante este momento clave para la implantacion.

Comparando la expresion diferencial de estos genes podremos valorar con cual
de estos protocolos de suplementacién se obtiene el patrén genético mds préximo al
que se produce tras la induccién de la ovulacidon con HCG, que es el protocolo mas

utilizado y con el que a dia de hoy se obtienen las mejores tasas de embarazo.

2.2. OBJETIVOS

1. Estudiar la expresion génica a nivel endometrial durante la ventana de
implantacidn con diferentes protocolos de soporte de fase lutea tras la
induccidn de la maduracion ovocitaria con un bolo de aGnRH.

2. Comparar la expresién génica de cada uno de estos protocolos con la
obtenida tras la induccidn de la ovulacién con HCG y soporte habitual de
fase Idtea con progesterona vaginal.

3. Comparar los perfiles hormonales durante la fase latea (E2, LH y P4) de

cada uno de los cinco protocolos.
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3.1. DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

El estudio se diseid como ensayo clinico aleatorizado y controlado, con 4
grupos de estudio (induccion de la maduracién ovocitaria con un bolo de aGnRH) y un
grupo control (induccién de la ovulacion con HCG y soporte estandar de fase IUtea con

progesterona vaginal).

Se incluyeron un total de 25 pacientes voluntarias del programa de donacién de
ovocitos de la Clinica IVI Madrid. El periodo de reclutamiento ha sido entre Enero de

2012 y Febrero de 2013.

Los criterios de inclusion para el estudio fueron los mismos que se requieren

para poder entrar en dicho programa de donacion:

e Edad comprendida entre los 18 y los 35 afios.

e Ciclos menstruales regulares, entre 25 y 35 dias.

e Perfil hormonal basal normal: FSH < 10 mUI / mLy E2 < 60 pg / mL.

e Cariotipo en sangre periférica 46 XX normal.

e indice de masa corporal (IMC) entre 18 y 25 Kg / m*.

e Serologias de enfermedades transmisibles negativas: antigeno de superficie de
la hepatitis B (Ag HBs), anticuerpos anti-hepatitis C (Ac VHC), sifilis (RPR) y VIH.

e Citologia cervical normal en el dltimo afio.

e Ecografia ginecoldgica normal.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

e Endometriosis.

69



MATERIAL y METODOS

e Sindrome de ovario poliquistico.

e Haber sido portadora de un DIU en los ultimos 3 meses.

El estudio fue aprobado por la Comisién de Investigacion de la Clinica VI
Madrid y por el Comité de Etica de la Fundacién IVI. Fue registrado como ensayo
clinico aleatorizado y controlado con el numero de la European Union Drug Regulating
Authorities Clinical Trials (EudraCT) 2011-003250-34 y aceptado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Puerta de Hierro de Madrid el 9 de

Septiembre de 2011.

Todas las donantes participantes firmaron el Consentimiento Informado por el
cual aceptaban participar en el estudio (ver Anexo 1) previa informacién oral y por

escrito del médico encargado de iniciar la estimulacién.

3.2. PROTOCOLO DE ESTIMULACION

El inicio de la estimulacién ovarica en las 25 participantes se programé
mediante la utilizacién de un anticonceptivo oral (Microgynon30, etinilestradiol 0.03
mg vy levonorgestrel 0.15 mg, Bayer), 1 comprimido al dia, comenzando en los 3
primeros dias del ciclo y manteniéndolo entre 12 y 16 dias. Tras un periodo de lavado
del anticonceptivo de 5 dias, las pacientes comenzaron la estimulacidon con una dosis
fija de 150 Ul de FSH recombinante (FSHr) (Puregon, MSD) durante 4 dias, y a partir de
ahi la dosis diaria se ajustd en base a la respuesta folicular objetivada en los controles
ecograficos. Para evitar la elevacion prematura de LH las pacientes recibieron una

inyeccion diaria de antGnRH (Orgalutran 0.25 mg, MSD) una vez que el foliculo mayor
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alcanzd un tamano > 13-14 mm. El antGnRH se mantuvo hasta el mismo dia de la

induccion de la ovulacion.

La maduracion final de los ovocitos se llevd a cabo una vez que se detectaron al
menos 3 foliculos mayores de 17 mm por ecografia. En este momento las pacientes
fueron aleatorizadas a cada uno de los 5 grupos por una enfermera asignada al
estudio, para lo cual utilizé una lista de nimeros Unicos generados por ordenador
introducidos en sobres sellados y sin etiquetar. Tanto el ginecdlogo encargado de
realizar la puncion folicular como el técnico de laboratorio que procesé y analizé las
muestras desconocian los resultados de esta aleatorizacién en el momento de llevar a

cabo su labor.

Los pacientes asignados a los grupos 1, 2, 3 y 4 recibieron un bolo de 0.2 mg de
aGnRH (Decapeptyl 0.1 mg, Ipsen Pharma) para inducir la ovulacién, mientras que las
pacientes del grupo 5 (grupo control) recibieron 250 mcg de HCG recombinante (HCGr)

(Ovitrelle, Serono). Ambos farmacos se administran por via subcutdnea.

La aspiracién de los ovocitos se programé a las 36 horas de la induccién en

todas las pacientes.

3.3. GRUPOS DE ESTUDIO

En el grupo 1, el soporte de fase lutea se realizd con una dosis oral de 2 mg de
valerianato de estradiol cada 8 horas (Progynova, Bayer) junto a 400 mg de
progesterona micronizada (Progeffik, Effik) por via vaginal cada 12 horas, comenzando
la mainana siguiente a la aspiracion folicular. Las vias oral y vaginal para la

administracion de ambos medicamentos difieren de las aplicadas por Engmann
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(estradiol por via transdérmica y progesterona intramuscular) en su trabajo previo
(105) debido a la ausencia de una progesterona natural de uso intramuscular en el

mercado espaiiol.

En el grupo 2, las pacientes recibieron 150 Ul de LHr (Luveris, Serono),
administradas a diario por via subcutanea desde el dia siguiente de la puncién para un
total de 4 dosis. Ademas, la fase lUtea en este grupo se apoyé con 2 mg cada 8 horas
de valerianato de estradiol oral y 200 mg de progesterona micronizada cada 12 horas

por via vaginal.

En el grupo 3, se administré a las pacientes un bolo subcutaneo de 1500 Ul de
HCGr a las dos horas de la puncién. El apoyo de fase lutea continud con 2 mg cada 8
horas de estradiol oral y 200 mg cada 12 horas de progesterona vaginal hasta el dia de

la biopsia endometrial.

En el uUltimo grupo de estudio, grupo 4, las pacientes recibieron 3 dosis
subcutaneas de 500 Ul de HCGr separadas 48 horas, comenzando el mismo dia de la
puncion (LH+2, LH+4 y LH+6). Junto a la HCG, este grupo utilizd 2 mg cada 8 horas de

estradiol oral y 200 mg cada 12 horas de progesterona vaginal.

La Unica HCG de origen urinario que estaba disponible en Espafia (HCG lepori)
fue finalmente retirada del mercado en 2010. Basado en los estudios previos de
bioequivalencia (106), se considerd que la dosis de 250 mcg bajo la que se comercializa
la HCGr equivalia a 10000 Ul de HCGu cuando se utiliza para la induccién de la
ovulacion. Actualmente, The European Pharmacopoeia ha establecido en 6500 Ul la

dosis equivalente mas exacta. Por tanto, los grupos 3 (bolo Unico de 60 mcg de HCGr) y
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4 (3 dosis de 20 mcg) recibieron las dosis de HCG correspondientes con la unica HCGr

disponible en el mercado espafiol (Ovitrelle).

Finalmente, en el grupo control (grupo 5), la maduracion ovocitaria se indujo
con 250 mcg de HCGr y el soporte de fase litea se llevd a cabo exclusivamente con
progesterona vaginal, 200 mg cada 12 horas, comenzando al dia siguiente de la
aspiracion folicular. Este es el protocolo estdndar que se utiliza en nuestro centro en
aquellas pacientes que continldan con la transferencia embrionaria en fresco en el

mismo ciclo.

3.4. ANALISIS HORMONAL

Se obtuvieron muestras de sangre periférica para la determinacién de las
concentraciones de P4, E2 y LH en el dia de la puncién (LH+2), a las 48 horas (LH+4) y

en el dia de la biopsia de endometrio (LH+7).

Las medias de las concentraciones de estas hormonas se compararon mediante
un test de ANOVA o de Kruskal-Wallis seglin la normalidad o no de su distribucién. La
significacidn estadistica se estableciéd en 0.05. El test de la U de Mann-Whitney se
aplicé para las muestras pareadas en caso de valores sin distribucidon normal, ya que

ofrece resultados similares al test de Kruskal-Wallis para dos muestras independientes.

En los casos de comparaciones multiples, se aplicd la correcciéon de Bonferroni
para comparaciones multiples para poder analizar las diferencias en las

concentraciones hormonales alcanzadas entre los diferentes protocolos.

Todos los analisis estadisticos se obtuvieron utilizando el programa informatico

para analisis predictivos SPSS, versién 18.0 (SPSS, Inc.).
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3.5. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Se realizaron un total de 25 biopsias endometriales (5 en cada grupo) del fondo
uterino. Estas se llevaron a cabo bajo condiciones de esterilidad a los 7 dias de la
maduracion ovocitaria (LH+7) mediante un catéter de biopsia Pipelle (Pipelle de

Cornier, Prodimed, Neuilly-en-Thelle, Francia).

Las biopsias fueron inmediatamente depositadas en criotubos, homogenizadas
con 1.5 mL de solucion RNA-later (QIAGEN, Barcelona, Espafia), agitadas
vigorosamente para su mezcla y mantenidas a temperatura ambiente hasta su

procesamiento para el andlisis ERA.

3.6. ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS E HIBRIDACION DE LOS MICROARRAYS

El ARN total fue extraido de las muestras usando el mini kit comercializado
QIAGEN RNeasy (QUIAGEN, Chatsworth, CA). Aproximadamente se obtuvo entre 1-2
mcg de ARN total por cada miligramo de tejido endometrial. La calidad del ARN fue
valorada cargando 300 ng del mismo en un RNA Labchip, que es analizado de forma
computerizada por el A2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA,
EEUU). La calidad 6ptima de las muestras de ARN, determinada por un RIN (RNA
Integrity Numbers) igual o superior a 7, fue un requisito previo para poder realizar el
analisis ERA. Las 25 biopsias de endometrio alcanzaron este criterio y por tanto

pudieron ser procesadas.

Se realizaron un total de 25 hibridaciones, todas por separado. La preparacion
de las muestras y su hibridacién en un solo color fue adaptada del manual técnico de la

empresa Agilent. De forma resumida, la primera cadena de ADN complementario fue
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transcrita a partir de 200 ng de ARN total usando como promotor-cebador un T7-Oligo
(dT) Promoter Primers. Estas regiones promotoras permiten el inicio de la transcripcién

del gen.

Las muestras de ADN complementario fueron transcritas in vitro y marcadas
con el fluoréforo Cy-3 mediante el kit comercializado Low Input Quick Amp Labeling de
Agilent Technologies. La reaccion de marcado generalmente se produce entre 4-5 mcg
de ARN complementario (ARNc) con una actividad especifica mayor de 6. Los
fragmentos de ARNc se hibridaron sobre el microarray ERA y fueron incubados a 65 2C
durante 17 horas y con una constante rotacién. Tras este periodo, se sometid al

microarray a dos procesos de lavado de 1 minuto de duracion.

Finalmente, los microarrays ya hibridados se escanearon mediante el escaner
Axon 4100A (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EEUU), y los resultados se analizaron

utilizando el programa informatico GenePix Pro 6.0 de la misma casa comercial.

3.7. ENDOMETRIAL RECEPTIVITY ARRAYS (ERA®)

Los valores de expresion de los genes incluidos en el ERA fueron pre-
procesados y normalizados, y la receptividad endometrial se analizé mediante su
predictor informdtico (102). El test ERA clasifica las muestras de endometrio como
‘receptivas’ o ‘no receptivas’ junto a una probabilidad diagndéstica asociada. Este test
ha sido validado a dia de hoy en biopsias de endometrio obtenidas en ciclo natural o
bajo terapia hormonal sustitutiva. Aplicado en nuestro estudio, fuera de estas
condiciones estudiadas, nos permite centrar el analisis en la expresién de 238 genes
intimamente ligados a la receptividad endometrial. La fiabilidad y consistencia del ERA

como herramienta diagndstica ha demostrado ser superior al diagndstico histolégico, y

75



MATERIAL y METODOS

sus resultados son completamente reproducibles hasta 40 meses después del primer

test.

3.8. PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando los recursos disponibles on line
en la web de Babilomics (http://babelomics.bioinfo.cipf.es) (107). La intensidad de la

sefial fue estandarizada mediante un algoritmo de normalizacién por percentiles.

Para cada gen, el resultado se expresa en cuanto a su tasa de cambio o fold
change y su correspondiente p-valor. Este p-valor debe ser corregido debido a las
comparaciones multiples para minimizar el nimero de falsos positivos en el estudio. Es
nuestro analisis, y con este fin, se utilizé el procedimiento de correccién del p-valor

propuesto por Benjamini-Hochberg, obteniendo asi el p-valor ajustado (108).

Para el andlisis de los grupos de genes con posible repercusion sobre diferentes
procesos bioldgicos se utilizaron modelos de regresion logistica descritos previamente
(108, 109), identificando asi bloques de genes con un patrén de expresién comun bajo
las diferentes condiciones del estudio. El procedimiento propuesto por Benjamini-
Yekutieli se aplicé para corregir de forma estandarizada el efecto de las comparaciones
multiples y obtener en p-valor ajustado de cada uno de los procesos. El analisis
funcional por bloques se basé en la informacidn contenida en la base de datos GO

Biological Process (110).

El Principal Component Analysis (PCA) es un procedimiento matematico que

utiliza la transformacién ortogonal para convertir una muestra de observaciones de
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posibles variables correlacionadas (en nuestro caso, la expresién de los 238 genes
contenidos en el ERA) en un conjunto de valores formados por variables no lineales ni
correlacionadas llamadas principal components (PC) o componentes principales. Esta
transformacion es definida de tal forma que el primer componente principal (PC1)
representa la maxima variabilidad de los datos posibles (40 % en nuestro conjunto de
datos) y el resto de componentes (PC2 en nuestro estudio) justificaria la posible
variabilidad restante (29 % en nuestro caso). Para nuestro conjunto de datos, PC1 y

PC2 agrupan el 69 % de la variabilidad que separa las muestras en el espacio.

77






4. RESULTADOS






RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS BASALES

Las caracteristicas basales y los parametros de la estimulacidn ovarica de cada
uno de los cinco grupos de estudio se resumen en la Tabla 4.1. No se encontraron

diferencias significativas en la edad media, el IMC o el nimero de donaciones previas.

Con respecto a la estimulacidn ovarica, las diferencias encontradas en las dosis
recibidas de gonadotrofinas, nimero de ovocitos maduros recuperados, niveles de
estradiol al final de la estimulacién o la duraciéon de la misma no alcanzaron la

significacidn estadistica.

Tabla 4.1. Caracteristicas basales y parametro de estimulacion en los grupos de estudio

Gl G2 G3 G4 G5 p-valor
Edad (afios) 24.0+1.5 | 24.8+1.9 | 22.6%1.7 | 22.6+x1.6 | 25.6+0.7 ns
IMC (kg/mz) 21.9+1.2 | 21.7+1.5 | 21.4+0.7 | 20.7+1.5 | 23.3+0.7 ns
Dosis total FSH (Ul) 15651354 | 1710+278 | 1740+198 | 13104113 | 21454287 ns
Foliculos >15 mm en LH+0 13.2+2.8 | 15.4+3.1 15.4+2.4 | 14.4+19 9+0.5 ns
N2 de ovocitos recuperados 21.8+4.5 18+2.4 19+3.8 16.8+5.8 | 12.2+1.8 ns
Dias de estimulacion 9.410.9 9.410.6 9.410.7 9.0£0.4 11.60.8 ns
E2 en LH+0 (pg/mL) 21624450 | 18814365 | 1904+527 | 1948+330 | 17614502 ns

ns: no significativo

4.2. NIVELES HORMONALES

Las concentraciones en sangre periférica de estradiol, progesterona y LH se

representan graficamente en las Figuras 4.1 y 4.2 para cada una de las tres

81



RESULTADOS

extracciones realizadas: dia de la puncidn (LH+2), a las 48 horas de la misma (LH+4) y el

mismo dia de la biopsia endometrial (LH+7).
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Se encontraron diferencias significativas en la concentraciéon de LH en el dia de
la puncién, con niveles inferiores en el grupo 5 (control) con respecto al resto de
grupos. Los niveles de P4 plasmatica a las 48 horas de la puncidn fueron
significativamente inferiores en los grupo 1 y 2 al compararlos con los grupos 3 y 4,
que recibieron HCGr en un unico bolo o en 3 pequefas dosis en dias alternos. En
cuanto al dia de la biopsia endometrial, las concentraciones plasmaticas de P4 y E2
analizadas fueron superiores en los grupos 3 y 5 a las encontradas en el resto de

grupos.
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Figura 4.2. Concentraciones de LH, E2 y P4 en cada una de las tres extracciones realizadas en
los grupos de estudio

4.3. EXPRESION GENETICA DIFERENCIAL

Todas las muestras tomadas pudieron ser leidas y pre-analizadas
apropiadamente. La normalizacidon de los datos permitié reducir los artefactos técnicos
y la potenciacién de la sefial bioldgica. El total de genes de cada grupo con una cambio
en su expresion (fold change) superior o igual a 2 con respecto al grupo 5 se muestran

en las Tablas 4.2, 4.3, 4.4 y 4.5 con su correspondiente p-valor y p-valor ajustado.

El grupo 1 (estradiol oral mas progesterona vaginal) presenté el mayor nimero

de genes diferencialmente expresados al comparar su expresién genética con el grupo
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5 6 control. Este primer grupo muestra un total de 56 genes con expresion alterada (25

genes al alza y 31 a la baja) frente a los 36 del grupo 2 (13 al alza y 23 genes a la baja),

44 en el grupo 3 (28 expresados al alza y 16 a la baja) y los 30 (20 al alza y 10 a la baja)

del grupo 4. El PCA y los clusters de expresidn genética de las 25 muestras analizadas

se muestran en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. A. Representacidon de las biopsias
por clusters de genes una vez normalizados los
datos. B. Datos normalizados para la
representacion del PCA de las 25 muestras de
estudio. Las muestras son representadas
espacialmente segun la expresion de los 238
genes incluidos en el ERA. Los grupos se
representan en diferentes colores (G1l-rojo,
G2-amarillo, G3-verde, G4-verde oscuro, G5-
azul). PC1 y PC2 son los componentes
principales que explican la mayor variabilidad
que separa las muestras en el espacio.
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Tabla 4.2. Genes con expresion diferencial significativa al comparar G1 vs G5 (control)

G1vs G5 Gen Fold change P-valor P-valor ajustado
Al alza LAMB3 3.75 0.00 0.43
ABCC3 3.62 0.00 0.43
ARID5B 3.49 0.00 0.43
DHRS3 3.43 0.00 0.43
ANG 3.32 0.00 0.44
CLDN10 3.18 0.00 0.48
TMEPAI 3.16 0.00 0.48
FAMS59A 3.07 0.00 0.57
HABP2 2.86 0.00 0.70
IMPA2 2.81 0.00 0.70
RNASE4 2.81 0.00 0.70
PROM1 2.77 0.00 0.70
AQP3 2.73 0.00 0.72
CABPA 2.72 0.00 0.72
SLC15A1 2.67 0.01 0.76
SCYE1 2.49 0.01 0.94
EFNA1 2.47 0.01 0.94
RARRES1 2.46 0.01 0.94
PAEP 2.46 0.01 0.94
SYNE2 2.43 0.01 0.96
GPX3 2.33 0.02 1
EVC 2.27 0.02 1
PROS1 2.16 0.03 1
EFEMP1 2.06 0.04 1
INDO 2.05 0.04 1
A la baja PBK -2.03 0.04 1
BARD1 -2.05 0.04 1
(Continua)
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KHDRBS3

HEY1

MMP26

Cl10orf3

MGC11242

HSD11B2

NR4A2

CREB3L1

RPRM

ATP6VOE2

RAD54B

GDF15

ATP1B1

CTNNA2

PRC1

MAP2K6

KIF20A

SORD

STEAP4

SLC15A2

CXCL13

SERPINAS

BIRC3

DFNB31

DUOX1

HLA-DOB

CYP2J2

CAPN6

ADAMTS8

-2.05

-2.11

-2.26

-2.29

-2.32

-2.34

-2.35

-2.38

-2.38

-2.39

-2.47

-2.49

-2.50

-2.57

-2.62

-2.66

-2.69

-2.785

-2.78

-2.87

-2.88

-2.97

-3.00

-3.02

-3.17

-3.29

-3.34

-3.63

-5.41

0.04

0.04

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.94

0.94

0.94

0.89

0.81

0.76

0.75

0.70

0.70

0.70

0.70

0.62

0.61

0.60

0.48

0.44

0.44

0.43

0.00
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Tabla 4.3. Genes con expresion diferencial significativa al comparar G2 vs G5 (control)

RESULTADOS

G2 vs G5 Gen Fold change P-valor P-valor ajustado

Al alza TMEPAI 3.11 0.00 1
ABCC3 2.69 0.01 1
ARID5B 2.62 0.01 1
LAMB3 2.57 0.01 1
EFNA1 2.46 0.01 1
SYNE2 2.45 0.01 1
ID4 2.45 0.01 1
FOSL2 2.39 0.02 1
HABP2 2.36 0.02 1
MUC16 2.25 0.03 1
SLC15A1 2.19 0.03 1
PROM1 2.04 0.04 1
BCL6 2.04 0.04 1
A la baja PRC1 -2.02 0.04 1
CSRP2 -2.03 0.04 1
IDH1 -2.07 0.04 1
KIF20A -2.08 0.04 1
SORD -2.09 0.04 1
MAP2K6 -2.11 0.04 1
CTNNA2 -2.12 0.04 1
CAPN6 -2.13 0.03 1
ATP6VOE2 -2.15 0.03 1
SLC7A1 -2.16 0.03 1
ATP1B1 -2.22 0.03 1
CKB -2.23 0.03 1
MGC11242 -2.33 0.02 1
DFNB31 -2.35 0.02 1

(Continda)
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BARD1

HLA-DOB

SLC15A2

CYP2J2

STEAP4

CXCL13

SERPINAS

BIRC3

ADAMTS8

-2.39

-2.49

-2.58

-2.75

-2.82

-2.87

-3.00

-3.13

-6.19

0.02

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

Tabla 4.4. Genes con expresion diferencial significativa al comparar G3 vs G5 (control)

88

G3 vs G5 Gen Fold change P-valor P-valor ajustado

Al alza CYP2J2 3.10 0.00 1
SORD 3.00 0.00 1
RANBP17 2.73 0.00 1
MSX1 2.60 0.01 1
NR4A2 2.49 0.01 1
OPRK1 2.49 0.01 1
Cllorf8 2.46 0.01 1
COBL 2.43 0.01 1
GALNT4 2.43 0.01 1
CSRP2 2.43 0.01 1
NDRG2 241 0.02 1
SLC16A6 2.40 0.02 1
KCNJ2 2.38 0.02 1
DFNB31 2.35 0.02 1
MAP2K6 2.32 0.02 1

(Continua)
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HSD11B2

RAD54B

CBR3

SLC15A2

CoOmMP

LAMB3

RARRES3

SOD2

NNMT

CLDN10

DDX52

MRPS2

TSPANS

GPX3

C4BPA

c3

Cl4orfl61

CXCL14

CDA

PAEP

231

2.28

2.18

2.18

-2.10

-2.13

-2.15

-2.16

-2.20

-2.20

-2.24

-2.26

-2.32

-2.50

-2.52

-2.58

-2.63

-2.96

-3.35

-3.80

0.02

0.02

0.03

0.03

0.04

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.03

0.02

0.02

0.01

0.01

0.01

0.01

0.00

0.00

0.00
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Tabla 4.5. Genes con expresion diferencial significativa al comparar G4 vs G5 (control)

G4 vs G5 Gen Fold change P-valor P-valor ajustado
Al alza CSRP2 3.64 0.00 1
KCNG1 3.27 0.00 1
Cllorf8 2.58 0.01 1
(Continua)
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SERPINAS 2.49 0.01
CTNNA2 2.40 0.02
RASSF2 2.38 0.02
OFD1 2.33 0.02
ALPL 231 0.02
HSD11B2 2.29 0.02
TMEPAI 2.28 0.02
SORD 2.27 0.02
NDRG2 2.22 0.03

RANBP17 2.07 0.04

COBL 2.06 0.04

MGC11242 2.05 0.04
DUOX1 2.05 0.04
OPRK1 2.05 0.04
DFNB31 2.03 0.04

ATP6VOE2 2.03 0.04

ANK3 2.02 0.04

A la baja GPX3 -2.03 0.04
GADD45A -2.07 0.04

CDA -2.19 0.03

Cl4orfl61 -2.29 0.02
ABCC3 -2.35 0.02
C4BPA -2.38 0.02
RARRES3 -2.79 0.00
SLC1A1 -2.96 0.00

PAEP -3.42 0.00
CXCL14 -3.52 0.00
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Al analizar la expresién génica de los diferentes grupos de estudio respecto del
grupo 5, llama la atencién que los genes con expresion alterada tienden a hacerlo en
sentido diferente. Asi, al comparar estos genes comunes del grupo 2 respecto del
grupo 1, 28 ellos se modificaban en el mismo sentido. Sin embargo, los 18 genes
comunes entre los grupos 1 y 3 se expresaban de forma diferente, 13 regulados al alza
(CREB3 L1, CYP2J2, MAP2K6, SORD, DFNB31, DUOX1, MCG11242, HLA-DOB, HSD11B2,
NR4A2, RAD54B, SERPINS, and SCL15A2) y 5 a la baja (C4BP2, CLDN10, GPX3, LAMB3,
and PAEP). Al comparar los grupos 1y 4, sélo 1 de los 13 genes alterados en ambos

grupos lo hace en la misma direccion, el TMPAL.

A B

Figura 4.4. A. Diagrama de Venn con el nimero de genes diferencialmente expresados en
cada grupo de estudio respecto del grupo 5 (control). B. Diagrama de Venn con los genes con
expresion diferencial comunes entre los grupos 2, 3 y 4 respecto del grupo 1.

4.4. ANALISIS FUNCIONAL DE LA EXPRESION GENICA: PROCESOS BIOLOGICOS

Para el analisis de los proceso bioldgicos afectados se utilizé la base de datos de
la GO Biological Process database (110). Esta base de datos es diferente en aquellas
funciones o bloques de genes que se organizan en una estructura DAG (Directed

Acyclic Graph). Esto hace que muchos de los procesos bioldgicos que se muestran
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como significativamente alterados sean redundantes. Por ello, solo se muestran los
procesos significativos y los términos no redundantes, de forma que el analisis de los

datos se centra en los términos o funciones mas especificos.

En el grupo 1 se encontraron 2 procesos bioldgicos afectados de forma
significativa al comparar su expresion genética con el grupo 5. Uno de ellos, expresado
a la baja, es el proceso de “organizacion del huso” (spindle organization), que estd
involucrado en la sintesis y organizacion de los microtubulos que constituyen el
citoesqueleto y es un paso clave para el correcto funcionamiento del huso meidtico
durante la segregacion del ADN celular. El otro proceso alterado, “organic hydroxy
compound transport”, regula el transporte de sustancias orgdnicas con grupo hidroxilo

entre células a través de moléculas de transporte o canales de membrana.

Cuando se comparan los resultados del grupo 2 respecto del control, grupo 5,
se encuentra un proceso biolégico afectado: “positive regulation of peptidyl-tyrosine
phosphorylation”. Este grupo de genes participa en la regulacién de las tasas,
frecuencia y duracion de la fosforilacion de los péptidos de tirosina, que es un paso

clave para la sintesis proteica y los procesos de remodelacién celular.

Con respecto a la expresidon genética diferencial del grupo 3, se encontré un
Unico proceso alterado: “inmmunoglobulin-mediated immune response”. Este proceso
bioldgico esta involucrado en la regulacién de la inmunidad mediada por los linfocitos

B.
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5. DISCUSION

5.1. SELECCION DE LOS PROTOCOLOS DE ESTUDIO Y GRUPO CONTROL

Este estudio revela importantes diferencias en los patrones de expresion génica
relacionados con la receptividad endometrial seglin la medicacién aplicada para la

maduracion ovocitaria o el soporte de fase lutea utilizado.

La estimulacidn ovarica asociada a los TRA provoca niveles suprafisiolégicos de
esteroides durante la fase lUtea. Estos esteroides inhiben la secrecidn de LH desde la
glandula hipofisaria por un mecanismo de feed back. Cuando se utiliza un bolo de
aGnRH para inducir la maduracidn final de los ovocitos, los niveles de LH circulante
también decaen drasticamente durante la fase IUtea (68), debido a la luteolisis precoz
y a un soporte insuficiente para la implantacion embrionaria (111, 112). Esta
concentracion menor de LH es aun mas Ilamativa si la comparamos con el pico de LH
gue se produce en un ciclo natural (113) o tras la administracidon de un bolo de HCG

con el mismo fin (114).

El bolo de HCG (6500-10000 Ul) que se utiliza para la maduraciéon ovocitaria en
los TRA mantiene el cuerpo luteo mas allad de los 7-10 primeros dias, gracias a su larga
vida media (113). La actividad del cuerpo IUteo dependera a partir de entonces de la
secrecion enddgena de LH desde la hipdfisis y del incremento gradual de la
concentracion de HCG producido tras la implantacién exitosa del embrién. Esta ultima
ya puede ser detectada en sangre materna a partir del octavo dia desde la ovulacion.
Sin embargo, los niveles endégenos de LH caen bruscamente si se utiliza un aGnRH
para el triggering, y junto con la estimulacién ovdrica, conducen a un empeoramiento

de los resultados clinicos en los TRA pese al soporte estdndar de la fase lutea (115).
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Esto ha llevado a numerosos grupos de investigadores a desarrollar diferentes
estrategias de soporte de fase litea que obtengan el beneficio de la maduracidn final
de los ovocitos con un aGnRH pero sin perjudicar los resultados en los pacientes que

decidan continuar con la transferencia embrionaria en fresco en el mismo ciclo.

En este estudio, en el grupo 5 utilizado como control se aplicé el protocolo
habitual para inducir la maduracién ovocitaria con HCG y apoyar la fase IGtea con
progesterona vaginal, con el que se han descrito tasas de implantacidn embrionaria
cercanas al 30 %. Respecto a los protocolos utilizados en los grupos de estudio, la
eleccidn se basd en la revision de la literatura previa (63). En el grupo 1, las pacientes
recibieron exclusivamente estradiol por via oral y progesterona vaginal, de forma
similar al protocolo usado por Humaidan y Engmann en sus primeros estudios del afio
2005 (69, 105) pero usando diferentes dosis y vias de administracion. El grupo 2 recibié
una dosis diaria de LHr junto al estradiol oral y la progesterona vaginal, en un intento
por contrarrestar los bajos niveles de LH asociados a la induccidn con aGnRH. Se
escogid una dosis diaria de 150 Ul de LHr frente a la pauta de 300 Ul cada 48 horas
utilizada por Papanikolaou (83). En el grupo 3, el soporte de fase lutea se llevd a cabo
con un bolo Unico de 1500 Ul de HCGr el dia de la puncidn, protocolo con el que el
grupo de Humaidan ha presentado recientemente buenos resultados tras la induccién
con aGnRH (81). Finalmente, en el grupo 4 las pacientes recibieron 3 dosis de 500 Ul
de HCGr en dias alternos, pauta que ha demostrado su eficacia en el estudio

observacional publicado por el grupo espafiol de Castillo (82).
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5.2. NIVELES HORMONALES

Al analizar los niveles séricos de LH, E2 y P4 se objetivaron niveles superiores de
esteroides antes de la biopsia de endometrio en los grupos de pacientes que
recibieron suplementacién de la actividad LH durante la fase litea, en forma de HCGr o
LHr. El nivel de E2 es el inductor clave del decaimiento de la fase lutea tras la
estimulacion ovdrica controlada, y las dosis de HCGr o LHr utilizadas en estos grupos
podrian tener un impacto en la funcidn del cuerpo lateo. Estos resultados son
consistentes con lo publicado por estudios previos que analizaron el perfil hormonal en

protocolos similares a los aplicados en nuestro estudio en los grupos 3 (81) y 4 (116).

También encontramos concentraciones mayores de LH en el dia de la puncidn
(LH+2) en todos los grupos de estudio con induccién con aGnRH respecto del grupo 5
control (HCG). Estos datos coinciden de nuevo con los de estudios previos que
compararon los patrones hormonales durante la fase IGtea tras la induccién con
aGnRH (117), con un pico mayor de LH tras el efecto flare up inicial y una rapida vuelta

a los niveles basales en los siguientes dias.

Humaidan, utilizando una dosis baja de 1500 Ul de HCG en pacientes bajo
estimulacion ovarica para FIV, no encontré diferencias significativas en cuanto a las
tasas de embarazo en curso (26 % vs 33 %), RNV (24 vs 31 %) o aborto temprano (21 vs
17 %) al comparar el triggering con aGnRH frente a las 10000 Ul de HCGu utilizadas
habitualmente en su centro (81). En su poblacién de estudio no describieron ningun
caso de SHO frente a los 3 casos (2 %) del grupo control. En nuestro estudio, 2 de las
pacientes que recibieron 1500 Ul de HCGr en el dia de la puncidn folicular requirieron

ingreso hospitalario por SHO moderado. Ambas se manejaron de forma conservadora
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y fueron dadas de alta antes de los 10 dias. Al comparar ambos estudios, observamos
gue la media de ovocitos recuperados en el trabajo de Humaidan era de 8.9 + 5.4,
comparada con los 14 + 3.8 ovocitos de media en nuestro grupo 3. Con el resto de
protocolos no se diagndstico ninglin caso de hiperestimulacion. Recientemente se ha
publicado un estudio retrospectivo que incluyd a 23 pacientes que recibieron 1500 Ul
de HCG como soporte de fase lutea tras la maduracidn ovocitaria con un aGnRH y que
continuaron con la transferencia embrionaria en fresco en ese mismo ciclo (118). Los
autores informan de una tasa elevada de SHO (6 casos de 23 pacientes, 26 %). Por
tanto, cuando se considere este protocolo como una alternativa para apoyar la fase
Iutea deben tenerse en cuanta y descartar otros marcadores de riesgo de SHO, como el

IMC o la respuesta ovarica a la estimulacién.

5.3. EXPRESION GENICA DIFERENCIAL

La aplicacion de la tecnologia de los microarrays nos permite estudiar, en un
corto periodo de tiempo, el comportamiento de cientos de genes en un tejido
determinado y bajo diferentes condiciones. Esta misma tecnologia ha sido ya aplicada
con éxito al estudio de la expresion genética del endometrio asociada a la presencia de
polipos (119), miomas (120), elevacién prematura de la progesterona en tratamientos
de FIV (121) o al impacto de la estimulacién ovarica sobre la receptividad endometrial
(99). En este estudio el grupo 1, con un soporte de fase lutea exclusivamente con
estradiol oral y progesterona vaginal, mostré el patréon de expresidon genética mas
alejado del grupo control, con un total de 56 genes diferencialmente expresados.

Ademads, estos genes alterados en el grupo afectan a 2 proceso bioldgicos relacionados
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con la division celular (“spindle organization”) y el trasporte intra- e intercelular de

moléculas organicas (“organic hydroxy compound transport”).

Treinta y seis genes en el grupo 2, 44 en el grupo 3y 30 en el 4 se expresaron de forma
significativamente diferente respecto del grupo control. Es especialmente interesante el hecho
de que los genes comunes entre los grupos de estudio se comporten de manera diferente: en
el caso de los grupos 3 y 4, estos genes se expresan en sentido contrario a los del grupo 1,
mientras que los 28 genes comunes entre los grupos 1y 2 lo hacen en el mismo sentido (al alza

o a la baja).

El gen denominado ADAMTSS8 estd profundamente regulado a la baja en los grupos 1y
2. ADAMTS8 es el gen que expresa una desintegrina y metaloproteinasa asociada a
trombospondina que forma parte de una familia de proteinasas recientemente descrita y que
es capaz de degradar la matriz extracelular formada por los proteoglicanos que componen los
vasos sanguineos (122). La expresion del gen ADAMTSS se induce durante la diferenciacion del
monocito en macréfago, y este ultimo aumenta la expresién del gen ante el estimulo con
interferdn-gamma o TNF-alfa. Ademas, el gen ADAMTSS8 tiene propiedades antiangiogénicas e
inhibe especificamente la proliferacién de las células endoteliales en estudios in vitro, suprime
la vascularizacidn inducida por el FGF-2 e inhibe la angiogénesis inducida por el VEFG en
diferentes tejidos (122, 123). Las meteloproteinasas juegan un papel clave en la fase de
invasion del endometrio por el embrién, permitiendo la entrada en contacto del trofoblasto y
el estroma uterino para la formacidn de las vellosidades coridnicas. La secrecion de algunas de
estas metaloproteinasas, como la MMPs2 y la MMPs9, ha sido descrita como especifica de

esta fase fundamental para la implantacién embrionaria (124, 125).

El grupo de Humaidan disefié recientemente un estudio aleatorizado en donantes de évulos
que llevaron a cabo 4 protocolos consecutivos de estimulacion ovarica con diferentes maneras

de inducir la maduracién ovocitaria y diferentes soportes de fase lutea (126). Los
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investigadores analizaron la expresion génica del tejido endometrial obtenido por biopsia a los
5 dias de la puncidn y encontraron importantes diferencias en los patrones de expresion
génica en base al tipo de triggering y soporte de fase lUtea. Sin embargo, el patron génico tras
maduracién con aGnRH y el soporte de fase lutea modificado con la administracion de 1500 Ul
de HCG el dia de la puncidn fue similar al obtenido tras la inducciéon con HCG, de forma similar

a los perfiles obtenidos en nuestro estudio al comparar los grupos 3 y 5.

5.4. APLICACION CLIiNICA

Ninguna de las pacientes incluidas en nuestro estudio recibié dos protocolos
diferentes, por lo que podrian plantearse dudas sobre la reproducibilidad de los resultados y
la variabilidad ciclo a ciclo del patron génico asociado a la receptividad endometrial. Los
mismos autores que desarrollaron el test ERA han demostrado la seguridad y reproducibilidad
de este microarray de endometrio respecto a los criterios histoldgicos repitiendo y analizando
una segunda biopsia endometrial en 7 pacientes tras 29-40 meses de la primera, concluyendo
que la reproducibilidad del ERA es del 100 % entre ambas muestras y validando su utilidad

clinica (103).

La comparacion de los analisis por microarrays obtenidos en los diferentes grupos de
estudio respecto del control no demostré un nimero impactante de genes con expresion
diferencial. Ademas, a excepcidon del gen ADAMTSS8 en los grupos 1y 2, el resto de genes
alterados no alcanzd la significacién estadistica al utilizar el p-valor ajustado (p-valor ajustado >
0.05). Sin embargo, el numero de genes afectados muestra una tendencia a la baja en los
grupos que recibieron durante la fase lutea un apoyo de la actividad LH en forma de LHr o
HCGr, y quiza se pudiera alcanzar la significacién estadistica si se incluyera en un futuro un
mayor numero de pacientes en cada grupo. Estos datos, junto con el nimero pequefio de

procesos bioldgicos afectados, refuerza el conocimiento actual sobre la modificacidon de la
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expresion génica a nivel endometrial en funcidn de la modalidad de maduracién ovocitaria y el

soporte de fase lutea aplicado.

Por tanto, la induccién con un aGnRH es suficiente para asegurar la maduracion final
ovocitaria (81), pero causa una deficiencia en la fase lutea que el soporte habitual con
progesterona vaginal y estradiol por via oral no es capaz de contrarrestar, perjudicando a los
resultados clinicos (127). Sin embargo, la combinacidn del triggering con aGnRH y un apoyo de
la fase lutea modificado que afada actividad LH o HCG acerca el patrén de expresidn génica de
estos endometrios al que se produce tras la induccién convencional con HCG. Todavia se
requiere una mayor evidencia cientifica e incluir un mayor nimero de pacientes antes de
poder afirmar que la receptividad endometrial y los resultados clinicos mejorarian

implementando estas medidas.

Debido a sus efectos secundarios y al posible mayor riesgo asociado de SHO cuando se
utiliza un bolo Unico de 1500 Ul de HCG, el uso de LHr o pequefias dosis de HCGr a lo largo de
la fase lutea podria ser la mejor opcidn para aquellos pacientes en los que se decida continuar

con la transferencia en fresco de los embriones tras la maduracion ovocitaria con un aGnRH.

La inmensa informacion ofrecida por la tecnologia de los microarrays debe animar a la
comunidad cientifica a su aplicacidn para la investigacion de la receptividad endometrial. Los
datos de nuestro estudio, basados en un modelo de donacién de ovocitos, podrian ayudarnos
a seleccionar el protocolo de soporte de fase lutea mdas adecuado para la paciente con alta
respuesta y riesgo de SHO, en la que se decide continuar con la transferencia embrionaria tras
la induccién con un aGnRH. Aunque los resultados clinicos parecen similares al protocolo
habitual, todavia deben modificarse algunos detalles hasta conseguir los mismos resultados

gue se obtienen tras la induccion con HCG.

Se necesita un mayor conocimiento y estudio del por qué de estas diferencias en los

patrones de expresion génica a nivel endometrial, asi como determinar si éstas pueden ser

101



DISCUSION

debidas a las diferencias en los niveles de LH, P4 o ambas. Nuestros resultados tras la
maduracién final ovocitaria con un aGnRH nos han permitido un mejor conocimiento de la
fisiologia de la fase lutea y sus cambios en el ciclo estimulado, y la aplicacién de la tecnologia
de los microarrays puede permitirnos en un futuro desarrollar el mejor protocolo para su

aplicacion en la practica clinica diaria.
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6. CONCLUSIONES

1.

El Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica es un cuadro patolégico frecuente y
potencialmente grave, intimamente ligado a los tratamientos de reproduccién asistida
en los que se estimula a la paciente con gonadotropinas exdgenas para alcanzar un
desarrollo folicular multiple.

La primera medida para reducir su incidencia debe ser la prevencion primaria basada
en la identificacién precoz de factores de riesgo. Si el inicio del cuadro ya se ha
desencadenado, existen multiples opciones para minimizar su gravedad y duracion.

De todas ellas, la induccién final de la maduracién ovocitaria con un agonista de la
GnRH en los ciclos de estimulacion bajo protocolo antagonista de la GnRH ha
demostrado ser una medida eficaz y segura, con una reduccién notable de los casos
graves de hiperestimulacién ovarica precoz aun en las pacientes en las que se decide
continuar con la transferencia embrionaria en fresco.

Pese a estas ventajas, la maduracién final ovocitaria con un agonista de la GnRH se
asocia a una fase lutea insuficiente que reduce las posibilidades de embarazo respecto
a los ciclos en los que se utiliza HCG para la maduracién folicular.

Se han propuesto diversos protocolos de soporte de fase lutea para reforzar este
periodo clave para la implantacién embrionaria, con diferentes resultados. La
disparidad en los pacientes y protocolos aplicados, asi como el escaso numero de
casos incluidos en los estudios, dificulta la aplicacion generalizada de las distintas
opciones.

La tecnologia de los microarrays permite analizar la expresion génica de un tejido bajo
diferentes condiciones. Aplicada al estudio del endometrio ha dado lugar a un patrén
de expresién génica intimamente ligado a cada una de las fases del ciclo menstrual

natural.
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10.

El Endometrial Receptivity Array (ERA®) permite centrar el estudio de expresién génica
en 238 genes intimamente ligados a la receptividad endometrial durante la ventana
de implantacién, facilitando el analisis y la interpretacién de los resultados.

El estudio de la expresidn génica del tejido endometrial obtenido en pacientes
sometidas a una estimulacidn ovdrica bajo diferentes protocolos de fase lutea tras la
maduracién final ovocitaria con un agonista de la GnRH nos permite comparar los
diferentes patrones obtenidos con el expresado tras la induccién convencional con
HCG.

De nuestros 4 grupos de estudio, los protocolos en los que se reforzé la fase IUtea con
actividad LH en forma de LHr o HCGr mostraron el perfil génico mas préoximo al
expresado por el grupo control.

De esta forma, podemos concluir que el analisis del perfil génico endometrial durante
la fase Iutea cuando se refuerza con actividad LH o HCG indica que estas opciones
podrian permitir aprovechar el principal beneficio de la induccidn final con agonista de
la GnRH, reduciendo la incidencia de SHO, sin que los resultados clinicos se vean

comprometidos.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Informacion para los pacientes y consentimiento informado

¢Cudl es el objetivo principal del estudio?

Nuestro objetivo es comparar la receptividad endometrial en la ventana de
implantacién del ciclo (entorno al dia 21) con diferentes pautas de tratamiento en pacientes en
las que se induce la maduracion final ovocitaria con aGnRH, como es el caso de las donantes

de dvulos.

La aplicacidon de estas pautas en pacientes puede ayudar en un futuro a reducir al
maximo la incidencia de hiperestimulacién ovarica en las mujeres que realizan tratamientos de

reproduccion asistida.

¢En qué consiste mi participacion?

Las participantes del estudio seran divididas en 5 grupos, que recibirdn pautas de

medicacion diferentes.

Como maximo, seran 5 dias de medicacion posteriores a la puncidon ovarica,
terminando en la realizacion de una biopsia endometrial para obtener el tejido sobre el que se

analizaran los resultados.

éInfluye esta medicacion en los resultados de la donacion?

No. Tenga en cuenta que recibird la nueva medicacion sdlo tras la donacién, por lo que

no influird en los resultados ni en la posibilidad de volver a donar en el futuro.

¢En qué consiste la biopsia endometrial?
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La biopsia endometrial es una prueba muy sencilla, usada de forma habitual en la
Consulta de Ginecologia para el diagndstico de la patologia endometrial (sangrado

postmenopdausico, metrorragias, etc.).

Para su realizacién no hace falta anestesia y no lleva mds de 1 minuto. Las pacientes no

suelen referir molestias superiores a las de una revisidn ginecoldgica.

¢Puedo abandonar el estudio una vez que acepto participar?

Si. En cualquier momento del seguimiento puede revocar su consentimiento a

participaren el mismo.

¢Recibiré algun tipo de compensacion econdmica aceptando participar en el estudio?

La participacidn en el estudio es voluntaria. Si lo completa, recibird una compensacion

por los gastos de desplazamiento.

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO ‘ERA-aGnRH’

De , con DNI n¢ , informada de los

objetivos e implicaciones del estudio por , ACEPTO participar en el
estudio “ERA-aGnRH".

Madrid, a de de 201 .

REVOCAMIENTO ESTUDIO ‘ERA-aGnRH’

De , con DNI n® , informada de los
objetivos e implicaciones del estudio por , REVOCO MI
CONSENTIMIENTO participar en el estudio “ERA-aGnRH".

Madrid, a de de 201 _.
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ANEXO 2. Certificado del Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital
Universitario Puerta de Hierro de Madrid
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