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INTRODUCCION
GENERAL







El endometrio es un elemento fundamental en el proceso reproductivo porque
debe ser receptivo al embrién. Esto es absolutamente indispensable para la
consecucion y evolucion normal del embarazo, ya sea natural o conseguido
mediante técnicas de reproduccion asistida (TRA). Aunque en condiciones
patologicas se puede desarrollar una gestacion ectopica sin contacto con el
endometrio que evolucione hasta bien avanzado el embarazo, esto pasa a
ser solo algo anecddtico y es el endometrio el tejido fisioldgico destinado a
albergar un embarazo normal.

Desde siempre, el endometrio ha recibido mucha menos atencién
que el ovario en el diagnéstico y tratamiento de las parejas con problemas
de esterilidad. Sin embargo, se sabe que la mala receptividad endometrial
es la base de muchos fracasos a la hora de conseguir la gestacion.

El endometrio sufre cambios morfoldgicos y funcionales necesarios
para alcanzar el estado receptivo que permite la implantacion del embridn,
favorecer la formacion de la placenta y el desarrollo embrionario y fetal hasta
la llegada de la gestacion a término con el nacimiento de un recién nacido
Vivo sano.

Durante la introduccion incluiremos la descripcion histologica, la
fisiologia del ciclo endometrial y la fisiologia de la implantacion asi como
los factores implicados en este proceso. A continuacion, describiremos la
forma de evaluacion del endometrio incluyendo la tecnologia de microarrays

y finalmente el efecto que tiene la estimulacion ovarica sobre el endometrio

con especial énfasis en la actividad de la hormona luteinizante (LH).
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El endometrio es la mucosa que tapiza la cavidad uterina. Se considera
un érgano formado por una multicapa celular que consta de una capa
funcional y una capa basal, situadas sobre el miometrio. Sufre cambios
periddicos en respuesta a la variacion de los niveles hormonales durante el
ciclo menstrual, propio de humanos y primates superiores (Simon C. 2009).

Los cambios morfolégicos y funcionales son desencadenados por el
efecto de las hormonas esteroideas ovaricas: estrogeno y progesterona,
que por via sanguinea viajan hasta el endometrio (Paulson R., 2011),
donde se unen especificamente a sus respectivos receptores de alta
afinidad, desencadenando la transcripcién de factores y moduladores de
un gran numero y variedad de genes (Cooke P.S., 1997), que conllevan a
la remodelacién morfolégica endometrial. Los estrogenos son las hormonas
dominantes durante la fase proliferativa (Hoozemans D.A., 2004), siendo la
progesterona la hormona predominante durante la fase secretora, en la que
ocurre la transformacion y decidualizacion del estroma (Strowitzki T., 2006).

El endometrio esta formado por tejido epitelial y estroma, pudiéndose
hacer una subdivisién en una capa funcional o funcionalis y una capa basal
0 basalis. La capa funcional es la capa luminal que recubre la cavidad
endometrial y esta formada por invaginaciones glandulares. La capa basal
esta formada por pliegues glandulares mas profundos, que se extienden
hasta el limite con el miometrio.

La capa funcional sufre variaciones en su grosor y morfologia que
responden a la accién de las hormonas esteroideas ovaricas durante el

ciclo menstrual, separandose de la capa basal durante la menstruacién. Sin
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embargo, el grosor de la capa basal permanece invariable durante todo el
ciclo, con un espesor medio de 0.5-1mm (Simon C., 2009). El endometrio
esta compuesto por diferentes tipos celulares, incluyendo células epiteliales
luminales y glandulares, células fibroblasticas estromales, células
inmunocompetentes y células sanguineas. El numero de células, actividad,

morfologia y funcion varia a lo largo del ciclo menstrual. (Driedrich K., 2007).

El epitelio luminal esta compuesto por células no ciliadas y ciliadas,
cuyas poblaciones aumentan durante la fase proliferativa a una proporcion
de 30:1 y 15:1 respectivamente, desde el inicio a la fase proliferativa tardia,
experimentando un descenso en ambas poblaciones celulares a partir del dia
20 del ciclo menstrual (Ferenczy A., 1977). La morfologia de la membrana

celular de las células no ciliadas se ve alterada durante la fase secretora,

produciéndose protrusiones apicales.

En la fase proliferativa bajo accion de los estrogenos, las células
glandulares proliferan y las células de la cara luminal se recubren de
microvellosidades, cuyo numero aumenta a medida que avanza el
ciclo menstrual. Las células aparecen con uniones intercelulares tipo
desmosomas, uniones estrechas que permiten aislar el lumen glandular del
ambiente interno.

El ndcleo de las células que no estan en division celular activa, se

presentaredondo, grande y ocupando la porcion basal de la célula, que esrica
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en polisomas que pueden estar libres o asociados al reticulo endoplasmatico
rugoso (RER). Las mitocondrias son abundantes y se mantienen proximas
entre si y el aparato de Golgi no esta muy desarrollado.

A medida que avanza la fase proliferativa, las células se agrandan,
manteniendo las microvellosidades en la cara apical y aparecen
ondulaciones en las membranas laterales con la formacién de espacios
entre células adyacentes. Al final de esta fase, se aprecia un epitelio
celular pseudoestratificado con una maquinaria secretora bien desarrollada
(aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico liso (REL) ademas de numerosas
vesiculas secretoras) y nucleo celular de gran tamafo. Cuando se acerca el
momento de la ovulacion, se produce un incremento en las interdigitaciones
en las membranas celulares laterales, junto a un aumento en la poblacién
mitocondrial y un descenso del RER en el citoplasma basal.

Con el inicio de la fase secretora las células epiteliales glandulares
comienzan el proceso secretor de productos complejos, parecen estar
implicados en el mantenimiento del trofoblasto. En el interior celular se
manifiestan fendmenos caracteristicos asociados con esta transformacion
como son la acumulacién de material glucogénico en la region citoplasmatica
subnuclear, mitocondrias de gran tamafio y formacion del sistema de canales
nucleares. La secrecion glandular se inicia a medida que las células se
llenan con productos de secrecion.

Con el avance de la fase secretora el volumen nuclear disminuye. El
contenido en glucégeno es maximo en el dia LH+4 (cuatro dias después del
pico de LH), provocando el incremento en el volumen celular, que es maximo
en el dia LH+6. El inicio del cese de la actividad secretora se observa al

dia LH+8, observandose la desaparicion del sistema de canales nucleares,
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entre otros. Aumentan el numero de interdigitaciones en las membranas
celulares laterales. Al final de esta fase, el nucleo celular esta hundido, el
RER dilatado, se observan numerosas mitocondrias de pequefio tamafo y

pocos acumulos glucogénicos en el contenido citoplasmatico.

El estroma endometrial es un tejido conectivo compuesto por células
y una compleja matriz extracelular (MEC). Las células estromales, también
conocidas como células reticulares, son predominantemente fibroblastos
que se encargan de la sintesis de la mayor parte de los componentes de
la matriz extracelular (Wynn RM., 1989). También se encuentran linfocitos
natural killer uterinos (NKu), macréfagos y otros tipos de células residentes y
migratorias. En el transcurso del ciclo menstrual, los fibroblastos estromales
sufren una serie de modificaciones morfoldégicas en respuesta a las
variaciones de estrogenos y progesterona. En el momento cercano a la
ovulacién, aparecen los primeros signos de remodelacién de la MEC por
parte de los fibroblastos. Entre los dias LH+2 y LH+8 el diametro nuclear
aumenta en torno al 20% su tamafio original y se produce un aumento en la
acumulacién de glucégeno en el citoplasma. El aumento del volumen nuclear
se correlaciona con el incremento en la actividad transcripcional. A partir
del dia LH+8 la densidad estromal comienza a decrecer, hecho que puede
explicarse por el continuo crecimiento de las células glandulares llenas de
productos secretores, que forzaria a los fibroblastos a retraerse. En este
momento se aprecia el maximo edema estromal, que puede deberse a la

reabsorcion de agua desde el lumen glandular.
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Tanto la capa basal como la funcional estan intensamente
vascularizadas. La vascularizacion de la capa basal estd compuesta por
arteriolas rectas, que no se descaman durante la menstruacioén, y por arteriolas
espirales ramificadas en la capa funcional. Estas ultimas se ven modificadas
a lo largo del ciclo menstrual por los cambios hormonales. La complicada
red vascular endometrial comienza en el miometrio, de donde parte la arteria
uterina que traspasa el limite miometrio-endometrio (Simén C., 2009).

Durante el ciclo menstrual y bajo el efecto hormonal de estrégenos y
progesterona, se produce regresion y angiogénesis del entramado vascular
endometrial. Al inicio del ciclo, con la menstruacién, comienza a regenerarse
el entramado vascular a partir de la capa basal, produciéndose un aumento
en el grosor de la capa funcional y crecimiento vascular a lo largo de las
fases proliferativa y secretora (Rogers PA., 1996). Existen muchos factores
implicados en la regulacién de la angiogénesis endometrial, siendo VEGF el
mas importante (Print C., 2004).

La angiogénesis en el endometrio no se produce por la via clasica,
sino mediante la adicion de tabiques celulares dentro de vasos existentes

(intususpeccion) y la elongacién de éstos; de modo que el flujo sanguineo

no se interrumpe en ningiin momento (Gambino L.S., 2002).

Las células inmunocompetentes son principalmente linfocitos T,
linfocitos NKu, macrofagos y en menor medida linfocitos B. La poblacion

linfocitaria fluctua ciclicamente y es maxima durante la fase secretora tardia
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y premenstrual, siendo predominantes las NKu (fenotipo CD56+, CD16- y

CD3-) que se situan proximas a las glandulas endometriales y a las arteriolas

espirales (King A., 2000).

Lafase proliferativa se caracteriza por la reepitelizacion postmenstrual
y el crecimiento de los elementos epiteliales y del estroma a partir de la capa
basal, donde podria residir una poblacion de células madre endometriales
(Kato K., 2007) (Gargett C.E., 2007). El resultado final es el engrosamiento
endometrial de 1 a 4 mm de espesor en el dia de la ovulacion. Los
estrogenos procedentes del ovario son las hormonas dominantes, que a su
vez son dependientes de la hormona foliculo estimulante (FSH) secretada
por la adenohipdfisis. La duracion de la fase proliferativa puede extenderse
durante 9-23 dias, y su duracion se relaciona entre otros factores con la
edad de la mujer (Lenton E.A., 1984).

La respuesta proliferativa a las hormonas en el epitelio luminal
y glandular se prolonga hasta el dia LH+3 debido a los altos niveles
circulatorios de estradiol. A partir del 5° dia del ciclo menstrual comienza
a detectarse la actividad mitética epitelial. La fase proliferativa temprana
se caracteriza por un endometrio de poco grosor, con glandulas estrechas,
cortas, rectas y parcialmente colapsadas con nucleos redondos localizados
en la zona basal de las células. El estroma esta formado por fibroblastos
alargados con nucleo de gran tamano. Hacia la mitad de la fase (dias 8-10
del ciclo menstrual) crece la poblacion de células glandulares, que se hacen

alargadas y tortuosas, mostrando inicio de pseudoestratificacion. En la fase
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proliferativa tardia el lumen glandular es maximo. Las células glandulares son
altas y columnares y el lumen estromal comienza a aumentar de volumen. A
medida que aumentan los niveles de progesterona, la actividad proliferativa
en el epitelio va disminuyendo hasta hacerse indetectable, tanto en el epitelio
glandular y en el estroma, pero la actividad mitética se mantiene a niveles
minimos solamente en la superficie epitelial y en las células predeciduales.

Otros factores de crecimiento son candidatos para el mantenimiento
de la fase proliferativa. El IGF (factor de crecimiento similar a insulina), el

EGF (factor de crecimiento epidérmico) y el TGFB (Factor de crecimiento

transformante) son factores predominantes en el endometrio proliferativo.

En el ciclo menstrual de humanos, a lo largo de la fase secretora se
inhibe la proliferacién de las células endometriales que comienzan a sufrir
un proceso de diferenciacion, con la finalidad de proporcionar un ambiente
adecuado para la implantacién embrionaria. Estos cambios son dirigidos
directa e indirectamente mediante la accion de la progesterona.

El inicio de la fase secretora se caracteriza por el desarrollo de
vacuolas subnucleares en las células epiteliales, resultando en la alteracion
de la localizacion intracelular del nucleo, que pasa a tener una situacion mas
central en la célula. Debido a la presencia de vacuolas, las células adquieren
una apariencia mas alargada. El contenido intracelular va disminuyendo a
medida que aumenta la secrecion glandular.

Hacia la mitad de la ventana de implantacion, se aprecian cambios

estructurales en la membrana citoplasmatica y el citoesqueleto de las
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células epiteliales no ciliadas. Se forman unas estructuras en la cara apical
denominadas pinépodos, que mediante microscopia electronica se observan
a modo de proyecciones ectoplasmicas, que comienzan a formarse desde las
6-8 horas post-ovulacion y estando plenamente desarrollados durante menos
de 48 horas, limitando de este modo el periodo de implantacion embrionaria
(Nikas G., 1999). Los pindpodos estan implicados en el proceso de adhesién
del embrién (Bentin-Ley U., 1999) y son un marcador morfoldgico del periodo
de receptividad uterina (Nikas G., 2003). Se cree que también pueden colaborar

en la implantacién embrionaria al absorber material desde el lumen uterino.

El ciclo comienza durante el periodo menstrual con la descamacion
de los dos tercios superiores del endometrio, ya que el tercio basal no
responde a los esteroides ovaricos y queda retenido cuando concluye la
menstruacion.

Tras este comienza la fase proliferativa, con un crecimiento rapido
de glandulas y estroma desde el tercio basal, estimulado por los estrogenos.
Estas glandulas son estructuras tubulares rectas revestidas por células
cilindricas regulares, altas y seudoestratificadas. Abundan las mitosis
glandulares que indican proliferacién y no existen signos de secrecion
mucosa o de vacuolizacion. Las mitosis glandulares comienzan ya durante
la menstruacion, ya que ambos mecanismos, reparacion y degradacion,

progresan de modo simultaneo. El estroma endometrial esta compuesto por
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células fusiformes muy compactadas que tienen escaso citoplasma pero
abundante actividad mitotica.

Durante la ovulaciéon el endometrio disminuye la velocidad de su
crecimiento y la actividad mitética cede unos dias después de la ovulacion. A
las 36-48 horas tras la misma se produce la vacuolizacion basal, formandose
vacuolas secretoras por debajo de los nucleos del epitelio glandular.

En la fase secretora, cuya actividad es mas marcada durante la
tercera semana del ciclo menstrual, cuando las vacuolas basales empujan
progresivamente mas alla de los nucleos. En la cuarta semana las
secreciones son eliminadas a las luces glandulares. La secrecion maxima
ocurre entre los dias 18-24 del ciclo, y es en este momento, cuando las
glandulas se dilatan. En este momento las glandulas son tortuosas, con un
aspecto aserrado o “en dientes de sierra” cuando son cortadas por su eje
longitudinal. En los estadios mas avanzados la secrecion se vuelve espesa.

Es importante en esta fase secretora tardia valorar el estroma endometrial.
Se produce un desarrollo prominente de las arteriolas espirales en los dias 21-
22. El edema entre las células del estroma es constante durante toda la fase
secretora. A partir de los dias 23-24 del ciclo las células estromales se hipertrofian
con acumulacion de eosindfilos citoplasmaticos. Es la reaccioén predecidual que
se extiende desde el estrato funcional (que responde a estimulos hormonales)
de los dias 24-28 del ciclo y se manifiesta primero alrededor de las arteriolas
y progresa hasta inmediatamente antes de la menstruacion. Se forma una
capa compacta superficial. También se acompafa de neutrdfilos y linfocitos
ocasionales, la inflamacion con neutrofilos comienza unos dos dias antes del
comienzo del flujo. Existe un dialogo epitelio estromal que esta mediado en parte

por el HANDZ2; un factor de transcripcién regulado por la progesterona y cuya
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presencia es esencial para la implantacion (Li Q., 2011).

En caso de no producirse gestacion el estrato funcional se desintegra
y comienza la pérdida de sangre estromal que marca el inicio de la
menstruacion.

En cada ciclo menstrual en el endometrio se produce proliferacion celular,
diferenciacion y apoptosis, que ocurren simultdineamente a los cambios que
tienen lugar en la composicion de la MEC y la circulacién de leucocitos (Diedrich
K., 2007). En las mujeres se produce la eliminacién de la totalidad de la capa
funcional en cada menstruacion y la posterior regeneracion del tejido a partir
de la capa basal. La finalidad de esta remodelacion tisular es la de preparar
el endometrio para proporcionar un ambiente adecuado para la implantacion
embrionaria, que tiene lugar durante un periodo de tiempo limitado y especifico
denominado ventana de implantacién (Dominguez F., 2003).

Desde el inicio a la mitad de la fase secretora se produce unincremento
en la actividad del epitelio glandular. Hacia el final de la fase secretora, las
glandulas mantienen poca actividad secretora y experimentan regresién e
involucion glandular. A partir del dia 22, se inicia el proceso de decidualizacion
del endometrio, incluyendo la diferenciacion de células estromales que
aumentan de tamano y adquieren una morfologia mas redondeada, con
nucleo vesicular bien definido, aparato de Golgi desarrollado y formacion
del Reticulo Endoplasmico. El proceso de decidualizacién también incluye
cambios en la vascularizaciéon endometrial, MEC y en la angiogénesis, con la
infiltracién de leucocitos especificos, principalmente monocitos y células NKu
(King A., 2000). Los fibroblastos del estroma endometrial son los encargados
de la remodelacion de la MEC. La MEC esta compuesta principalmente por

moléculas complejas glicosidadas como laminina, heparina, proteoglicanos
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sulfatados y colageno tipo IV (Ferenczy A., 1995). Tras la remodelacion
estructural que implic6 una modificacién en la morfologia del fibroblasto,
pasando de ser pequefio y redondeado a poligonal y de gran tamario, con
un nucleo de gran tamano y aumento en el desarrollo del aparato de Golgi
y reticulo endoplasmatico; las células estromales comienzan a sintetizar
y secretar prolactina (PRL) y la proteina de union del factor de crecimiento
similar a la insulina (IGFBP-1), que se caracterizan como los marcadores de la
decidualizacién (Wahlstrom T., 1984). Existen un grupo de nuevos marcadores
que regulan la decidualizacion que ademas parecen indispensables para la

implantacién e incluyen Bmp2, Wnt5 o el PTHR1 (Franco H., 2010)

Estrogeno y progesterona son los moduladores hormonales
dominantes del desarrollo endometrial. Tanto la capa funcional como la
basal expresan receptores para estrégenos y progesterona. La respuesta
es dependiente de: la cantidad de receptores expresados, la concentracion
de ambas hormonas y de su metabolismo (por ejemplo, la activacion de
enzimas que convierten estradiol en estrona) (Diedrich K., 2007). También
influye en la actividad hormonal el efecto de co-activadores y supresores
(Punyadeera C., 2003).

En el endometrio se expresan los receptores de estrégeno (RE)
tipo a (REa) y tipo B (REB), siendo REa el tipo de receptor dominante.
REa esta presente en las glandulas epiteliales y en el estroma de la capa
funcional. En humanos su presencia es maxima durante la fase proliferativa

y disminuye durante la fase secretora del ciclo (Kyrou D., 2009). El receptor
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epitelial RER también disminuye durante la fase secretora, no detectandose
en el estroma, pero es el Unico subtipo presente en el endotelio vascular
endometrial. La mayor presencia de los RE durante la fase proliferativa,
se explica debido a que los estrégenos inducen la proliferacion celular y la
angiogénesis para asegurar la nutricion del tejido en desarrollo (Critchley H.,
2001), a la vez que inhibe la accién de factores apoptéticos (Strowitzki T.,
2006). Simultaneamente ejerce un efecto indirecto, estimulando la expresion
de otros receptores esteroideos como el receptor de andrégenos (AR) en
el estroma (Slayden O., 2004) y el receptor de progesterona (RP), que es
crucial para la accion de esta durante la fase secretora. (Strowitzki T., 2006).

Los receptores para progesterona RP-A y RP-B se coexpresan
en células diana endometriales y estan también presentes en células
endoteliales. A pesar de que el RP-A es la isoforma predominante durante
todo el ciclo, sélo RP-B permanece en las células del epitelio glandular mas
alla de la mitad de la fase secretora (Mote P., 2000), sugiriendo que quizas
este sea el tipo de RP mas importante para desencadenar los cambios que
tienen lugar en las glandulas endometriales durante esta fase del ciclo.
Mediante sus receptores, la progesterona disminuye la proliferacién e
induce la diferenciacion tisular, caracteristica en el endometrio de humanos,

independientemente de si se produce embarazo o no.

En la regulacion de este proceso responde a los esteroides ovaricos,
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al propio embriéon y a algunos mecanismos autocrinos. Se define como
receptividad endometrial la habilidad del endometrio para aceptar y
acomodar un embridon, dando como resultado un embarazo evolutivo.

En este proceso, el ovocito fertilizado reside en la ampolla tubarica
durante aproximadamente 72 horas, después de las cuales, la mérula es
transportada hacia istmo uterino bajo la influencia de los esteroides ovaricos,
el sistema auténomo y el propio desarrollo del embrion. El blastocisto empieza
a expresar y transcribir aproximadamente 500 genes previamente inactivos.
Este blastocisto “activado” eclosiona liberdndose de la zona pelucida
aproximadamente 72 horas después de haber entrado en la cavidad y lo
consigue gracias a la presion hidrostatica y a enzimas proteoliticas liberadas
desde el blastocisto (por ejemplo: estripsina) y del endometrio (por ejemplo:
triptasa) que lisan la zona pelucida (O’ Sullivan C., 2004)

La implantacién comienza 6-7 dias después de la fecundacién y
ha sido clasificada en tres estadios: aposicién, adhesion y penetracion
(Enders A.C., 1967). En el momento de la aposicion, el polo embrionario del
blastocisto es orientado hacia el endometrio. EI endometrio bajo influencia de
la progesterona forma proyecciones de la membrana epitelial apical llamadas
pindpodos. Estos se adhieren a las células del trofoectodermo a través de
moléculas de adhesién como las E-Caderinas. Una vez completada la
adhesion del blastocisto al endometrio, comienza la invasion y el trofoblasto
penetra en el epitelio. Para el décimo dia post fecundacion, el blastocisto es
totalmente embebido en el estroma subepitelial y el epitelio uterino crece para
cubrir el sitio de implantacion (Benirschke K., 1991). Finalmente, se produce la
decidualizacion del endometrio, que es un proceso de diferenciacion bioquimica

y morfologica que favorece la invasion del tercio interno del miometrio y de
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la vascularizacién materna por el trofoblasto. Actualmente es controvertido el
papel de la inflamacién en la respuesta del endometrio durante la preparacion
para la implantacién. Parece que la inflamacién controlada es necesaria para
una correcta implantacién y una desregulacién de ese proceso puede llevar a

un utero no receptivo (Lédée N., 2011).

El embridn tiene la capacidad de inducir receptores CXCR1, CCR2,
CCR5 y CXCR4 para las quimoquinas, unos polipéptidos con capacidad de
atraccion para linfocitos los cuales liberan proteasas y otros mediadores que
facilitan la invasion embrionaria.

La leptina es un polipéptido de conocida importancia en la obesidad,
sin embargo recientemente se ha demostrado que la leptina y la forma larga
de su receptor estan regulados en las células endometriales por el embridn
humano en la fase de aposicion.

El blastocisto entra en la cavidad girando libremente y guiado por
las sefales de la L-selectina. Una Mucina, el MUC-1 repele el blastocisto y
previene su adhesion en areas con pobres cambios implantatorios (Surveyor
G.A., 1995). El papel de las activinas en la implantacion podria explicar el

fallo que se origina en el caso del embarazo ectépico (Refaat B., 2014)

Hay muchas sustancias que han sido estudiadas como mediadoras

del proceso de implantacion. Un conjunto de ellas se les hallamado moléculas
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de adhesion celular e incluyen: las integrinas, cadherinas, selectinas e
inmunoglobulinas.

Otras moléculas de adhesién (integrinas y cadherinas) unen
firmemente el blastocisto a los pindpodos para asegurar asi la implantacion.
Dentro de las integrinas la mas importante es la alfa V Beta 3. Su expresion
aberrante ha sido detectada en pacientes con esterilidad de origen
desconocido, pacientes con endometriosis, hidrosalpinx u ovario poliquistico.

Otros marcadores moleculares de la implantacién extensamente
estudiados incluyen las citoquinas, en particular el LIF, la IL-6 y la IL-1,

ademas de las prostaglandinas.

El periodo de maxima receptividad se denomina ventana de
implantacién y sucede entre los dias 7 a 10 después del pico de LH.
Durante este periodo ocurre la invasion del blastocisto en el endometrio.
Es el periodo de mayor receptividad endometrial, y comprende los dias
4-5 postovulatorios (dias 19-20 del ciclo menstrual), cuando los niveles de
progesterona alcanzan su maxima concentraciéon (Hodgen G.D., 1983).
(Laufer N., 1982) (Navot D., 1991).

La influencia que las distintas hormonas tienen sobre esta
receptividad endometrial, en especial la progesterona, transformando el
endometrio proliferativo, gracias a los estrogenos, en secretor, fue puesta de
manifiesto en 1929 cuando se asociaron por primera vez los bajos niveles
de progesterona y los abortos (Corner G.W., 2005), pasando a denominarse

fase lutea insuficiente en 1949 ( Jones G.S., 1949). Su evaluacién es
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actualmente realizada mediante la expresion génica del epitelio endometrial.
La posibilidad que esta ventana se desplace unos dias hace que se hable de
una ventana adelantada cuando comienza antes del 5to dia de exposicion
a la progesterona (LH/hCG +7) o retrasada cuando sucede después (Ruiz-

Alonso M., 2013)

Ademas de los estudios hormonales y ecograficos, la mayoria de
las investigaciones que estudiaban el endometrio hasta 1990 se basaban
en la biopsia de endometrio, datando el mismo y estudiando su morfologia
en las distintas fases del ciclo. Esto es importante a nivel clinico porque
permite valorar el estado hormonal, verificar la ovulacién e incluso estudiar
algunas causas de infertilidad. A través de un cuidadoso estudio de
muestras de biopsias endometriales en las distintas fases del ciclo, Noyes
et al.describieron las caracteristicas del endometrio secretor y su respuesta
a la progesterona. Estos criterios se describen en la siguiente grafica (Noyes

R.W., 1950).
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Figura 1. Criterios histolégicos, segun Noyes, 1950.
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Desde un punto de vista histologico, en la biopsia endometrial,
podemos valorar la ovulacién; para ello es necesario un endometrio
proliferado, por lo tanto, no es posible determinarla en los ultimos dias de
la menstruacién cuando solo esta presente el estrato basal, sino en la fase
secretora, observando la vacuolizacion basal de las células glandulares,
agotamiento secretor o cambios predeciduales. También podemos valorar

problemas funcionales, como la fase lutea insuficiente, que se caracteriza

por una funcién inadecuada del cuerpo luteo con una baja produccion de
progesterona. En este caso en la biopsia endometrial realizada postovulatoria
se apreciara un endometrio secretor que va por detras en sus caracteristicas

secretoras respecto a la fecha esperada (Casper R., 2011) (Lessey B., 2011).
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Figura 2. Descripcién histolégica endometrial durante el ciclo menstrual.
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Los cambios ciclicos del endometrio se describen extensamente con
microscopia éptica tras la inclusion en parafina con la tincion de hematoxilina-
eosina. Durante la fase lutea del ciclo natural pueden observarse cambios
morfologicos en el endometrio que dia a dia permiten su datacion. Estos
patrones obtenidos por Noyes, se consideran el patron de oro en la
evaluacién endometrial.

La utilidad de estos criterios ha sido muy cuestionada en diferentes
estudios en los que se observa una variabilidad intraobservador y ciclo
a ciclo del 60% (Murray M., 2004) y en otro estudio se demuestra que la
datacion endometrial no se relaciona con el estado de fertilidad, porque la
prevalencia de biopsias endometriales fuera de fase es similar cuando se
compararon 287 pacientes infértiles con 332 mujeres fértiles, incluso fue un
hallazgo mas frecuente en mujeres fértiles (endometrio fuera de fase >2 dias

42.2% en mujeres fértiles vs 32,7% en infértiles) (Coutifaris C. , 2004).

Mas recientemente, ha comenzado una nueva linea de investigacion
que trata de dilucidar las bases moleculares para todos estos cambios
endometriales en relaciéon a las distintas concentraciones hormonales y
fases del ciclo. Se trata de los microarrays que consisten en una superficie
sélida, donde hay miles de puntos (spots) que contienen sondas de acidos
nucleicos o anticuerpos adheridos que tienen afinidad por aquellos genes o
secuencias gendmicas de interés que queremos estudiar. Estos microarrays
son de diferentes tipos:

Microarrays de ADN, que se han disefiado para comparar patrones
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gendémicos, como los que permiten la hibridacion gendmica comparativa,
Utiles para evaluar tanto anomalias numéricas de los cromosomas como
duplicaciones, delecciones, etc de secuencias de ADN en las blastomeras
embrionarias, los microarrays de metilacién para evaluar modificaciones
epigenéticas y los microarrays de factores ChlP o de factores de transcripcién
que evaluan el papel de las interacciones de proteinas con el ADN.
Microarrays de ARN; los cuales exploran la transcripcion del genoma
en su ARN mensajero analizando cantidades distintas de ARN. Entre ellos
tenemos los microARN que estudian la regulacién de los mensajeros y los
protedmicos capaces de detectar un nimero considerable de proteinas en fases
receptivas y no receptivas del ciclo menstrual. Los microarrays de expresion se
han utilizado para tratar de determinar los genes que aumentan o disminuyen
su expresion durante la ventana de implantacién. El endometrio permitira la
implantacion embrionaria solo en condiciones éptimas y existe por tanto un
mecanismo receptor en el endometrio que regula la invasion embrionaria.
Existen cientos de genes identificados como potenciales marcadores.
La mayoria de estos estudios se realizan en muestras de biopsias
endometriales, una el segundo dia tras la ovulacion y otra en el séptimo dia.
Tenemos dos tipos de genes en el endometrio: aquellos cuya expresion esta
regulada por los niveles de estrégenos y aquellos en los que se encuentra

regulada por los niveles de progesterona.

Las fluctuaciones en los niveles de hormonas de origen ovarico son

criticas para el desarrollo y mantenimiento de un endometrio apto para la
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implantacién y desarrollo embrionario. Muchos estudios se basan en la
identificacion de los genes regulados por estrégenos mediante la medida
de su expresion a través de las distintas fases del ciclo menstrual o en
respuesta a la administracion de estrogenos exdgenos o antagonistas del
receptor estrogénico.

Los efectos de los estrégenos a nivel endometrial estan mediados
por el receptor de estrégenos (ER). Dicho receptor consta de 6 dominios,

siendo los mas importantes:

Figura 3. Receptor de estrégenos.
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-Dominio C: responsable del reconocimiento y unién de las secuencias de
ADN especificas de los genes objetivo.

-Dominio E: es el segmento de la proteina del receptor que se une
especificamente a los ligandos agonistas o antagonistas. Cuando se une
el ligando se produce una compactacién de la estructura del dominio que
determina la capacidad de reclutar co-activadores, proteinas que modulan

la actividad de transcripcion de los receptores.
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-Regidn AF-1yregion AF-2: relacionadas con la activacion de los mecanismos
de transcripcion.

Existen dos receptores de estrégenos, el ER a y el ERB codificados por
los genes Esr1 y Esr2, que tienen la capacidad de unirse a estrégenos y
regular genes similares. Se puede observar una homologia del 98% entre
el dominio C de ambos receptores, variando fundamentalmente en la region
N-terminal y en el dominio E.

Los estrogenos tienen propiedades lipofilicas, con lo que pueden
entrar en las células a través de la membrana celular e interaccionar con
el receptor. La transcripcion génica mediada por estos ER comienza con la
unién del agonista al receptor, modificando su conformacion y permitiendo
el reclutamiento de los coactivadores. (McKenna N.J., 2002). Estos co-
activadores son numerosos y diversos y actuan interaccionando con las
regiones AF-2 y AF-1 de los receptores nucleares activados por los agonistas.
Existen diferentes mecanismos por los cuales se producira la transcripcion
geénica. El mecanismo clasico consiste en que el complejo agonista-receptor
activado se une a genes nucleares que poseen regiones de ADN especificas
para ese receptor y que se unirdn al dominio C del mismo, comenzando
asi el proceso de transcripcion de dicho gen. Ofro mecanismo (tethered)
se basa en el reclutamiento de otros factores de transcripcién (SP1 vy
AP1) por parte del complejo agonista-receptor antes de unirse a los genes
especificos. Un tercer mecanismo, el denominado no gendémico, se produce
mediante la interaccion de los estrogenos con receptores extracelulares (en
la membrana celular), como la GPR30 que al unirse al estrégeno es capaz
de activar la quinasa MAP. La respuesta a los estrogenos mediante esta via

es muy rapida (minutos o segundos) pero aun queda mucho por estudiar.
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(Coleman K.M., 2001) (Levin E.R., 2005). Conocemos otras moléculas como
factores de crecimiento que pueden iniciar cascadas de senales a través de
la membrana celular y activar la quinasa MAP (MAPK) o la quinasa PI3,
las cuales pueden regular el receptor o actuar sobre sus coactivadores, o
directamente sobre otros factores de transcripcion independientes del ER
que actuaran a su vez sobre sus genes objetivo transcribiéndolos. Este

mecanismo se denomina cross-talk. (Li X.T., 2003).

Figura 4. Mecanismos de activacion del receptor de estrégenos.
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Para poder llevar a cabo estas investigaciones que permiten la
identificacion de los genes uterinos regulados por estrégenos, es habitual
recurrir al uso de modelos animales. Hay que tener en cuenta que en un
medio regulado ciclicamente por hormonas es dificil discernir los efectos
especificos debidos a la accion de cada hormona. Uno de los modelos
que se han usado son las hembras de roedores ooforectomizadas. A estos

animales se les administraron agonistas de los ER, pudiendo asi describir
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los efectos de los mismos a nivel uterino en dos fases. En una primera fase
se aprecié la transcripcion de “genes tempranos” como el Fos, y en una
segunda fase, 16-24 horas después, se observo la transcripcién de “genes
tardios” como la lactoferrina. (Boettger-Tong H.L., 1995) (Kraus W.L., 1993)
(Clark J.H.,1979).

Otro modelo utilizado son los ratones con carencias de receptores de
estrogenos y progesterona o que expresan formas mutadas del ER. Fueron
disenados genéticamente para este tipo de estudios. (Couse J.F., 1999)
(Lydon J.P., 1995) (Jakacka M., 2002). También hay modelos en animales
domésticos como las vacas, ovejas y cerdos hembra, pero su manipulacion
es muy dificultosa debido a su peso y tamafo (Spencer T.E., 1995). Los
modelos mas compatibles con el humano son los babuinos y otras especies
de monos (Fazleabas A.T., 2006) (Dwivedi A., 1999).

Los estudios en endometrio humano utilizan como ya deciamos
muestras obtenidas mediante biopsia endometrial o histerectomias (Mirkin
S., 2005) (Yanaihara A., 2005).

A partir de estos modelos la tecnologia basada en los microarrays
de ADN ha identificado miles de genes uterinos regulados por estrogenos.
Una vez identificados los genes, resta entender como los distintos patrones
genodmicos de expresion pueden dar lugar a las diferentes respuestas
biolégicas. Esto se lleva a cabo mediante paquetes de software que permiten
comparar y analizar las bases de datos de microarrays. Otra aproximacion
seria el analisis matematico de las secuencias génicas y los factores de
transcripciéon (Kamalakaran S., 2005) (Bourdeau V., 2004). Una nueva
tecnologia desarrollada es la inmunoprecipitacion de cromatina combinada

con los microarrays, también llamada “chip on chip”’, que muestra la
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transcripcion proteica para cada secuencia génica y ayuda a identificar las
respuestas especificas que son un resultado directo de la actividad del ER
y diferenciarlas de las respuestas secundarias debidas a otros factores de

transcripcion (Jin V.X., 2004) (DeNardo D.G., 2005).

La progesterona es la principal hormona reguladora de todos los
procesos reproductivos implicados tanto en el establecimiento como en
el mantenimiento del embarazo. Entre sus funciones se encuentran la
regulacién de la receptividad endometrial para permitir la implantacion
embrionaria y controlar la proliferacion celular epitelial y estromal.

Esta actividad de la progesterona esta mediada por su receptor
(PGR), que es un factor de transcripcién nuclear. Este receptor consta de 3
dominios fundamentales:

-Dominio de union a secuencias de ADN: determina qué secuencias de ADN
reconocera el receptor.

-Dominio de unién al ligando: confiere especificidad al receptor y regula su
actividad de transcripcion.

-Dominio de activacion (AF).

El receptor de la progesterona esta codificado por un gen pero existen

diversas isoformas: PRA, PRB y PRC (Tsai M.J., 1994).
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Figura 5. Receptor de progesterona.
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Figura 6. Mecanismos de activacion del receptor de progesterona.
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Estos receptores pueden ser activados por varios mecanismos, al igual que
los receptores estrogénicos que ya hemos descrito:

-Mecanismo tradicional dependiente del ligando: se basa en la union de la
progesterona al dominio especifico del receptor. En ausencia de progesterona
los receptores se encuentran inactivos en el citoplasma celular unidos a
proteinas chaperonas. Cuando se produce la unién de la progesterona, el
PGR se fosforila, se libera de las proteinas, y se traslada al nucleo donde se
producira la transcripcion.

-Mecanismo independiente del ligando: se basa en la fosforilacion del
receptor a través de quinasas activadas por una cascada de sefiales tras
la activacién de receptores de membrana por diferentes factores como el
cAMP, la dopamina y la Cdk2 (Power R.F., 1992).

El mecanismo de accion es en ambos casos una fosforilacion del
receptor que produce cambios en la conformacion del mismo que permite la
unién a los elementos de respuesta a la progesterona (PREs) para estimular
la expresion de los genes objetivo. Una vez que el PGR se une al PRE, el
receptor activado interacciona con los coactivadores que uniran el PGR a la
maquinaria de transcripcion. Ademas, estos coactivadores reclutan enzimas
necesarias para la correcta expresion génica, como la CBP/p300, pCAF,
p160s, ATP-coupled chromatin-remodeling SWI-SNF complex, CARM1,
PRMT-1/2, E6-AP y Rsp5. Los primeros en ser conocidos fueron los
coactivadores de la familia del receptor esteroideo (SRC1, SRC2 y SRC3).
(Smith C.L., 2004).

También existen correpresores como N-CoR y SMRT.
Todos estos cofactores se expresan en el endometrio y miometrio. En

el miometrio los niveles son constantes, mientras que en el endometrio sufren
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cambios ciclicos el SRC-1, N-CoR y SRC-3. Los niveles de p300 y CBP se
mantienen relativamente constantes. En el embarazo a término la disminucion
de los coactivadores puede desencadenar el parto por la disminucion de la
capacidad de los PGRs de mantener la relajacion uterina (Shiozawa T., 2003)
(Arnett-Mansfield R.L., 2001). La expresion del PGR en el endometrio humano
estaregulada porestrégenos y progesterona. En lafase proliferativa endometrial
el utero esta bajo la influencia de los estrogenos y se produce una proliferacion
de las células epiteliales y estromales. En este momento podemos ver muchos
PGRs en el nucleo de estas células. En la fase secretora el endometrio esta
sobre todo bajo el influjo de la progesterona que provoca los cambios secretores.
Las glandulas incrementan su tortuosidad y se acumulan sustancias en las
células epiteliales glandulares. También aumentan los depdsitos de lipidos y
glucégeno en el citoplasma de las células estromales. La cantidad de PGRs
presentes en el epitelio glandular y luminal decrece progresivamente. No asi
en las células estromales y miometriales que continian expresando niveles
elevados de estos receptores, y que iran decreciendo a medida que avanza
la fase secretora. La menstruacion se produce por un rapido descenso de
los niveles de estrogenos y progestagenos, fundamentalmente estos ultimos,
seguido por una involucion endometrial. La funcién de estos PGRs es muy
importante ya que determinan los cambios secretores endometriales que son
necesarios para la implantacion embrionaria y también en la prevencion de
las contracciones uterinas para evitar los abortos espontaneos por esta causa
(Garcia E., 1988) (Press M.F., 1988) (Condon J.C., 2006).

Al igual que en el caso de los estrogenos, para poder identificar
los genes uterinos cuya funcion es dependiente de la progesterona, se ha

recurrido a las investigaciones en modelos animales:
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-Modelos con ablacion génica del PGR: llevados a cabo en ratones, producen
anormalidades reproductivas, problemas ovulatorios, mala respuesta
decidual asociada a fallo de implantacion y defectos del desarrollo glandular
en las mamas. En el ratén, el PRA es el mayor mediador de los efectos de
la PG en el utero. ElI PRB regula la proliferacién de las células epiteliales
endometriales. Son las dos isoformas predominantes tanto en el utero como
en las glandulas mamarias (Lydon J.P., 1995).

-Modelos indicadores de la actividad del PGR: en ratones. Para determinar
la relacion entre el PGR vy los coactivadores SRCs. Fue desarrollado el
sistema de Progesterone Receptor Activity Indicator (PRAI) que monitoriza la
transcripcion del PGR. Consiste en una modificacioén artificial del cromosoma
de una bacteria clonado que contiene un locus de PGR (BAC) donde se
sustituye el dominio de unién al ADN por una proteina fluorescente (hrGFP),
cuya expresiéon en el utero indica actividad del PGR. Se ha demostrado
que el SRC-1 modula la actividad del PGR en el utero, en respuesta a los
estrogenos y la progesterona el SCR-1 activa el PGR en células del estroma
y del miometrio. Tras un tratamiento crénico con progesterona el SRC-1
disminuira la expresién del PGR.

-Modelos con eliminacion del desarrollo glandular uterino: en ovejas. Se
basa en la ooforectomia de ovejas recién nacidas a las cuales se les coloca
un implante de 19-norprogestin. Dado que la sefial para el desarrollo de las
glandulas uterinas es la retirada de la progesterona del ambiente prenatal,
en estas ovejas la retirada no se produce y las glandulas no se desarrollan.
Este modelo es util en la identificacion de genes expresados en el epitelio
endometrial (Bartol F.F., 1988) (Gray C.A., 2002).

-Modelos con ablacién de los coactivadores: en ratones. Ratones homocigotos
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con ablacién del SRC-1 son fértiles y viables. Se produce un aumento en la
expresion del SRC-2 que compensa parcialmente el defecto, aunque existe un
cierto grado de resistencia a la progesterona en los tejidos, siendo deficiente
la respuesta decidual. SRC-2 es necesario durante el embarazo. Cuando
las hembras no poseen expresion del SRC-2 puede producirse la reacciéon
decidual y la implantacion, pero el tamafio de la camada es drasticamente
reducido. Se produce una hipoplasia placentaria con disminucién del nimero
de trabéculas trofoblasticas y capilares (Gehin M., 2002).
-Modelo FKBP52: en ratones. En ausencia de progesterona el PGR
se encuentra inactivo unido a chaperonas en el citoplasma, una de las
cuales es la FKBP52. Esta proteina es capaz de potenciar la actividad de
transcripcién del PGR. Durante la fase de implantacién esta proteina esta
localizada en las células del estroma decidualizado alrededor de la zona
de implantacion. Las hembras de ratones sin esta proteina son infértiles,
presentando siempre un fallo de implantacién debido a una reduccién en la
actividad de transcripcion del PGR y a la no expresion de los genes objetivo
(Barent R.L., 1998) (Tranguch S., 2005).
-Modelos con ablacion de las quinasas Src: en ratones. EI PGR puede activarse
directamente en el citoplasma por la interaccién con quinasas Src. Estas quinasas
estan relacionadas con procesos de proliferacion, diferenciacion y angiogénesis
relacionados con la decidualizacién, encontrandose estas proteinas en la
decidua en estudios inmunohistoquimicos. Las hembras que no poseen estas
proteinas no tienen respuesta decidual, siendo su actividad indispensable para
una correcta decidualizacion (Thomas S.M., 1997) (Shimizu A., 2005).

Aligual que en el caso de los estrégenos, latecnologia con microarrays

ha mejorado la capacidad para identificar genes regulados por PGR en el
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utero. Algunos de estos genes son el Areg, Hdc, Hoxa-10 y 11, calcitonina,
calbindin-D9K, Indian hedgehog, HIF1Ay genes de respuesta inmune.

Hay muchos estudios basados en los microarrays que intentan
identificar estos genes. Uno de los primeros (Yoshioka K., 2000) traté de
identificar la regulacion génica del periodo de preimplantacion (dia 3) y
postimplantacion. Se vio que la expresion de 192 genes se incrementaba y la
de 207 genes decrecia en el paso de un periodo a otro. En otro estudio (Reese
J., 2001) se investigo la expresion génica durante el periodo de implantacion,
pero a un grupo se le administrd tratamiento con progesterona exdgena y
a otro tratamiento con estrégenos exdgenos retrasando la implantacion. Se
traté de identificar qué genes se expresaban concretamente en el periodo
de implantacion y bajo control hormonal. Se encontraron 27 genes que se
expresaban en ambos grupos durante este periodo. Cheon et al. (Cheon Y.P,,
2002) plantearon un estudio basado en la administracion del antiprogestageno
RU486 en hembras de raton gestantes en dia 2 y valorando los cambios 24
horas después. En este momento los PGRs estan aumentados en todos los
compartimentos y con la retirada de la progesterona se identificaron 148 genes
posiblemente regulados por el PGR. Jeong et al. (Jeong J.W., 2005) estudiaron
hembras de ratones ooforectomizadas mediante arrays de oligonucleotidos.
Estas hembras fueron tratadas con 1 mg de progesterona cada 12 horas y
el estudio se dividié entre las que fueron sacrificadas 4 horas tras la primera
inyeccion o tras cuatro dosis (40 horas). A las 4 horas 139 genes aumentaron
su expresion por efecto de la progesteronay PGRy 96 genes la disminuyeron.
Tras un tratamiento cronico con progesterona se observé una disminucion en
la expresion de estos genes. Kao et al. (Kao L.C., 2002) estudiaron en células

de endometrio humano de muestras de biopsia mediante microarrays de
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oligonucledtidos genes que se expresan durante la ventana de implantacién
(dias 20-24 del ciclo). Comprobaron el aumento en la expresioén de 156 genes
y la disminucién en 377 genes. Son muchos los genes que se han identificado

mediante estos estudios como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 1. Genes implicados en la receptividad endometrial.

Ciclo
Nombre del Gen HOC DIU
Natural
Glutathione peroxidase 3 +25.87 -11.81 -13,4
Placental protein 14 +81.61 -9.83 -10.18
FXYD domain containing ion transport regulator 2 +4.07 -4.53 -9,43
Dipeptidylpeptidase 4 +31.37 -37.14 -8.47
Leukemia inhibitory factor +36.62 -23.02 -4.57
Insulin-like growth factor binding protein 3 +4.00 -4.26 -3.76
Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha +8.03 -3.03 -3.52
Hyaluronan binding protein 2 +5.90 -6.41 -3,42
Endothelin receptor type B +8.21 -3.20 -3.41
Leiomodin 1 +29.73 -4.08 -3.10
ICalponin 1, basic, smooth muscle +10.31 -9.26 -2.86
Clusterin +28.78 -7.13 -2.79
Transgelin +8.38 -3.72 -2.73
ICytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 9 +2.48 -4.66 -2,49
Inositol -1 —monophosphatase 2 E5128 -5.88 -2.23
ICalpain 6 -4.58 +10.32 +11.20
Tissue factor pathway inhibitor 2 -3.52 +5.42 +7.32
Mitogen-activated protein kinase kinase 6 -4.87 +8.65 +6.57
ICatenin , alpha 2 -8.44 +7.32 +6.40
[Sorbitol dehydrogenase -2.42 +11.56 +5,87
Major histocompatibility complex, class Il, DO beta -16.48 +12.23 +4.93
Branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide -3.33 +10.32 +4.06
IAldehyde dehydrogenase 3 family, member B2 -3.12 +4.28 +3.52
NDRG family member 2 -5.98 +5.90 +3.35
Folate receptor 1 -10.49 +9.30 +2.53

HOC: hiperestimulacion ovarica controlada. DIU: Dispositivo intrauterino.
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En esta tabla se presenta la relacion de genes que durante un ciclo
natural se expresan en la ventana de implantacién y cédmo se modifican
durante el uso del DIU (que actua como cuerpo extrafio en el interior de la
cavidad endometrial) y durante la hiperestimulacion ovarica controlada (HOC).
Otros genes relevantes incluyen:

-Calcium-binding proteins (CaBP-d28k): se detecta en todos los estadios
del ciclo menstrual, fundamentalmente en el epitelio luminal y glandular, con
baja expresion en el estroma. El momento de maxima expresién es en la
fase media secretora cuando el endometrio es receptivo a la implantacién
(Luu K.C., 2004).

-CCAAT/enhancer-binding protein B (C/EBPB): durante la fase proliferativa
del ciclo se expresa en el epitelio y en ocasiones en el estroma. Regula la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis celular.

-Homeobox (Hox) genes: HoxA10 y 11 se expresan en el epitelio glandular y
el estroma endometrial durante todo el ciclo incrementandose su expresion
durante la fase lutea media y tardia. En pacientes con endometriosis o
miomas no se visualiza este incremento (Taylor H.S., 1998) (Taylor H.S.,
1999) (Cermik D., 2002).

-Colony-stimulating factor | (CSF-1): se expresa también durante todo el ciclo
menstrual, pero aumenta en la fase proliferativa. Se expresa también en la
decidua de mujeres gestantes. Una expresion anormal del CSF-1 durante
el embarazo se asocia a infertilidad y abortos espontaneos recurrentes
(Katano K., 1997).

-Vascular endotelial growth factor (VEGF-A): se expresa a través de todo
el ciclo menstrual, siendo su expresion maxima en el epitelio glandular en

la fase lutea. En el estroma endometrial la estimulacion por estrégenos y
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progestagenos induce la expresion del VEGF. Segun el estudio de Kao et
al. sus niveles disminuyen durante el periodo de implantacion (Torry D.S.,
1996) (Shifren J.L., 1996) (Ancelin M., 2002).

-Mucin | (Muc1): los niveles de Muc1 se han relacionado directamente con la
fertilidad en el Utero humano y su expresién esta directamente regulada por la
progesterona. Mujeres con abortos de repeticion presentan niveles disminuidos
de Muc1 durante la fase litea y el periodo de implantacién (Hey N.A., 1995).
-Inmune response gene | (IRG1): se expresa en el epitelio luminal solo
durante el embarazo y durante la implantacion. Su expresion esta regulada
por progesterona y estrégenos.

-Indian hedgehog (Ihh): su expresion es en el epitelio e inducida por la
progesterona. Es un mediador esencial en la accion del PGR regulando la
ventana de implantacion. Su ablacion produce infertilidad absoluta con un
endometrio refractario a la implantacion embrionaria, con pérdida de los cambios
proliferativos en el estroma, angiogénesis y respuesta decidual (Lee K., 2006).
Esta claro que tanto los efectos de los estrégenos como de la progesterona son
criticos para un buen éxito reproductivo. Los efectos de estas dos hormonas
pueden estudiarse mediante modelos animales o en muestras de endometrio
humano. Estos estudios con microarrays, en combinacion con otras tecnologias
emergentes, permitirdn en el futuro comprender los mecanismos de regulacion
génicay laidentificacion de componentes criticos de la biologia uterina. Utilizando
por ejemplo, la tecnologia chip on chip en un futuro se podra conocer qué genes
especificos del ER o PGR son directamente estimulados por ellos y cuales son
los cambios secundarios que su transcripcion produce en los tejidos. Se aspira a
identificar qué genes se expresan en cada tipo celular uterino (epitelio glandular

y luminal, miometrio, células vasculares y del sistema inmune).
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INTRODUCCION GENERAL

Una vez se tiene identificado en una muestra de tejido los genes que
se regulan al alza o a la baja comparado un patréon normal (por ejemplo,
en este caso un patron endometrial receptivo), es posible agruparlos para
ver su comportamiento en diferentes momentos (por ejemplo LH +2 vs LH
+7) mediante PCA (Clustering). Igualmente, se puede realizar el analisis
funcional buscando la activacion o inactivacion de funciones bioldgicas
o vias metabdlicas, para ello se utiliza la base de datos para anotacion,
visualizacién y descubrimiento integrado (DAVID) (Dennis G.. 2003), Esta
herramienta identifica bloques de genes relacionados funcionalmente segun
diferentes criterios como la ontologia genética o las vias KEEG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes).

Los procesos biologicos que suceden durante el ciclo menstrual
incluyen proliferacién celular, descamacioén celular, sintesis de ADN,

inhibicion de la mitosis, respuesta al stress, etc. y estan resumidos en la

siguiente grafica.

Figura 7. Procesos biolégicos durante el ciclo menstrual.
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Hay descrita una herramienta para determinar el estado de receptividad
endometrial basado en la sefal transcriptomica que incluye 238 genes
seleccionados mediante microarrays, de los cuales se definio la sefial
transcriptomica en 134 genes. Esta herramienta alcanza una especificidad
de 0,8857 y una sensibilidad de 0.99758 para la datacién endometrial,
constituyendo un potencial biomarcador de receptividad endometrial (Diaz-

Gimeno P., 2011).

El endometrio presenta un aspecto ecografico diferente durante las
distintas etapas del ciclo ovulatorio. Dichos cambios ultrasonograficos se
correlacionan con los cambios histolégicos madurativos y nos sirven para
identificar la etapa del ciclo menstrual asi como para identificar aquellos
casos de desarrollo endometrial inadecuado.

La medicion ecografica del grosor endometrial correlaciona bien con
su grosor anatomico (Fleischer A.C., 1986). El grosor endometrial parece
relacionarse con la posibilidad de gestacion durante los tratamientos de
reproduccion asistida, como se demuestra en un estudio de 1294 ciclos de
FIV. La tasa de gestacién aumenté gradualmente con el aumento del grosor
endometrial e incluso se ha descrito una menor tendencia a la tasa de aborto

en estas pacientes (Richter K.S., 2007).

Unodelos efectos de la estimulacion ovarica controlada es el incremento

de los esteroides ovaricos los cuales afectan el endometrio. Los estudios
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comparando el endometrio de ciclos de fecundacion in Vitro (FIV) con ciclos
naturales han demostrado cambios secretores prematuros en la fase post-
ovulatoria y lutea media en los ciclos de estimulacion para FIV. La estimulacién
ovarica controlada pretende desarrollar multiples foliculos en medio de un
ambiente endocrino caracterizado por un progresivo incremento de niveles
suprafisiolégicos de estradiol y unos niveles controlados de gonadotropinas.
Aunque el érgano diana de la estimulacion es el ovario, el efecto del ambiente
esteroideo alterado ha sido motivo de preocupacion en diferentes estudios
(Chen Q., 2007) los cuales advierten que la estimulacién ovarica produce una
maduracion endometrial prematura (MEP) (Kolibianakis E., 2002a).

Los estudios histoldgicos del endometrio que ya tienen mas de 60
afos no tienen aplicacion clinica actual. Sin embargo, pueden ser utiles en
la investigacién basica. Las biopsias de endometrio tomadas en ciclos de
estimulacion con analogos de la GnRH han demostrado cambios secretores
tempranos incluso antes de la elevacion precoz de la progesterona sérica.

Los estudios del endometrio en los ciclos de transferencia embrionaria
han demostrado un efecto deletéreo de un adelanto en la maduracion
endometrial en la fase periovulatoria, de tal forma que si ese adelanto es
mayor de 3 dias no se consigue ningun embarazo en ese ciclo (Kolibianakis
E., 2002a). Un estudio de la expresion génica del endometrio en protocolos
de agonistas de GnRH comparado con antagonistas demuestra que los

antagonistas presentan un patrén mas similar al ciclo natural (Haouzi D., 2010).

La MEP ha sido definida tradicionalmente como un adelanto de
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al menos dos dias en los cambios histologicos del endometrio segun
los criterios de Noyes, en relacion con los datos cronolégicos del ciclo
endometrial (Noyes R., 1950). Este adelanto de la madurez endometrial
tiene repercusiones negativas en las posibilidades de embarazo como se
ha demostrado recientemente. En un estudio de 55 pacientes estimuladas
con FSH recombinante, se les tomd una biopsia de endometrio el dia de
la recuperacion de los ovocitos. El adelanto en la madurez endometrial
fue un hallazgo universal y no se consiguid ninguna gestacion en las 6
pacientes que tuvieron mas de tres dias de adelanto en la MEP (Kolibianakis
E., 2002a). Esa maduracion endometrial en el momento de la captacion
ovocitaria parece estar relacionada con los niveles elevados de la LH y con
la duracién del periodo de estimulacion con FSH antes de empezar con el
antagonista de la GnRH (Kolibianakis E., 2004).

Los cambios de maduracion endometrial son inducidos por la
progesterona después de unafase de preparacion bajo efecto de los estrogenos.
La MEP podria estar asociada con el efecto de la progesterona sobre el
endometrio pero no necesariamente con elevacion sérica de sus niveles.
Puede haber un aumento de los receptores de progesterona inducidos por los
estroégenos que explique el efecto negativo de la estimulacién ovarica sin que
haya una “luteinizacion precoz” sérica. La diferencia entre los niveles séricos de
progesterona y su efecto a nivel endometrial permanece como un enigma.

Esta MEP esta asociada a una baja tasa de implantacién (Kolibianakis
E., 2002), sin embargo, el efecto negativo de la estimulacion ovarica sobre
el endometrio no esta totalmente demostrado y el mecanismo exacto
que produce la MEP, tampoco esta claramente definido. Los estudios de

anatomia patolégica del endometrio han demostrado que la estimulacién
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ovarica controlada puede resultar en un desarrollo endometrial avanzado,
especialmente en el compartimento estromal y puede estar asociado con
una disincronia glandulo-estromal (Acosta A., 2000).

Un estudio de 20 pacientes demuestra que una elevacién de los niveles
de progesterona durante la fase folicular induce una aceleracién de cambios
secretores en el endometrio (MEP) en el momento de la recuperacion de los
ovocitos y no se consigue embarazo cuando la diferencia cronolédgica supera
los tres dias de maduracion (Ubaldi F., 1997). En este mismo estudio se
describe que no existe correlacién entre los dias de exposicion a la elevacién
de la progesterona y el grado de MEP. Un estudio de 22 pacientes normales
estimuladas con HMG pero en quienes la transferencia embrionaria no se
realizd, se les practicd una biopsia de endometrio y se describié que en 11
de ellas habia un patron endometrial avanzado, algo que en transferencias
embrionarias en dia 2-3 puede ser beneficioso para el momento de la llegada
del embrion a la cavidad endometrial (Garcia J., 1984).

Ademas de la tradicional forma de medir de los cambios histoldgicos,
recientemente contamos con la nueva tecnologia de los microarrays
que permite el estudio génico del endometrio y determinar no solo si el
endometrio es receptivo al embrion durante el periodo de la ventana de
implantacién (Haouzi D., 2009) (Horcajadas J., 2007) sino también es
una herramienta util como marcador del efecto endometrial de diferentes
protocolos de estimulacion ovarica (Martinez-Conejero J.A., 2007). La MEP
en ciclos estimulados con el uso de los antagonistas de la GnRH (GnRH-ant)
se correlaciona con una expresion génica alterada como qued6 demostrado
en un estudio de 11 pacientes a quienes se les practicé una biopsia de

endometrio el dia de la extraccion de los ovocitos, confirmando un adelanto
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histoléogico de D+2 a D+4 (Van Vaerenbergh |., 2009). La MEP puede
suceder en la fase proliferativa con la aparicién de cambios secretores con
un anticipo de maduracion entre dos y cuatro dias (Lass A., 1998) o en la
fase lutea media con un anticipo de la maduracién endometrial manifiesto
por una disincronia glandulo-estromal (Basir G., 2001).

El paso de un endometrio de fase pre- receptiva a receptiva podria
interpretarse como una maduracidn endometrial prematura alrededor del
momento de la implantacion. Muchos estudios han evaluado el efecto
de la estimulacion o de la induccion de la ovulacion sobre el endometrio
demostrando un paso de estado pre-receptivo a receptivo bajo efecto de la

estimulacion ovarica (Bermejo A., 2014).

Los GnRH-ant son farmacos destinados a evitar la liberacion de la LH
en respuesta a los niveles elevados de estradiol que normalmente se alcanzan
cuando el foliculo dominante llega a 14 mm de diametro medio (Younis J.,
2010), lo que normalmente se corresponde con una concentracion sérica de
estradiol de 800 pg/mL. Sin embargo, los GnRH- ant pueden utilizarse desde
el inicio de la estimulacion ovarica sin afectar los resultados y garantizan bajos
niveles endoégenos de LH a partir de las 48 horas desde la aplicacion de la
primera dosis (Kolibianakis E., 2003) (Broekmans F., 2014).

Los GnRH-ant causan una inmediata y rapida supresion de las
gonadotropinas por una ocupacién competitiva de los receptores de la GnRH y

son administrados en la fase folicular media para evitar la liberacion prematura
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de LH (Kolibianakis E., 2005). Los estudios comparando el uso de agonistas con
los GnRH- ant han demostrado que con el uso de estos ultimos se consumen
menos gonadotropinas, la estimulacion ovarica es mas corta, aunque no se ha
demostrado que mejore las tasas de gestacion (Fluker M., 2001).
Actualmente su mayor beneficio es la aplicacién en mujeres con riesgo
de sindrome de hiperestimulacién ovarica en las cuales se puede inducir la
maduracion final de los ovocitos con un agonista de la GnRH con la practica

abolicion de este sindrome (Mufioz E., 2012a).

La estimulacion ovarica puede realizarse con o sin LH (Filicori M.,
1999, 2002), sin embargo, no esta claro en qué casos debe usarse el
suplemento con la LH durante la estimulacion. (Alviggi C., 2006) (Kilani
Z., 2003). Una reciente revision intenta asociar el uso de la LH durante la
estimulacion ovarica en funcién de los niveles endégenos de esta hormona
en estado basal (Munoz E., 2012). La LH es la principal hormona responsable
del cambio de las células de la granulosa hacia la “luteinizacion”; un
cambio morfolégico y funcional que determina el inicio de la produccion de
progesterona en el foliculo.

La LH como suplemento de la FSH en la estimulacion ovarica
para hiperestimulacion ovarica controlada se considera que beneficia a
mujeres mayores de 35 afios (Hill M., 2012). Ademas, parece inducir una
mayor sincronia en el desarrollo folicular con atresia de los foliculos de
menor tamafo y una mejoria en la calidad de los ovocitos procedentes

de los foliculos de mayor tamano (Filicori M., 2002). Finalmente, parece
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util en mujeres con baja respuesta a la estimulacion ovarica (Alviggi
C., 2006). La dosis de LH que parece suficiente para conseguir efecto
de estimulacién es de 75 Ul/d. (Bosch E., 2011). Se ha demostrado que
solo es necesario ocupar el 1% de los receptores de LH para conseguir

una adecuada esteroidogénesis para la reproduccion (Chappel S., 1991).

Se define como la elevacion de los niveles séricos de progesterona
antes de la aplicacién del hCG (Legro R., 1993), sin embargo, su definicién
puede ser mal interpretada porque en muchas ocasiones no se acompafa
de una elevacion de la LH. Incluso, puede no ser debida a una produccién
aumentada de progesterona por parte de la células de la granulosa, sino que
puede verse con una produccion normal por cada foliculo, pero en presencia
de muchos foliculos llevar a una luteinizacién precoz (Venetis C.A., 2007).

La luteinizacién precoz definida como un incremento > o igual a 1,3
ng/mL de los niveles de progesterona sérica antes de la aplicacion de lahCG
se asocia con baja implantacion, sin que se afecten las tasas de fecundacion
o de divisién embrionaria (Bosch E., 2003) y su incidencia varia entre el 5 y
el 30% (Edelstein M., 1990) (Schoolcraft W., 1991) (Givens C., 1994) (Ubaldi
F., 1995). Los niveles de LH durante la estimulacién no se han correlacionado
con la luteinizacion precoz (Melo M., 2006). De forma natural o durante la
estimulacion ovarica, la progesterona no deberia aparecer durante la fase
folicular y sus niveles séricos deberian permanecer bajos. Sin embargo, en
algunas mujeres la progesterona se eleva de forma prematura tanto en ciclos
naturales (Kolibianakis E., 2003a) como durante la estimulaciéon ovarica

(Bosch E., 2010). El efecto negativo que ejerce la luteinizacion precoz
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sobre el resultado del ciclo de reproduccion asistida es fundamentalmente
derivado de la accién de la progesterona sobre el endometrio, como ha sido
demostrado en estudios con donantes de ovocitos (Melo M., 2006) o en
pacientes sometidas a FIV (Bosch E., 2010), pues el comportamiento de los
ovocitos y embriones derivados es similar a pacientes controles (Martinez F.,
2004). En un estudio en donantes de ovocitos se demuestra que los niveles
elevados de progesterona en la fase folicular tardia inducen alteraciones
significativas en el perfil de expresion génica del endometrio confirmando
la teoria del impacto negativo de esta elevacion precoz de la progesterona

sobre el endometrio (Labarta E., 2012).

La relacién entre la elevacion prematura de la progesterona durante la
fase folicular y la MEP en el momento de la extraccion ovocitaria no siempre

existe. Hay casos de MEP sin elevacién de la progesterona (Ubaldi F., 1997).

Muy recientemente, el temor a que el endometrio se haga refractario
a la implantacion durante la estimulacién ovarica ha cambiado la practica
clinica hasta el punto de plantear, mejores resultados de transferencias
embrionarias en ciclos sustituidos con embriones congelados, comparados
con ciclos estimulados y transferencia de embriones en fresco. En ese
mismo sentido, se ha descrito una mayor tasa de embarazo ectdpico en
ciclos bajo efecto de la estimulacion ovarica comparada con transferencias
de embriones en ciclos sustituidos (Shapiro B., 2012).

Por lo tanto parece interesante analizar si la estimulaciéon con LH,
los niveles de progesterona durante la fase folicular o incluso los niveles

endogenos de LH previos a la estimulacién tienen alguna relacion con la MEP.
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JUSTIFICACION







JUSTIFICACION

El endometrio durante la estimulacion ovarica sufre los efectos de los
niveles elevados de esteroides ovaricos, asi como el posible efecto directo
de las propias gonadotropinas o de los analogos de la GnRH. Todo esto se
ha traducido en una MEP que puede disminuir la tasa de implantacion y
explicar fracasos en técnicas de reproduccion asistida que de otra forma no
se podrian explicar. Esa maduracién endometrial ha sido tradicionalmente
asociada a la elevacion prematura de la progesterona, sin embargo no parece
necesaria la elevaciéon previa de esta hormona para que esta suceda. El
mecanismo por el que se desencadena el incremento de los niveles séricos
de progesterona, esta relacionado con una liberacién prematura de la LH
(Luteinizacién precoz), antes de la aplicacion del hCG. Por lo tanto, el papel
que la adicion de LH exégena a la estimulacion ovarica pueda tener en este
proceso es de capital importancia y sin embargo, hasta el momento no ha
sido estudiado.

El presente estudio pretende evaluar el efecto de la estimulacion
ovarica con y sin LH sobre el endometrio mediante la histologia basica y la
tecnologia de microarrays especialmente dirigido a establecer la frecuencia
de la MEP y la expresion génica endometrial asi como su analisis genémico

funcional.
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OBJETIVOS







Comparar la presencia de maduracion endometrial prematura y
los patrones de expresidn génica endometrial entre dos protocolos de

estimulacion ovarica con y sin LH.

- Bloquear los niveles endégenos de LH en la donante de ovocitos
antes y durante toda la estimulacion ovarica.

- Bloquear el funcionamiento ovarico del ciclo previo a la
estimulacioén con el uso de anticonceptivos orales.

- Determinar los niveles séricos de estradiol, progesterona,
testosterona y LH antes de empezar la estimulacién ovarica y
cada dos dias durante la misma.

- Utilizar el GnRH-ant desde el primer dia de estimulacion ovarica
para garantizar la ausencia de LH endégena.

- Aplicar a una misma donante dos tipos de estimulacion con y sin
LH con la misma dosis de FSH recombinante.

- Tomar dos biopsias de endometrio en una misma donante los
dias hCG +2 y hCG + 7.

- Analizar la presencia de cambios histolégicos en el endometrio
mediante tincion de hematoxilina eosina para datacidon

endometrial.
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Analizar la expresion de diferentes genes de receptividad
endometrial mediante microarrays.

Determinar los niveles séricos medios de progesterona en
nuestras pacientes mediante analisis de mediay dos desviaciones
standard por encima de la media para determinar la luteinizacion
prematura aplicable a nuestra poblacion.

Comparar mediante Clustering las diferencias en los genes
expresados en diahCG + 2 vs hCG + 7.

Comparar la expresion génica endometrial segun la estimulacion
tuviera o no LH.

Analizar los procesos biolégicos comprometidos segun el tipo
de genes regulados al alza o a la baja en los endometrios de
pacientes estimuladas con y sin LH.

Determinar las vias metabdlicas en el endometrio segun los
genes expresados de mujeres estimuladas con y sin LH.
Comprobar nuestra principal hipétesis: la adicién de LH a la
estimulacién no produce mas maduracion endometrial prematura
ni diferente expresion génica endometrial que la estimulacién

con solo FSH.
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IV.1. Diseio del estudio

Estudio prospectivo de 8 donantes de ovocitos sometidas cada una a

dos ciclos de estimulacion ovarica entre noviembre de 2006 y enero de 2008.

IV.2 Seleccidén de la poblacion

IV.2.a. Criterios de inclusion

Las donantes de ovocitos se seleccionaron de acuerdo con el
cumplimiento estricto de los criterios contemplados en la ley de reproduccién
asistida espafola (Soares S., 2005) (Mufoz E., 2014).

- Mujeres de entre 18 y 36 afos

- Ausencia de exposicion reciente o pasada a la radiacion,
quimioterapeuticos o sustancias quimicas peligrosas

- Ausencia de uso de drogas intravenosas

- Normalidad fisica

- Cariotipo normal

- Normalidad psiquica determinada por una Psicologa.

- Ausencia de enfermedades de transmisién sexual

- Ausencia de historia familiar de enfermedades cromosémicas o
hereditarias.

- Firma del consentimiento informado antes de ser incluidas en el estudio.
- Normalidad ginecoldgica: ecografia ginecoldgica; ausencia de miomas,
endometriosis, polipos, serometra o hiperplasia endometrial

- Las donantes debian tener niveles basales de FSHy LH < 10 Ul/L y estradiol
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de <0 = 80 pg/mL (tomadas al inicio de la estimulacion, durante los primeros
tres dias del periodo menstrual).

Todas las donantes participantes en este estudio tenian gestaciones
comprobadas tras un tratamiento de reproduccion asistida, por lo que pudieron

ser tomadas como individuos control desde el punto de vista de fertilidad.

IV.2. b. Criterios de exclusion.

Fueron excluidas donantes:
- Usuarias actuales o durante los tres meses previos al estudio de DIU.
- Cualquier enfermedad médica sistémica, anomalias endocrinas o
metabdlicas.
- Sangrado vaginal no diagnosticado
- Antecedente en los ultimos tres meses de habito de fumar con mas de 20
cigarrillos por dia.
- Hidrosalpinx diagnosticado por histerosalpingografia, ecografia o
laparoscopia.
- Historia de enfermedad inflamatoria pélvica o sospecha clinica de endometritis.
- Endometriosis
- Cualquier hallazgo que haga sospechar patologia endometrial en la
exploracién ecogréfica.
- Anomalias Mullerianas.

El proyecto de investigacion fue aprobado por nuestro comité ético
y fue hecho de acuerdo con la declaracion de Helsinki, la conferencia
internacional sobre la buena practica clinica segun la cual se redactaron y

firmaron el consentimiento y la hoja informativa adjuntos (Anexo 1y 2).
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IV. 3. Protocolos de estimulacion

Las pacientes recibieron anticonceptivos orales durante el ciclo
previo a la estimulacién ovarica (Neogynona, Schering, Espafia) y fueron
aleatoriamente asignadas para recibir el protocolo de solo FSH recombinante
(protocolo FSH) o FSH recombinante + LH recombinante (protocolo FSH +
LH). Para la aleatorizacion usamos un sistema simple de asignacién con dos
letras distribuidas en grupos de cuatro asociaciones. En ambos protocolos
se uso6 el GnRH- ant el primer dia de estimulacion. La misma donante fue
sometida a un segundo ciclo de estimulacion ovarica con el protocolo que no
habia recibido en el primer tratamiento.

Una donante sélo realizé un ciclo de estimulacién y se retird
voluntariamente del estudio, por lo tanto sus datos no fueron analizados.

Protocolo FSH: Se realizé con FSH recombinante (Gonal F®; Merck-
Serono, Madrid, Espaia) y cetrorelix (Cetrotide®; Merck-Serono, Madrid,
Espafa), iniciados el dia dos del ciclo menstrual posterior a la toma de la
Neogynona. Se usaron 187,5 Ul/mL/d de FSHr mas 0,25 mg/d de cetrorelix.
La dosis de FSHr se mantuvo fija hasta el 4to dia de estimulacién. El dia
5to, en caso necesario, se modificd la dosis de FSH segun la respuesta
ovarica determinada por la foliculometria mediante ecografia transvaginal y
los niveles séricos de estradiol.

Protocolo FSH + LH: Se utilizé la misma dosis y esquema de FSHr +
cetrorelix pero ademas se inicioé con 75 Ul/d de LH recombinante (Luveris®,
Merck-Serono, Madrid, Espafia) desde el primer dia de estimulacion. Las dos
gonadotropinas se modificaron en caso necesario al 5to dia de estimulacién

segun respuesta ovarica.
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La ovulacion se indujo en todo caso con 6500 Ul de hCG recombinante
(Ovitrelle®, Serono, Madrid, Espafia) en dosis Unica cuando al menos tres
foliculos alcanzaron un diametro medio de 17 mm. La recuperacion de los
ovocitos se llevo a cabo 36 horas mas tarde mediante puncidén-aspiraciéon

folicular guiada por ecografia transvaginal.

IV.4 Intervenciones

IV.4.a. Mediciones hormonales

Nosotros realizamos un medicion de LH, estradiol, progesterona y
testosterona en el dia de la ultima pildora de anticonceptivo, al inicio de la
estimulacion, cada dos dias durante la estimulacion, el dia de la aplicacion del
hCG, el dia de la puncién-aspiracion folicular (hCG + 2) y cinco dias después
de la puncion (hCG + 7). Las muestras séricas para la medicion de las
hormonas fueron tomadas siempre en horas de la mafiana y fueron analizadas
en el Access 2 Inmunoassays System (Beckman Isaza, Madrid, Espafia), un
analizador automatico que mide una variedad amplia de inmunoassays en
diferentes liquidos corporales.

Los inmunoassays son pruebas mediadas por enzimas en las que
particulas paramagnéticas se unen a la muestra analizada y un campo
magnético separa la muestra unida o no a la enzima mientras un sustrato
quimioluminiscente detecta el analisis.

ElKitde estradiol sérico utilizado tiene una sensibilidad de 28 pg/mLy un
coeficiente de variacion intra e interobservador de 6,6 y 7,7% respectivamente.

El kit de progesterona sérica tiene una sensibilidad de 0,2 ng/mL, con una
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variacion intra e interobservador de 9,6 y 3,9% respectivamente.

Las pacientes recibieron un soporte de fase lutea con la administracion
diaria de 90 mg de progesterona intravaginal en gel (Crinone®, Merck-
Serono, Madrid, Espafa) por los cinco dias siguientes a la puncién para
simular la misma pauta que se utiliza en pacientes de FIV cuando se van
transferir embriones.

Las ecografias fueron realizadas por el mismo ginecdélogo y ademas
de la foliculometria se evalu6 el crecimiento y patron ecografico del

endometrio.

IV.4.b. Biopsia de endometrio

La recogida de muestras de endometrio se realizé mediante una
biopsia endometrial, procedimiento por el cual se toma una muestra de
tejido bajo condiciones estériles mediante aspiracién del endometrio con
una canula de biopsia (Gynetics, # 4164 Probet-Endometrial Curette-
Hamont-achel, Bélgica). Inmediatamente se introdujo a 4°C en una solucion
tamponada de fosfato (PBS, Sigma), hasta el momento de la manipulacién.
Las muestras fueron tomadas al momento de la puncién-aspiracion folicular

(hCG + 2) y cinco dias después (hCG + 7).

IV.4.b.i. Analisis histopatolégico

Las muestras de tejido endometrial fueron fijadas inmediatamente
en solucion de formalina al 10% para ser analizadas tanto para datacion
histoldégica (Criterios de Noyes et al, 1950) como para descartar cualquier

patologia endometrial (infecciones, etc).
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IV. 4.b.ii. Estudio de microarrays.

Los patrones de expresion génica del endometrio en los dias hCG +
2y hCG + 7 se analizaron mediante microarrays (Simén C., 2005).

Se ha procedido a la extraccion del RNA de 24 muestras procedentes
de las biopsias endometriales. Las muestras procedian de 6 pacientes a las
que se les practicaron dos biopsias en los dias hCG+2 y hCG+7 en un ciclo
de estimulacién con solo FSH y otras dos biopsias de un segundo ciclo de
estimulacion con FSH + LH exdgena.

Con respecto al numero de pacientes incluidas en cada grupo, en
estudios de microarrays el tamano calculado de la muestra necesario por el
método de permutacién propuesto asegura al menos tener la sensibilidad
deseada con 95% de probabilidad. EI método estd demostrado para
conseguir resultados con una muestra real usando la base de datos de un
estudio piloto con 4 a 6 muestras (Lin W.J., 2010) (Humaidan P., 2012)

El disefio del estudio es pues de muestras emparejadas de una

misma paciente.

IV.4.b.ii.1. Extraccion de ARN total

La parte de las muestras que fueron destinadas al analisis de la
expresion génica fueron sometidas en un primer momento a extraccion de
ARN. Para ello fueron rapidamente resuspendidas en TRIzol (Invitrogen,
Barcelona, Espana), siguiendo las instrucciones de fabricacién, y
almacenadas en nitrégeno liquido a -80°C. Para continuar con la extraccién

del ARN total de dichas muestras, se procedié como se indica en el protocolo.
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Tras la adicion del TRIzol se anadieron 0,2 volimenes de cloroformo por cada
volumen de TRIzol para separar el ARN total del ADN y de las proteinas.
Se agité vigorosamente durante 15 seg. Tras una centrifugacion a 13.000
r.p.m durante 15 min y a 4°C se transfirié la fase acuosa a otro tubo donde
se le afadieron 0,5 volumenes de isopropanol por cada volumen de TRIzol
utilizado en el paso previo. Se dejo precipitar mediante incubacién con
isopropanol toda la noche a -20°C. Transcurrida toda la noche centrifugamos
la muestra a 13.000 r.p.m durante 12 min a 4°C y el precipitado se lavé con
etanol al 70% (v/v) en agua con dietilpirocarbonato (DEPC). Se volvié a
centrifugar por ultima vez en las condiciones anteriores y el pellet, finalmente,

se resuspendié en 30 uL de agua DEPC.

IV.4.b.ii.2. Analisis de la cantidad e integridad del ARN

Terminada la fase de extraccion del ARN total, se procedi6 a la
cuantificacion y valoracion de la integridad del mismo.

Para ello se analiza mediante microgeles una pequefia porcién de
la muestra. El software del bioanalizador genera un electroferograma y una
imagen similar a la que se hubiese obtenido al correr un gel de agarosa
para comprobar su integridad. Ademas, proporciona informacién como la
concentraciéon de la muestra y un valor objetivo de calidad conocido como
RIN (RNA Integrity Number) (Schroedery cols., 2006). La calidad e integridad
del ARN aislado fue evaluada mediante la utilizacion del kit comercial ARN
6000 Nano LabChip®, usando posteriormente el software Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies) para su cuantificacion.

El RIN permite una clasificacion del ARN total, basada en un sistema
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numeérico del 1 al 10, siendo el 1 el mas degradado y el 10 el mas integro.
Este sistema permite comparar cuantitativamente la integridad de todas
las muestras de ARN del experimento, ya que para que los resultados de
microarrays sean comparables todas las muestras deben tener una calidad
similar.

Solo las muestras con un RIN superior a 7.0 fueron utilizadas en los
experimentos posteriores.

Una muestra de la biopsia endometrial en dia hCG +2 tuvo un RIN

menor de 7.0 por lo tanto la donante fue excluida del estudio.

IV.4.b.ii.3. Hibridacion con microarrays

Una vez obtenidos los RNAs de muy buena calidad fueron hibridados
en microarrays personalizados de oligonucleétidos sintéticos de alta densidad
para una subpoblacion de genes previamente descritos en el endometrio
humano (Diaz-Gimeno P., 2011) (Agilent Technologies, Madrid, Espafia) que
abarcan 238 genes. Los protocolos para la preparacion e hibridacion de
las muestras de endometrio fueron adaptados a partir del protocolo de un
color del manual técnico de Agilent. (http://www.chem.agilent.com/Library/
usermanuals/Public/G4140-90040 _One-Color_GE_5.7.pdf).

En resumen, el ADNc de cadena simple fue transcrito a partir de 1 ug
de ARN total utilizando como cebador el promotor T7-oligo-dT. Las muestras
fueron transcritas in vitro y marcadas con Cy-3 (kit de marcaje Quick-AMP de
Agilent Technologies, Madrid, Espafia). EI ARN transcrito a partir del ADNc
se denomina ARNc (ARN complementario) y la sintesis genera entre 10y 15
ug de ARNc. Seguidamente, se realizé una ronda de limpieza con el kit de
QIAGEN (QIAGEN, Barcelona, Espafia), y el ARNc se fragmenté en trozos

con un rango de 35 a 200 bases, lo cual fue confirmado por el software
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Agilent 2100 Bioanalyzer technology. Las muestras de ARNc fragmentado
(1,65 ug) fueron hibridadas con los microarrays por incubacion con rotaciéon
constante durante 17 horas a 65°C. A continuacion, los microarrays fueron
lavados en dos pasos de 1 min y con dos tampones de lavado, con el fin
de eliminar los ARNc no unidos de forma especifica (solo las moléculas que
hibridan permaneceran unidas a su sonda especifica en el microarray). Los
microarrays hibridados con los ARNc marcados, fueron escaneados en el
escaner optico Axon 4100A (Molecular Devices, Sunnyvale CA, EE.UU.)
y los datos fueron extraidos con el software GenePix Pro 6.0 (Molecular

Devices, Sunnyvale CA, EE.UU).

IV.4.b.iii. Analisis de datos

IV.4.b.iii.1. Obtencion de datos

El software GenePix Pro 6.0 se utilizd para el analisis de imagen de
los microarrays y el calculo de las medidas de intensidad de los spots (cada
uno de los puntos que contiene un conjunto de sondas iguales) los cuales

son considerados datos en bruto.

IV.4.b.iii.2. Pre-procesado y normalizacién de la matriz

de datos

El pre-procesado se realiz6 teniendo en cuenta la mediana de
intensidad de cada spot sin la substraccion del ruido del background, para

que la tasa de cambio (FC, Fold Change) fuera mas robusta. Posteriormente,
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se hizo una transformacion a escala logaritmica (log2) de dichos datos.
Previo a la normalizacion, los datos fueron representados en diagramas de
cajas para conocer su distribucion y eliminar datos microarrays anormales.

La normalizacién entre los microarrays fue hecha utilizando el método
de los quantiles, implementado con Bioconductor (http://www.bioconductor.
org/) ‘limma” Packaged version 2.14.7, en R software version 2.7.1 (http:/
www.r-project.org/). A continuacion, se hizo la media de las réplicas de la
misma sonda, y luego se realizé la media de las sondas pertenecientes a un
mismo gen, obteniendo asi una matriz de datos con tantas columnas como
muestras, y tantas filas como genes originandose una matriz final lista para
ser utilizada en los sucesivos estudios.

El software del sistema estadistico R fue utilizado como herramienta
para estos propositos y analisis posteriores. El perfil de expresion génica fue
determinado mediante la comparacion 2 a 2 de los distintos dias biopsiados y
los diferentes protocolos de estimulacién con test no-paramétricos utilizando
un criterio para definir los genes que habian alterado la abundancia del
ARNmM entre los diferentes conjuntos de muestras: una tasa de cambio

absoluta de 2,0 o mayor.

IV.4.b.iii.3. Analisis jerarquico

Los datos de expresidn se normalizaron por Z-score. La agrupacion
jerarquica se realizd con el software MeV 4.2.02 (http://www.tm4.org) (Saeed
A.l,, 2003), con un algoritmo de clustering jerarquico de unién completa
y visualizado mediante el mismo software. El algoritmo de correlacion de

Pearson fue elegido como la medida de similitud.
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IV.4.b.iii.4. Analisis funcional de los resultados

Paradetectarsobreoinfra-representaciéndelosgenesdiferencialmente
expresados con las distintas funcionalidades o rutas biolégicas se utiliza la
base de datos DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery) (Dennis G., 2003), un algoritmo basado en un conjunto de genes,
el cual detecta genes funcionalmente relacionados y representados de forma
significativa en listas de genes ordenados mediante su expresion diferencial.
La base de datos DAVID puede buscar bloques de genes funcionalmente
relacionados a través de diferentes criterios, tales como los términos del Gene
Ontology (GO) de los procesos biologicos (BP), las funciones moleculares,
(MF), y los componentes celulares (CC), ademas de las rutas metabdlicas

(KEGG pathways), entre otros (Dennis G., 2003).

IV. 5. Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el paquete estadistico
Statistical Package for the Social Sciences for Windows, SPSS versiéon 17.0

(SPSS® Statistical software, an IBM Company, USA).

Se calcularon las medidas, desviaciones estandar, medianas y
rangos de las variables de estudio. Dado el limitado numero de casos en
algunos grupos, y tras aplicar el test estadistico de Kolmogorov-Smirnov que
demostro la ausencia de distribucién normal, para comparar las variables

se utilizaron pruebas no paramétricas, U Mann-Whitney para las variables
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cuantitativas. Para la comparacion de variables categoéricas, se calcularon
las proporciones y se utilizé el test de x2. Se consideré estadisticamente

significativo un valor p<0,05 y muy significativo un p<0,001.

78



RESULTADOS







De las 8 donantes incluidas finalmente analizamos las muestras de
6 donantes, una fue excluida porque voluntariamente se retiré del estudio y
so6lo realizé un ciclo de estimulacién y otra por una muestra de baja cantidad
de ARN total (RIN < 7.0).

Dado el disefio del estudio donde cada paciente era su propio control,
se eliminaron sesgos que pudieran intervenir de la variabilidad intrasujeto.
No encontramos diferencias en los niveles de estradiol, progesterona,
testosterona o LH entre las estimulaciones llevadas a cabo con FSH sola o
con FSH + LH, ni al inicio de la estimulacién (dia cero), el dia de hCG o el

dia de la puncion (tabla 2).

Tabla 2. Valores de esteroides en diferentes dias segun protocolo con o sin LH

FSH sola FSH + LH P
Estradiol dia O(pg/mL) 33.29 + 12.98 31.25+ 22.78 0.45
Progesterona dia 0 (ng/mL) 0.43+£0.42 0.88 + 0.86 0.28
Testosterona dia 0 (nmol/l) 0.25+0.1 0.27 £ 0.09 1
LH dia 0 (Ul/mL) 229+ 215 1.38 £ 1.19 0.27
Estradiol hCG (pg/mL) 1117.67 +437.5 1324 + 512 0.6
Progesterona hCG (ng/mL) 1.17+£0.4 1.25+1.07 0.94
Testosterona hCG (nmol/l) 0.42+01 0.45+01 1
LH hCG(Ul/mL) 0.67 £ 0.57 0.38 £ 0.36 0.93
E2 puncién (pg/mL) 883.50+ 424.46 | 797 + 246.6 0.89
P4 puncién (ng/mL) 44.67+ 40.24 12.63+ 7.97 0.12
T puncion (nmol/l) 0.52 0.2 0.6+ 0.1 1
LH puncién(Ul/mL) 04+0.3 0.25+ 0.22 0.20
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Tampoco encontramos diferencias en los niveles de estradiol (Figura
8), progesterona (Figura 9), LH (Figura 10) o testosterona (Figura 11); en las
mediciones realizadas cada dos dias durante la estimulacion ni antes del
inicio de la estimulacion (dia 21 del ciclo previo).

Figura 8. Niveles de estradiol sérico durante la estimulacion

segun protocolo. (pg/mL)
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Los valores se mantuvieron muy similares durante toda la estimulacion

hasta el dia de la puncion.

Figura 9. Niveles de progesterona sérica durante la estimulacién

segun protocolo. (ng/mL)
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Figura 10. Niveles de LH sérica durante la estimulaciéon segun protocolo. (Ul/L)
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Figura 11. Niveles de Testosterona sérica durante la estimulacién
segun protocolo. (nmol/L)
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Finalmente, medimos los niveles de hormonas esteroideas a los 7
dias después de la aplicacion del hCG coincidiendo con la segunda biopsia
de endometrio sin diferencias significativas entre los dos grupos como se

observa en la siguiente tabla.
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Tabla 3. Niveles hormonales séricos 7 dias después de la aplicacion

del hCG segun protocolo.

FSH sola FSH + LH P
Estradiol (pg/mL) 759.831£443.87 1053.38 £ 518.85 | 0.19
Progesterona (ng/mL) 112 £70.74 87.83+ 64.07 0.36
LH (Ul/mL) 0.52+ 0.09 0.27 £0.12 0.46
Testoterona (nmol/L) 1.3£0.3 1.91£0.2 0.593

La dosis total de FSH recibida en los dos grupos no fue diferente,
1617.71 £ 119.33 Ul en el grupo de solo FSHy 1668.5 + 209.24 Ul en el
grupo de FSH + LH, mientras que la dosis total de LH recibida en el grupo
de estimulacién combinada fue de 562.5 £ 98.19 UI.

Los dias de estimulacion fueron similares cuando se uso6 solo FSH
(10 £1.15) como cuando se us6 FSH + LH (10.75 £ 0.88). El numero de
ovocitos obtenidos segun el protocolo usado tampoco mostré diferencias
(19.33 £ 9.07 vs 20.38 £ 7.09 ovocitos, respectivamente).

Las receptoras esperaron la donacion similar nimero de dias cuando
sus donantes se estimularon solo con FSH o cuando se usé FSH + LH (10.3
+ 1.3y 15.8 + 8.4 dias respectivamente) y recibieron un niumero similar de
embriones transferidos (1.83 + 0.4 grupo solo FSH vs 1.75 £ 0.4 grupo FSH
+ LH).

La tasa de gestacién conseguida con los dos protocolos fue similar,

9 gestaciones de 14 donaciones (64.28 % de gestacion).
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El analisis de datacion endometrial mostré que la maduracién
endometrial prematura es un fendmeno universal el dia hCG +2 con una
media de adelanto de la madurez de 4.3 dias (Dia 14 del ciclo: datacién
endometrial: 18.3 £ 0.4 dias) en el grupo de pacientes estimuladas solo
con FSH y de 3.8 dias (17.8 £ 1.0 dias) en las mismas 6 pacientes cuando
se estimularon con FSH + LH. Sin embargo, ese adelanto de la madurez
desaparece al dia hCG + 7 en ambos grupos. Hay un adelanto de maduracién
de 0.5 dias (19.5 £ 0.6 dias) en el grupo de estimulacion con solo FSH y de
1.5 dias (20.5 £ 2.0 dias) en el grupo de estimulacién con FSH mas LH.

Los valores de datacion endometrial encontrados en las biopsias
segun el analisis histopatolégico del endometrio aplicando los criterios de

Noyes son presentados en las tablas 4 y 5.

Tabla 4. Datacion endometrial en pacientes estimuladas con

solo FSH en dias hCG +2y +7.

Paciente1

Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5

Paciente 6
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Tabla 5. Dataciéon endometrial en pacientes estimuladas con FSH

mas LH en dias hCG+ 2y +7.

hCG + 2 hCG +7
Paciente1 16 - 17 19-20
Paciente 2 18-19 18-19
Paciente 3 18-19 25-26
Paciente 4 18-19 20-21
Paciente 5 16 - 17 18-19
Paciente 6 18-19 20-21

El andlisis estadistico comparando la media de dias entre los dos
protocolos segun sean hCG +2 0 hCG + 7 no muestran diferencias estadisticas
con una p= 0.296 el dia hCG + 2 y una p=0.383 el dia hCG + 7.

El andlisis gendmico realizado mediante microarrays mostré que no
existen diferencias entre los dos protocolos (con y sin LH) cuando analizamos
paciente a paciente ni el dia hCG + 2 ni el dia hCG + 7, como tampoco
cuando analizamos la suma de los dos dias en conjunto. Cuando analizamos
el numero de genes regulados al alza entre los dias hCG +2 comparado con
hCG + 7 en los ciclos con solo FSH encontramos 113 genes regulados al alza
y 87 genes regulados a la baja. En el ciclo de las pacientes cuando recibieron
FSH + LH fueron 114 genes regulados al alza y 94 a la baja.

Cuando el analisis se realizd no paciente a paciente sino todas en
conjunto tampoco encontramos diferencias entre los genes hCG + 2, hCG + 7,
entre los dos protocolos, pero si es clara la modificacion de genes desde el dia

2 al 7 después del hCG, como se observa en la figura 12 (Clustering analysis).
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RESULTADOS

Figura 12. Andlisis agrupado de expresion de genes comparados

entre los dias hCG+2 vs hCG + 7.

Clustering analysis
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RESULTADOS

Cuando analizamos el total de genes que se modifican comparando

hCG + 2 con hCG +7, en funcion de si las donantes recibieron o no LH

encontramos una coincidencia en 195 genes, mientras que 13 se expresaron

solo cuando las pacientes habian recibido LH y 5 cuando solo se habian

estimulado con FSH. (Figura 13)

Figura. 13. Total de genes expresados en el endometrio segtn protocolo con y sin LH

ADAMTSS8
BIRC3
CAPN6
COBL
CTNNA2
KCNJ2
OLFM4
SERPINAS
ABP1
CORO1A
CTSW
LIPC
NKG7

Total de genes

LH + FSH

Solo FSH |

CDh7
IGF2
MMP26
PTGER2
VCAM1

Cuando analizamos los genes regulados al alza encontramos una

coincidencia entre los dos protocolos en 109 genes, mientras 5 de ellos solo

se presentan cuando estimulamos con LH y 4 cuando lo hacemos solo con

FSH (Figura 14)
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RESULTADOS

Figura.14. Genes endometriales regulados al alza segun protocolo con y sin LH.

Genes regulados al alza

LHIEHESH . Solo FSH

ABPL IGF2
CORO1A MMP26
CTSW PTGER2
Lipc VCAM1
NKG7

Si analizamos los genes que se regulan a la baja, encontramos una
coincidencia de 86 genes, mientras 8 se expresan a la baja solo cuando

estimulamos con LH y 1 cuando estimulamos solo con FSH (Figura 15)

Figura 15. Genes endometriales regulados a la baja segun protocolo con y sin LH

Genes regulados a la baja
Solo FSH

ADAMTS8 CD7
BIRC3
CAPN6
COBL
CTNNA2
KCNJ2
OLFM4

SERPINAS
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RESULTADOS

Utilizando la ontologia génica implementada en DAVID nosotros
investigamos la sensibilidad biolégica de los genes diferencialmente
regulados cuando se estimula solo con FSH o cuando se hace con FSH
+ LH comparando el endometrio en hCG+2 con hCG+7. Analizamos los
procesos biolégicos, el componente celular, las funciones moleculares y las
vias KEGG.

Descubrimos varios procesos sobrerrepresentados con significancia
estadistica en el caso de estimulacion con solo FSH incluyendo; regulacién
negativa de procesos biologicos, regulacion negativa a procesos celulares,
respuesta al stress, procesos del sistema inmune, regulacién del ciclo celular
y respuesta al nivel de nutrientes, entre otros (Tabla 6).

De la misma manera, se expresaron de forma significativa
componentes celulares de la region extracelular, la matrix proteinacea
extracelular, lumen granulocitico plaquetario alfa, el huso meidtico,
microtubulos del citoesqueleto, entre otros (Tabla 6).

Dentro de las funciones moleculares destacan la adhesién por el receptor, la

adhesion de las citoquinas y la actividad de la citoquina (Tabla 6).

En el caso de las vias KEGG se sobreexpresa la cascada del

complemento y la coagulacién, la cual describimos en la Figura 16.
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RESULTADOS

Figura 16. Cascada del complemento y de la coagulacion cuando

se estimula con solo FSH.

| COMPLEMENT AND COAGULATION CASCADES | —
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RESULTADOS

En el caso de las pacientes tratadas con FSH + LH destacan los
procesos biolégicos de regulacién negativa y la regulacion negativa de
los procesos celulares, el resto son similares a los descritos en el caso de
estimulacion solo con FSH (Tabla 7).

En el mismo sentido, los componentes celulares son los mismos que
en caso de estimulacion con solo FSH, con ligera variacion en el numero
de genes comprometidos en cada tipo de estimulacién (122 genes entre los
tres componentes en caso de estimulacion con solo FSH y 126 cuando se
estimula con FSH + LH) (Tabla 7).

Dentro de las funciones moleculares destacan, la union a la heparina,
la unién al glicosaminoglican, unién a carbohidratos y unién a coenzimas
(Tabla 7).

En el caso de las vias KEGG se sobreexpresa la cascada del
complemento y la coagulacién, con solo una diferencia en el proceso
comparado con la estimulacién con solo FSH tal como se evidencia en la

figura 17.

Un resumen de los distintos genes implicados en los procesos
biolégicos, los componentes celulares, funciones moleculares y vias
metabdlicas es presentado en las tablas 6 y 7 de manera discriminada segun
hayan sido las pacientes estimuladas con FSH sola o la asociacion de FSH

y LH.
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RESULTADOS

Figura 17. Cascada del complemento y de la coagulacion cuando

se estimula con FSH + LH
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RESULTADOS

Tabla 6. Genes implicados en los procesos biolégicos, los componentes celulares,

las funciones moleculares y vias metabdlicas en pacientes estimuladas con solo FSH.

Categoria Término Genes FDR
Procesos bioldgicos negative regulation of biological process 45 0.0
Procesos bioldgicos regulation of biological quality 38 0.0
Procesos hiologicos immune system process 21 0.1
Procesos hioldgicos response to stimulus 61 05
Procesos bioldgicos regulation of cell proliferation 21 11
Procesos bioldgicos cytoskeleton organization 14 2.5
Procesos hioldgicos cell differentiation 33 2.6
Procesos bioldgicos female pregnancy 7 2.7
Procesos bioldgicos enzyme linked receptor protein signaling pathway 12 3.2
Procesos hioldgicos regulation of cellular localization 10 3.6
Procesos bioldgicos negative regulation of apoptosis 12 4.1
Componentes celulares  extracellular space 21 0.0
Componentes celulares  cytoplasmic membrane-bounded vesicle lumen 6 0.1
Componentes celulares  vesicle lumen 6 0.2
Componentes celulares  microtubule cytoskeleton 16 0.9
Componentes celulares  spindle 8 1.2
Componentes celulares  cell fraction 24 1.2
Componentes celulares  secretory granule 8 3.7
Funciones moleculares  receptor binding 26 0.0
Funciones moleculares ~ coenzyme binding 10 0.2
Funciones moleculares  cytokine activity 10 0.4
Funciones moleculares  cofactor binding 10 2.2
Funciones moleculares ~ protein binding 108 2.7
Pathways Complement and coagulation cascades 6 44
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RESULTADOS

Tabla 7. Genes implicados en los procesos bioldgicos, los componentes celulares,

las funciones moleculares y vias metabdlicas en pacientes estimuladas con FSHy LH

Categoria Término Genes FDR
Procesos bioldgicos negative regulation of biological process 49 0.0
Procesos bioldgicos regulation of biological quality 39 0.0
Procesos bioldgicos developmental process 59 0.3
Procesos bioldgicos immune system process 26 0.5
Procesos bioldgicos response to stimulus 62 0.8
Procesos bioldgicos cytoskeleton organization 15 11
Procesos bioldgicos female pregnancy 7 3.3
Procesos bioldgicos regulation of cell proliferation 20 4.1
Procesos bioldgicos Chemotaxis 8 49
Componentes celulares  extracellular space 28 0.0
Componentes celulares  cytoplasmic membrane-bounded vesicle lumen 6 0.1
Componentes celulares  vesicle lumen 6 0.2
Componentes celulares  microtubule cytoskeleton 16 1.3
Componentes celulares  spindle 8 15
Componentes celulares  cell fraction 23 43
Componentes celulares  secretory granule 8 45
Funciones moleculares  pattern binding 11 0.0
Funciones moleculares  receptor binding 25 0.1
Funciones moleculares  carbohydrate binding 14 0.3
Funciones moleculares  coenzyme binding 10 0.3
Funciones moleculares  cytokine activity 10 0.5
Funciones moleculares  cofactor binding 11 0.7
Funciones moleculares  protein binding 114 0.7
Funciones moleculares  copper ion binding 6 15
Pathways Complement and coagulation cascades 08
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DISCUSION







Nosotros hemos realizado un estudio comparativo de la incidencia de
la MEP y hemos analizado la expresion génica endometrial en una misma
paciente sometida a dos estimulaciones con y sin LH exdgena después de
asegurarnos la ausencia del efecto LH enddgeno desde el primer dia de
estimulacion ovarica, sin haber encontrado diferencias significativas en su
endometrio.

El efecto de las gonadotropinas sobre el endometrio es considerado
indirecto, mediado por los cambios que éstas inducen en los estrégenos y
la progesterona del ovario. Este concepto se confirma con la experiencia
de la donacién de ovocitos, en la que se consiguen altas tasas de
implantacién y gestacién en ausencia inducida de gonadotropinas y sélo
con la administracion de estrégenos y progesterona (Mufioz E., 2015). Sin
embargo, el posible efecto directo de la LH sobre el endometrio durante el
ciclo ovarico es descrito por algunos autores (Rao C.V., 2001; Shemesh M.,
2001).

La MEP es un fendmeno universal en dia hCG +2 y se presento en
porcentajes similares cuando se estimula el ovario con solo FSH o con FSH
mas LH y no encontramos diferente expresion génica en el endometrio entre
los dos tipos de estimulacion, por lo tanto, podemos afirmar que la adicién
de LH a la estimulacion ovarica no esta relacionada con la MEP, pues ésta
es un fendmeno universal en nuestras pacientes incluso cuando se estimula
exclusivamente con FSH. También podemos concluir que la adicién de LH
no modifica el patron génico endometrial comparado con la estimulacién
con solo FSH. Sin embargo, esa MEP no se mantiene 5 dias después (dia
hCG + 7) sino lo contrario, hay un retraso en madurez del endometrio que

tampoco difiere entre los dos protocolos de estimulacion. Este hallazgo no
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ha sido previamente descrito y desconocemos el mecanismo por el cual
se produce, aunque debemos considerar que el endometrio ya no esta
expuesto a tan altos niveles de esteroides en la primera parte de la fase
lutea comparado con la parte final de la fase proliferativa y probablemente
el endometrio tenga un mecanismo de autorregulacion de su madurez, pero
esto permanece solo como una especulacién.

La coordinacion entre en el embrion y endometrio es un factor
clave en el proceso reproductivo. Una coordinacion que implica el embrién
desarrollado en estado de blastocisto y el correcto desarrollo del endometrio
producto del efecto de las hormonas esteroideas. Esta coordinacién sucede
durante un reducido periodo de tiempo conocido como la ventana de
implantacién. Sucede en la mitad de la fase lutea desde el dia 19 al 24 del
ciclo menstrual y es durante este periodo cuando ocurre la implantacion,
(Bergh P., 1992). Esta ventana de implantacion parece verse modificada
bajo el efecto de la estimulacién ovarica para técnicas de reproduccion
asistida (Martinez-Conejero J., 2007). Como en trabajos previos, nosotros
hemos visto claramente una transformaciéon de la expresion génica del
endometrio entre los dias hCG +2 y los dias hCG +7 en ciclos naturales, algo
gue ha ayudado recientemente a establecer un grupo de genes que solo se
expresan durante la ventana de implantaciéon en un endometrio receptivo
(Diaz-Gimeno P., 2011). El endometrio se prepara para recibir el embrién
mediante el efecto de la progesterona, sufriendo una transformacion de su
epitelio y una decidualizacion del estroma (Dominguez F., 2003).

Pero también el endometrio responde a moléculas liberadas por
el propio embrion muchas de las cuales han sido extensamente descritas

(Krussels J.S., 2003) tales como las integrinas, las interleukinas, etc. y
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hacen que el resultado de este trabajo sea limitado, pues el endometrio no
esta expuesto al embrion y los genes que se modifican por la presencia del
embrién no podemos estudiarlos. Sin embargo, el objetivo de demostrar los
cambios de madurez endometrial antes de la tedrica exposicidon al embridn
(el dia de la puncion ovarica) carece de ese sesgo.

La estimulacion ovarica se consigue mediante el uso de
gonadotropinas asociado al uso agonistas de la GnRH (que actian como
inhibidores de la liberacion de la GnRH) para prevenir que los niveles
elevados de estrégenos induzcan de forma prematura la liberacion de
GnRH y la elevacién secundaria de LH que produce la ovulacion y la
transformacién de las células de la granulosa en secretoras de progesterona.
Estas gonadotropinas clasicamente contienen FSH o FSH mas efecto LH. El
efecto LH se consigue usando gonadotropina menopausica humana (hMG)
(especialmente derivado de su contenido de hCG) o mas recientemente con
LH recombinante libre de otros compuestos o efecto hCG (Mufioz E., 2012).
ElusodelalLHdurante la estimulacion no esta exento de controversia, poruna
parte se plantea que beneficia cierto grupo de pacientes con edad avanzada
(Mochtar M.H., 2007), baja respuesta a la estimulacion (De Placido G., 2005)
mientras otros grupos no encuentran beneficio en su uso (Kolibianakis E.,
2007). El beneficio que la LH puede tener en la estimulacion ovérica se
fundamenta en la posibilidad de mejorar la esteroidogénesis favoreciendo
el correcto aporte de estrégenos desde las células de la granulosa hacia el
ovocito, regulando la foliculogénesis al favorecer el crecimiento de foliculos
de forma sincronica e inducir la atrofia de los foliculos menos desarrollados
(Filicori M., 2002a). Recientemente se describe que disminuye los niveles de

progesterona sérica evitando la elevacion prematura de la misma durante
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la fase folicular (Andersen A., 2006), algo que en nuestro estudio no se
observa, dado que los niveles de progesterona sérica fue similar en ambos
grupos.

En un trabajo aleatorio ciego, que buscaba evaluar los resultados de
estimulacion ovarica con y sin efecto LH, estudiaron 731 mujeres sometidas
a FIV. Un grupo recibié gonadotropina altamente purificada (n: 363) y otro
grupo recibi6 FSH recombinante (n: 368). Los niveles de estradiol fueron
mas bajos y los de progesterona (p<0,001) mas altos en el dia de aplicacion
del hCG en el grupo de FSH recombinante comparado con el grupo de
hMG que a diferencia de la FSH recombinante, posee actividad LH. Los
niveles de progesterona sérica son importantes porque explicarian en
teoria, al menos de forma parcial, la madurez que precozmente sufre el
endometrio durante la parte final de la fase folicular o secretora temprana
cuando se expone a la estimulacion ovarica. En este trabajo se plantea la
hipotesis que la progesterona en la fase folicular es producida tanto en las
células de la Teca como de la Granulosa y que la progesterona producida
en las células de la Granulosa en respuesta a la FSH, en ausencia de LH
no puede ser metabolizada a andrégenos y es derivada a la circulacion.
Mientras, la progesterona producida en las células de la Teca, continuaran
su metabolismo a andrégenos para su posterior aromatizacion a estrogenos
(Andersen A., 2006).

Otra teoria que pretende explicar la elevacion de la progesterona de
forma prematura, es que se deba a un excesivo numero de foliculos y que
cada uno produzca una cantidad normal de progesterona durante la fase
folicular tardia sin que se haya producido una luteinizacién prematura en las

células de la granulosa (Venetis C.A., 2007). La produccién de progesterona
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de forma precoz, no parece estar relacionada con el tipo de analogo de la
GnRH (agonista o antagonista) que se utilice, como ha sido demostrado
recientemente (Papanikolaou E, 2013).

Por otra parte, se podria plantear que la adicién de LH se tradujera
en un mayor riesgo de “luteinizacién prematura inducida” por el aporte LH
exogeno algo que de acuerdo con nuestros hallazgos, no se confirma no
solo porque no hay diferencias en los niveles séricos de progesterona sino
porque en ningun caso se elevd la progesterona por encima del umbral
de luteinizacion. Los niveles de LH sérico no difieren con la adicion de LH
exogena (a esta dosis) y ademas el efecto endometrial en términos de MEP
0 expresién génica no difiere cuando se estimula con o sin LH. El término
“‘luteinizacién prematura” no parece ser adecuado, como se demostrd
previamente ya que el incremento de progesterona sérica puede suceder con
niveles disminuidos de LH sérica (Bosch E., 2003) (Schoolcraft W., 1991) y en
nuestro caso ademas se demuestra que el impacto de la estimulacién ovarica
sobre la MEP, no requiere de la elevacion de la LH ni de la progesterona,
coincidiendo con otros autores (Marchini M., 1991). Nosotros demostramos
que aun en ausencia de elevacion de la progesterona sérica la MEP es un
fenémeno muy frecuente que no se ve influida por la asociacién o no de LH
a la estimulacion ovarica. De tal manera que podemos especular con dos
posibilidades, la MEP depende solo de la elevacion del estradiol haciendo que
los receptores de progesterona se hagan mas sensibles a la progesterona
como ya ha sido planteado (Jacobs H.M., 1987) o las gonadotropinas por
si mismas actuan sobre el endometrio madurandolo de forma prematura,
esto es poco probable por la ausencia de pruebas concluyentes. El efecto

endometrial directo que tienen las gonadotropinas esta poco estudiado pues

103



la mayoria de los estudios se centran en el efecto indirecto mediado por
los esteroides ovaricos secundarios a la propia estimulacion. Estan descritos
receptores de la LH ademas de en las diferentes células del ovario (Teca,
Granulosa, células intersticiales), en el endometrio, cérvix y epitelio tubarico,
pero su funcionalidad es poco conocida (Kornyei J., 1993).
En estudios de experimentacion con ratones knockout para receptores de LH
se demuestra que el utero no puede preparase para el embarazo (Lei Z.M.,
2001), por lo tanto el efecto que tiene la LH sobre el endometrio es evidente,
pero durante la estimulacién ovarica permanece como un enigma. En busca
de la aplicacion clinica que pueda tener la LH sobre el endometrio, un trabajo
realizado en receptoras de ovocitos demuestra que la administracion de hCG
incrementa el grosor endometrial y favorece la implantacién embrionaria
(Tesarik J., 2003). Sin embargo este estudio es realizado con hCG, que
a pesar de actuar sobre el mismo receptor, no es exactamente la misma
hormona que la LH. Por otra parte la exposicion prolongada a hCG afecta
negativamente la receptividad endometrial como lo demuestra la regulacion
a la baja de los receptores LH-CG en células epiteliales de endometrio
expuestas a dosis bajas de hCG (Evans J., 2013). La adicion de dosis bajas
de hCG en casos de supresion profunda de LH en protocolos con GnRH-ant
parece mejorar las tasas de implantacién y los autores especulan con un
doble efecto, mejorando la competencia ovocitaria y por una reduccién de la
apoptosis de células estromales endometriales (Prost A., 2011).

En un estudio del efecto de la estimulacién ovarica para FIV sobre
la histologia del endometrio y la expresion de los receptores de estrégenos
y progesterona en 11 mujeres infértiles a quienes se les tomé biopsia

endometrial en ciclo natural (al inicio del pico de LH) y en el ciclo de
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estimulacion el dia de la hCG, demuestra que la expresién de los receptores
de progesterona en el ciclo estimulado, estan regulados al alza comparado
con el ciclo natural tanto en el epitelio como en el estroma. No se observaron
cambios secretorios en endometrio estimulado, pero si un adelanto en la
maduracion similar al correspondiente a los primeros dias de la fase lutea
del ciclo natural. Por lo tanto, se deduce que el efecto endometrial de la
estimulacion altera el perfil de los receptores esteroideos, facilitando una
MEP en ausencia de elevaciones de la progesterona (Papanikolaou E.,
2005).

Por otra parte, nosotros hemos utilizado un esquema de estimulacién
con GnRH-ant de forma diferente a los dos convencionales en los que el
antagonista se adiciona a la estimulacion ovarica en dosis diarias o dosis
unica cuando el foliculo dominante alcanza los 14 mm o de forma fija al 6to
dia de estimulacion. Nosotros hemos empezado con el GnRH-ant desde
el primer dia de estimulacion (Kolibianakis E., 2003, 2004b) y aunque
este protocolo no difiere de los convencionales en tasas de fecundacion,
implantacién y embarazo evolutivo (Kolibianakis E., 2003), no hay estudios
que describan el efecto endometrial de este protocolo. Esto es especialmente
relevante si consideramos que el endometrio tiene receptores para la GnRH
(Grundker, 2002) y que la histologia del endometrio el dia de la recuperacion
de ovocitos esta relacionada con los niveles de LH al inicio de la estimulacién
y con la duracién de la estimulacion con FSH antes de la adicion del GnRH-
ant (Kolibianakis, E., 2002a). En nuestro estudio los niveles de LH fueron
controlados por el efecto de los antagonistas y por la lutedlisis inducida por los
anticonceptivos orales durante el ciclo previo a la estimulacion y la duracién

de la estimulacién antes de la adicién del antagonista fue nula porque
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empezamos simultaneamente la estimulacién con el GnRH-ant, a pesar de
ello seguimos encontrando una alta frecuencia de MEP. Los niveles de LH
y estradiol antes de la adicién del antagonista parecen relevantes como se
demostro en un estudio donde se correlacionaron negativamente con la tasa
de gestacién evolutiva (Kolibianakis, E. 2003a). Hay actualmente un amplio
debate sobre la conveniencia o no de usar anticonceptivos orales durante
el ciclo previo a la estimulacion. Una de las razones es el impacto negativo
que pueda tener sobre el endometrio. Un reciente estudio demuestra que
no existe diferencia en el endometrio en el incremento o disminucion de
la expresion génica con el uso o no de anticonceptivos orales (Bermejo
A., 2014). Este estudio utilizo el test ERA como medio de evaluacion de la
receptividad endometrial (Ruiz-Alonso M., 2014)

Un estudio de histologia endometrial en fase lutea y niveles de
progesterona antes de la recuperacion de los ovocitos demostré que no
existe diferencia entre el uso de agonistas y GnRH-ant (Saadat P., 2004).
La receptividad endometrial no parece alterarse por el uso de los analogos
de la GnRH (ago o antagonistas) como se ha comprobado al demostrar la
ausencia de modificacion en la expresion in vivo de HOXA 10 en células
endometriales de mujeres sometidas a estimulacién ovarica (Taylor H.S.,
1998) y en un estudio piloto en el que se administrd cetrorelix en un ciclo
natural modificado (estimulando con 150 Ul de FSH al mismo tiempo
que con el antagonista GnRH) y se consiguié una tasa de gestacién por
transferencia del 32% descartando un efecto adverso de los antagonistas
sobre la receptividad endometrial (Rongiéres-Bertrand C., 1999). Aunque
esta demostrada una variacion de la expresién génica cuantitativa de la

GnRH en el endometrio durante el ciclo menstrual (Raga F., 1998), parece
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que los antagonistas no activan el receptor de GnRH (Mannaerts B., 2000) y
no tienen un efecto directo sobre las células endometriales en cultivo in vitro
(Meresman G.F., 2003).

Recientemente, se ha demostrado que la administraciéon de GnRH-
ant en la preparacién del endometrio de receptoras de ovocitos consigue
similares resultados que la preparacion con agonistas de depésito,
confirmando que los antagonistas no afectan la receptividad del endometrio
cuando se aplican durante los primeros dias de preparacion endometrial que
coincidirian en nuestro caso con la fase folicular (Prapas N., 2009).

Los niveles de LH en suero durante la estimulacion no correlacionan
con la probabilidad de gestacion evolutiva, como quedo demostrado en
un estudio reciente de 96 pacientes sometidas a estimulacién ovarica con
GnRH-ant a quienes se les midio los niveles séricos de LH los dias 3, 6, 8
y el dia de la aplicaciéon del hCG demostrando que ni la implantacién ni la
gestacion se modifican en relacion con los niveles de LH.(Bosch E., 2005).
La teoria de las dos células, dos gonadotropinas podria explicar por qué
altos niveles de LH puedan llevar a una MEP el dia de la aplicacién del
hCG con base en los mecanismos de activacién operantes entre el ovario
y el endometrio (de Ziegler D., 1995). Una incrementada concentracion
de LH al inicio de la estimulacion lleva a unos niveles incrementados de
estrégenos producidos en las células de la granulosa gracias a la FSH, una
aumentada produccién de androgenos por las células de la Teca, lo que
se traduce en un aparicién temprana de receptores de progesterona en el
endometrio (Bouchard P., 1991). En nuestro estudio donde bloqueamos la
LH enddgena desde el inicio de la estimulacién, no encontramos diferencias

entre los dos grupos en sus niveles de LH sérica durante la estimulacion, el
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dia de la extraccion de los ovocitos, el dia de la punciéon (hCG +2) o cinco
dias después (hCG + 7). Por lo tanto, podemos especular que la adicién
de LH en la dosis de 75 Ul/d no modifican los niveles séricos de LH como
previamente ha sido demostrado (Bosch E., 2005). Estudios previos han
demostrado una correlacion entre los niveles de LH y la progesterona sérica
durante la estimulacién ovarica (Hugues J.N., 2011), sin embargo otros no
encuentran dicha correlaciéon (Bosch E., 2003), aunque no se debe olvidar
que la medicion sérica no siempre es reflejo de la bioactividad de la hormona.

Los niveles de progesterona mas bajos durante el ciclo ovarico
coinciden con la menstruacion debido a la lutedlisis. Sin embargo, una
lutedlisis incompleta puede verse en el 5% de las pacientes y en este caso
su estimulacién esta asociada a niveles mas altos de progesterona durante
la fase folicular, niveles mas bajos de estradiol y una tasa de gestacién mas
baja como se demostré en un estudio de 20 pacientes en los que el inicio
de la estimulacion se retrasd hasta dos dias en espera que disminuyera
la progesterona sérica, sin que se consiguiera mejorar los resultados de
gestaciéon (Kolibianakis, 2004a). Nosotros nos aseguramos la lutedlisis
mediante el uso sistematico de anticonceptivos orales durante el ciclo previo
a la estimulacién ovarica y en ningun caso encontramos progesterona
elevada al terminar los anticonceptivos orales y aunque los niveles de
estradiol rozaron la significancia estadistica al comparar los dos grupos, en
ningun caso se preservo la actividad del cuerpo luteo pues la progesterona
fue menor de 0.8 ng/mL en ambos grupos y el estradiol no superé los 87 pg/
mL. Pero mas importante aun es que el dia de la estimulacién ovarica en
ambos grupos el estradiol estuvo por debajo 23 pg/mL, algo que confirma la

ausencia de actividad ovarica residual del ciclo previo.
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La dosis de FSH utilizada fue similar en ambos grupos y aunque
algunos grupos plantean que la luteinizacion precoz es un fendmeno
asociado a la dosis de FSH (Filicori M., 2002, Bosch E., 2010) o la duracion
de la estimulacion previa a la administracion del GnRH-ant (Kolibianakis E.,
2004), en un metanalisis acerca del valor de la elevacion de la progesterona
el dia de la administracion de la hCG, no se encontré diferencias en la dosis
de FSH ni la duracion de la estimulacion en los grupos de pacientes con y
sin luteinizacién precoz (Venetis C.A., 2007). Sin embargo, en ese mismo
metanalisis encuentra que los niveles de estradiol estan significativamente
elevados en los pacientes que presentan luteinizacién precoz comparado
con aquellos que no. Nosotros no encontramos diferencias en los niveles
de estradiol entre los dos tipos de estimulacién, aunque hubo una ligera
tendencia a mayores niveles cuando se estimula con solo FSH el dia de la
aplicacion del hCG y durante los dias previos sucedia justamente al contrario.
Los niveles de estradiol eran ligeramente mayores en el grupo de FSH +
LH durante los dias de estimulaciéon previos a la aplicaciéon del hCG, pero
en ningun caso con diferencias estadisticas, algo especialmente importante
porque en los dos grupos se uso la misma dosis diaria de FSH (187.5 Ul/d).
Por lo tanto podemos confirmar que la adicién a mayores de 75 Ul/d de LH no
modifica los niveles de estradiol. Tampoco hubo diferencias en los niveles de
progesterona sérica el dia de la administracion de hCG entre ambos grupos,
en ninguno de los casos encontramos niveles de progesterona por encima de
1,96 ng/mL. Los valores de estradiol fueron contrarios a los descritos en un
estudio comparativo aleatorio ciego con un mayor numero de pacientes en
el que encontraron que después de administrar 225 Ul diarias durante 5 dias

de rFSH tenian niveles mas altos que con 225 Ul de HP-hMG en protocolo
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de agonistas de la GnRH, vy al final de la estimulacién sucedi6 al contrario.
De cualquier manera ese trabajo es diferente en aspectos como el tipo de
farmacos o el protocolo utilizado (agonistas de GnRH y HP-hMG) (Andersen
A., 2006). Nosotros escogimos la dosis de 187.5 Ul/d, un poco mayor a las
150 Ul/d recomendada en pacientes con un adecuado recuento de foliculos
antrales basados en el temor de una mayor supresion ovarica inducida por el
comienzo precoz del GnRH-ant y segun experiencias previas (Kolibianakis
E., 2003, 2004b). Esta decision parece haber sido acertada porque no
cancelamos ninguno de los ciclos, el resultado de los ciclos de estimulacién
en cuanto al numero de ovocitos recuperados, dias de estimulacion, niveles
de estradiol o frecuencia de sindrome de hiperestimulacion ovarica, asi como
la tasa de gestacion alcanzada en las receptoras de estas donantes no fue
diferente al descrito en nuestra experiencia con protocolos convencionales
(Melo M.A, 2006).

La elevacién prematura de la progesterona ha sido asociada a un
incremento en los niveles de andrégenos en plasma en respuesta a la
estimulacion con hMG y debida a su efecto sobre las células de la Granulosa
y de la Teca (Cedars M.1., 1990). En ese mismo sentido, se ha demostrado
un incremento en los niveles de andrégenos de forma transitoria después de
la administracién de hMG que culmina 12 a 15 horas después de la misma,
asociado a un incremento de los niveles séricos de progesterona. (Fanchin
R., 1995). Sin embargo, este estudio es solo con 9 pacientes y con un
control histérico para determinar los valores de corte para la progesterona
sérica. Ademas, toman como punto de corte para la elevacion seérica de
progesterona niveles de 0.9 ng/mL sin que se determine si efectivamente ese

valor se corresponde con un valor estadisticamente alejado de la media. En
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nuestro estudio no encontramos diferencias en los niveles de testosterona
durante toda la estimulaciéon cuando se estimulaba con FSH + LH o cuando
se hacia solo con FSH y nosotros usamos GnRH-ant, mientras el estudio
referido usaba agonistas de la GnRH.

La importancia de los andrégenos séricos o en liquido folicular, radica
en que son metabolitos intermedios en la biosintesis de los estrogenos y
gestagenos, sin embargo, podrian ellos por si mismos actuar sobre el
endometrio a través de su propio receptor. En un estudio sobre la expresion
de los receptores de andrégenos en el endometrio fueron estudiados en
30 muestras durante diferentes fases del ciclo menstrual. La expresion de
los receptores en las células estromales disminuyd gradualmente desde la
fase proliferativa temprana hasta la fase secretora media y aunque en la
fase secretora tardia estaba presente en todas las células endometriales
parece que existiera una menor expresion de los mismos (Mertens H.J.,
2001). Debido a la falta de variacién en las concentraciones de testosterona
entre los dos protocolos nos es imposible determinar si los niveles de éste
andrégeno estan implicados en la MEP.

El valor de progesterona por encima del cual debe considerarse
una luteinizacidn prematura debe ser calculado segun la sensibilidad y
especificidad del método empleado para determinar los niveles séricos de
progesterona, ademas de calcular la media de progesterona en una muestra
representativa. Aquellos valores que excedan dos desviaciones standard
por arriba de la media se consideran elevados y en nuestro estudio después
de analizar 2144 muestras de pacientes de nuestra clinica usando el Access
2 Inmunoassays System (Beckman Isaza, Madrid, Espafa) encontramos

como media de progesterona sérica; 1.17 ng/mL como desviacion standard;
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0.654, por tanto dos desviaciones standard y valor encima del cual debemos
considerar una luteinizacién precoz es de 1.96 ng/mL.

Las pacientes recibieron la progesterona en las dosis convencionales
como suplemento durante la fase lutea similar al usado en un ciclo de FIV
convencional, de esta forma podiamos medir el efecto de la estimulacién
como si se tratara de pacientes que iban a recibir embriones fresco durante
una FIV (Fatemi H.A., 2007) (Mufioz E., 2013).

El endometrio puede evaluarse mediante diferentes métodos
incluyendo la biopsia de endometrio en el que se estudian marcadores
morfologicos para estudiar el fechado o datacién endometrial, marcadores
bioquimicos o patrones de expresion génica. También se puede estudiar
mediante imagenes con la ecografia bi o tridimensional (Raga F., 1999) o de
forma directa mediante la histeroscopia o mediante el lavado uterino.

La interpretacion de la biopsia de endometrio mediante la anatomia
patologica convencional en busca de marcadores de datacion endometrial
es muy cuestionada como se demuestra en un estudio reciente en mujeres
fértiles e infértiles (Coufaris, 2004). La datacion histolégica del endometrio
basada en el estudio de tejido obtenido a través de la biopsia no parece
util en la evaluacion de las parejas estériles segun las recomendaciones
del comité practico de la ASRM.( The Practice committee of ASRM, 2006
). Sin embargo, muchos trabajos previamente han usado esta técnica para
evaluar el efecto que sobre el endometrio tiene la estimulacion ovarica (van
der Gaast M.H, 2009). En estos casos, el dia de la recuperacion de los
ovocitos, coincidiria con la ovulacién y por tanto se considera el dia 14 del
ciclo de menstrual (Lass M., 1998).

La MEP se define como un adelanto en la maduracién convirtiendo
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un endometrio proliferativo en secretor o un secretor inicial en secretor
medio lo cual se traduce en algunos casos en imposibilidad para conseguir
la gestacion como se ha descrito en varios estudios (Ubaldi F., 1997; Lass A,
1998, Kolibianakis E., 2002a). El efecto que la estimulacién ovarica con FSH
sobre la madurez del endometrio ha sido descrito hasta en el 100%, como en
el estudio de 55 pacientes a quienes se les tomo una biopsia de endometrio
el dia de la recuperacion de los ovocitos encontrando una media de 2,5 +
0,1 dias y una asociacion con altos niveles de LH al inicio de la estimulacién
y una mayor duracion de la estimulaciéon con FSH antes de la adicion del
GnRH-ant (Kolibianakis E., 2002a). En este mismo trabajo clasifican la
MEP segun el numero de dias de avance en la madurez y describen que
en caso de maduracion endometrial superior a 3 dias (extreme endometrial
advancement), no se consigue gestacion, de acuerdo con otros autores
(Ubaldi F., 1997). Si bien, el avance en la maduracién endometrial se ha
descrito desde antes de la aplicacion del hCG (Marchini M., 1991), nosotros
desconocemos en nuestro estudio a partir de qué momento empieza
a desencadenarse ese aumento de la MEP. En caso de transferencias
embrionarias en dia 2-3 de vida del embrién, en las que el endometrio podria
estar prerreceptivo, esta MEP puede ser beneficiosa como se plantea en un
estudio de 22 pacientes normales estimuladas con HMG pero en quienes
la transferencia embrionaria no se realiz6. En la biopsia de endometrio se
encontré que en 11 de ellas habia un patron endometrial avanzado, lo que
tedricamente facilitaria la implantacién embrionaria (Garcia J., 1984).

La frecuencia de la MEP es variable segun un estudio de 33
pacientes en quienes después de una estimulacion para FIV, el ciclo debid

ser cancelado por la presencia de un pélipo endometrial, que permitié el
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analisis del endometrio para datacion. En 15 pacientes (45,5%) el endometrio
estaba en fase, en 15 (45,5%) el endometrio estaba avanzado en 2-4 dias
y en 3 (9%) el endometrio estaba retrasado. En este trabajo, la menor edad
y el mayor numero de ovocitos recuperados, correlacion6 con el endometrio
avanzado (madurado tempranamente) (Lass A., 1998). La MEP no parece
relacionada con la calidad embrionaria como quedé demostrada en donantes
de ovocitos en ciclos estimulados con agonistas de la GnRH sin afectar la
viabilidad endometrial (Chetkowski R.J., 1997). Un estudio usando diferentes
protocolos de induccién de ovulacion demostré una MEP en el 85% de los
casos y asociado a la elevacién de la progesterona sérica (Sharma V., 1990).
Por el contrario, el retraso en la maduracion del endometrio estd menos
descrita, aunque estuvo asociada en dos estudios a la edad avanzada de la
mujer (Sterzik K., 1988 y Lass A., 1998).

Un aspecto interesante es ver cédmo se comporta el endometrio
durante la fase lutea en los dias siguientes a la recuperacion de los ovocitos
(hCG +2 en adelante). Nosotros evaluamos dos momentos del ciclo
endometrial desde un estado prerreceptivo (hCG +2) y uno receptivo (hCG
+7).En este sentido si vemos una MEP en porcentajes tan altos como en el
100% de los casos (Kolibianakis, 2002a), no es facil de explicar que haya un
porcentaje alto de implantaciones embrionarias o de gestaciones evolutivas
a pesar de ello. Nosotros analizamos el comportamiento del endometrio a
los 7 dias de la hCG, y observamos que el porcentaje de MEP descrito al
dia hCG + 2, practicamente desaparece. Hubo solo una paciente (de 6) en
el grupo de estimulacion con solo FSH y dos (también de 6) en el grupo
estimulacion con FSH + LH que tuvieron el endometrio con un adelanto de

la madurez de un dia. Una paciente del grupo de estimulacion con FSH
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+ LH tuvo un adelanto de la madurez superior a dos dias. En el resto de
pacientes (5 en el grupo de solo FSH y 3 en el de FSH + LH), el endometrio
se encontraba en fase de receptividad.

En un trabajo previo describen la desaparicion de la MEP cuando se
evalu6 el endometrio en la misma paciente 7 dias después de la recuperacion
de ovocitos (Kolibianakis E., 2003b). Mientras que otros grupos describen
que la MEP el dia de la recuperacién de ovocitos tiene un efecto directo en
el estado endometrial durante la ventana de implantacion (Saadat P., 2004).
Nosotros vimos que algunas las biopsias tomadas 5 dias después de la
extraccioén de los ovocitos (hCG + 7) se encontraban en fase y en aquellas
que no lo estaban, ese adelanto de la madurez habia desaparecido. Al
igual que otros grupos, encontramos que la MEP parece ser un fendémeno
transitorio o menos relevante al momento de la implantacion embrionaria.

Con laidea de bloquear el efecto de la LH enddgena nosotros utilizamos
un protocolo diferente al convencional administrando el GnRH-ant desde
el primer dia de estimulacion ovarica. Demostramos que este protocolo no
interfiere con las tasas de recuperacion de ovocitos y su funcionamiento en el
laboratorio (tasa de fecundacion y division embrionaria similar a descrita en otros
estudios) asi como las tasas de gestacion en las receptoras de esos ovocitos.
Esto coincide con otros estudios que comparan el protocolo de agonistas de
la GnRH con el inicio desde el primer dia de estimulacién del GnRH-ant en
pacientes con ovario poliquistico (Lainas T., 2007).

El negativo impacto que la estimulacién ovarica tiene sobre el endometrio
estd demostrado a nivel endocrinoldgico durante la fase lutea (Beckers N.,
2003), a nivel de histologia endometrial periovulatoria (Devroey P., 2004), a nivel

de implantaciéon embrionaria (Simon C., 1995), a nivel de marcadores tisulares
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de receptividad endometrial (van der Gaast M., 2008) y mas recientemente a
nivel génico (Martinez-Conejero J., 2007). Un trabajo con 21 pacientes normo-
respondedoras a quienes se les practicaron biopsias endometriales en ciclos
naturales (LH+2 y +7) y en ciclos estimulados (hCG + 2 y +7), demuestra que
bajo estimulacién ovarica el endometrio tiene un perfil de receptividad alterado y
altera funciones biologicas como la sefal del TGFR, la migracion transendotelial
de los leucocitos y el ciclo celular (Haouzi D., 2009).

Nosotros ampliamos nuestro objetivo con el uso de la tecnologia de
microarrays en el analisis del endometrio. El contar con una misma paciente
a quien se le tomod dos biopsias (hCG +2 y + 7), sometida a dos protocolos
distintos con la misma dosis de FSH hace de este analisis exento de variabilidad
intersujeto.

Cada fase del ciclo endometrial esta controlada por muchos genes
que son regulados por factores paracrinos, endocrinos y autocrinos. Los
genes alterados incluyen diferentes funciones bioldgicas: transcripcion y
biosintesis. En el presente estudio nosotros no encontramos diferencias en
la expresion global ni individual de los genes en el endometrio previamente
descritos como clave en la implantacion embrionaria cuando las pacientes
son estimuladas con FSH o FSH mas LH.

Un estudio previo de 47 pacientes a quienes se les tomo una biopsia
el dia de la recuperacion de ovocitos demuestra que en todas las pacientes
se observa un adelanto de la madurez endometrial entre 2 a 4 dias y ademas
hacen un analisis de expresion génica endometrial en 11 pacientes en el
que buscan relacionar el adelanto de dia 2-3 comparado con dia 4. Este
trabajo demuestra que hay un patron de expresion génica distinto entre los

endometrios con MEP de dias 2-3 comparado con los que tienen 4 dias
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de adelanto. Concluyen que el analisis de expresién génica endometrial
permite diferenciar si hay una MEP superior a 3 dias (Van Vaerenbergh |.,
2009). Como en trabajos previos (Kolibianakis E., 2002a), en ninguna de las
6 pacientes que tuvieron una MEP mayor de 3 dias, se consiguid gestacion.

El desarrollo endometrial de donantes de ovocitos tratadas con altas
dosis o dosis convencionales de GnRH-ant comparado con ciclos naturales
o ciclos con agonistas de GnRH ha sido estudiado mediante técnica de
microarrays. Este trabajo demuestra una menor alteracion del endometrio
en ciclos con GnRH-ant comparado con el de agonistas de la GnRH. Se
encontré que el ciclo con GnRH-ant simula mas un endometrio en un ciclo
natural que cuando se usa agonistas de la GnRH. (Simén C. 2005).

Un estudio de 12 donantes de ovocitos, 6 de ellas con una
progesterona sérica superior a 1,5 ng/mL y las otras 6 con una progesterona
menor, se les practicd una biopsia de endometrio en el dia hCG + 7. En
el grupo de pacientes con progesterona elevada se identificaron 140 genes
significativamente disregulados, los cuales estaban asociados a la adhesion
celular, procesos de desarrollo y sistema inmune (Labarta E., 2011).

Por nuestra parte, en este estudio hemos analizado la expresion
génica en todas las situaciones expuestas, tanto en estimuladas con sélo FSH
y en estimuladas con FSH y LH y tanto en dia 2 después de la estimulacion
como en dia 7 después de la ovulacion (en fase pre-receptiva y en fase
receptiva respectivamente). En estas comparativas hemos encontrado que
los patrones de expresion génica no mostraban diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparaban entre si las fases pre-receptivas, y lo
mismo ocurria al comparar ambas fases receptivas entre si. Como era de

esperar, las diferencias encontradas fueron al comparar entre las fases pre-
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receptiva y receptiva dentro del mismo tipo de estimulacion. La adiciéon de LH
no modifica de forma significativa el patrén de expresién génico endometrial y
esto coincide con estudios previos que analizan el patron endometrial después
de la aplicacién de dosis bajas de hCG en la fase folicular comparada con
ciclos de estimulacion convencional (Blockeel C., 2011).

Una vez obtenidas las listas de genes diferencialmente expresados,
lo realmente interesante es ver si estos genes se agrupan en categorias
funcionales y si estas categorias estan mas representadas en nuestra lista
de genes de lo que esperariamos para el conjunto de los mismos. Asi, una
categoria funcional concreta aparece como diferencialmente expresada si el
porcentaje de genes de nuestra lista de genes disregulados que pertenecen a
esa categoria es mayor al esperado para el genoma completo.

Para la expresién génica del endometrio en los estados pre y receptivo
en mujeres sanas bajo efecto de la estimulacion ovarica con FSH recombinante
asociada a la supresion hipofisiaria desde el inicio de la estimulacion con GnRH
ant, de acuerdo con la adicién o no de LH recombinante y haciendo este tipo
de analisis de enriquecimiento funcional, ya hemos visto en la seccion de
resultados que existen una serie de términos funcionales sobrerrepresentados.
Asi, en las mujeres bajo el efecto de la estimulacion ovarica con sélo FSH,
se descubren varios procesos sobrerrepresentados con significancia
estadistica (Tabla 6) entre los que destacan: procesos del sistema inmune
ya que el papel del sistema inmune es de gran importancia en el proceso
de la receptividad endometrial como se ha demostrado previamente (Zhang
D., 2012); También destaca la respuesta a estimulos, como en este caso a
estimulos hormonales, puesto que el desarrollo endometrial y la receptividad

endometrial estan regulados por hormonas (Dey S., 2004); regulacion de la
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proliferacion celular que es coherente con el hecho de que este tejido esta
proliferando y desarrollandose para alcanzar el maximo desarrollo durante
ese periodo; la organizacion del citoesqueleto que esta en la misma linea
que el proceso anterior puesto que las células para completar el ciclo celular
deben tener muy organizado el citoesqueleto y asi poder completar la mitosis;
la diferenciacion celular ya que las células no s6lo deben multiplicarse en
nuamero si no que deben adquirir el fenotipo funcional propio del endometrio
y la capacidad de receptividad; también se han visto genes implicados en
embarazo; regulacion de la localizacion celular o la regulacion negativa de la
apoptosis (Tabla 6) entre otros, los cuales pueden afectar el endometrio y el
proceso de implantacién (Labarta E.,2011).

En el caso de los componentes celulares destaca la region extracelular
que indica que hay muchos genes cuyos productos terminan secretados y
con funcién en la matriz extracelular o simplemente proteinas secretadas;
genes del huso meidtico y algunos genes como receptores de membrana,
entre otros. Dentro de las funciones moleculares destacan principalmente los
genes de tipo receptor, de union a otras proteinas o tipo citoquinas. Procesos
necesarios para obtener un endometrio funcional y receptivo. Funciones
que ya han sido previamente descritas en estudios de este tipo comparando
estadios pre-receptivos y receptivo del endometrio humano (Horcajadas, J.,
2007).

Y por ultimo, las vias KEGG (de Kyoto Enciclopedy of Genes and
Genomes (base de datos web)) se ha visto que se sobreexpresa la cascada
del complemento y la coagulacion con 6 genes diferencialmente expresados.
Ruta que ademas estda muy implicada con la receptividad endometrial

(Martinelli I., 2003).
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En el caso de las pacientes tratadas con FSH + LH destacan,
practicamente, los mismos procesos bioldgicos descritos en el caso de
estimulacion solo con FSH con pequefias variaciones en cuanto al numero
de genes diferencialmente expresados incluidos en cada uno de los términos.
En el mismo sentido, los componentes celulares son los mismos que en caso
de estimulacién con solo FSH, con igualmente una pequefia variacion en el
numero de genes comprometidos en cada tipo de estimulacion (122 genes
entre los tres componentes en caso de estimulacion con solo FSH y 126
cuando se estimula con FSH + LH).

Dentro de las funciones moleculares destacan, como diferencia entre
ambos, un pequeno grupo de genes de unién a cobre y a carbohidratos tipo
la heparina o el glicosaminoglicano. Y en el caso de la ruta de la cascada del
complemento y la coagulacion, simplemente hay un gen mas incluido en esta
categoria.

Todo esto indica que el desarrollo endometrial ha sido practicamente el
mismo en ambos tipos de estimulacién. Aunque se debe tener en cuenta que
el numero de genes estudiados esta limitado a 238 y quiza se haya perdido
algo de informacion durante el camino puesto que el estudio se ha limitado
a los genes que previamente habian sido descritos como importantes en el
proceso de desarrollo endometrial y se han obviado el resto de genes del
genoma.

Por lo tanto, podemos concluir que no existe una diferenciacién

ni génica ni de funciones metabdlicas inducidas a nivel endometrial con la

adicion de la LH durante la estimulacién ovarica.



CONCLUSIONES







Los estrégenos séricos durante la estimulacion ovarica, una vez
bloqueada la LH endégena no son diferentes cuando se usa FSH
con o sin LH

Los niveles de progesterona sérica no estan relacionados con la
adicién de LH

El endometrio presenta un adelanto de su madurez en todos los ciclos
de estimulacion ovarica al segundo dia después de la aplicacion de
la hCG y esto no depende de la adiciéon de LH a la estimulacion.

La MEP parece ser una situacion transitoria en dia hCG +2 en algunos
casos y en todo caso menor en el dia hCG + 7, pues 5 dias después
la maduracién endometrial es menor y se corrige en la mayoria de
las pacientes.

La adiciéon de GnRH-ant desde el primer dia de estimulacion es un
protocolo que parece ser seguro en donantes de ovocitos.

La expresion génica del endometrio no difiere cuando la estimulacion
ovarica se realiza con o sin LH.

Existe un cambio del patron endometrial evidente génicamente
cuando se pasa del segundo (estado prerreceptivo) al séptimo dia
(estado receptivo) después de la hCG, aunque este cambio no es
diferente cuando se usa solo FSH o FSH + LH en la estimulacion
ovarica.

El uso de LH exdégena a dosis de 75 Ul/d no se correlaciona con sus
niveles séricos durante la estimulacion.

La MEP no requiere de la elevacion de la LH o de la progesterona
sérica durante la fase folicular o al momento de la aplicacion del

hCG.
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10. No existen diferencias en los procesos biolégicos, componentes

11.

124

celulares o funciones moleculares expresados a nivel endometrial
cuando se estimula los ovarios con solo FSH comparado con la
estimulacion con FSH mas LH.

La via metabdlica de la cascada de coagulacion y el complemento se
expresa de forma significativa durante la estimulacion ovarica a nivel
endometrial, pero no de forma diferencial cuando se estimula con

FSH comparado con la estimulacién con FSH mas LH.
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Anexo 1.

Se le invita a formar parte en un estudio de investigacién clinica realizado
en mujeres que se someten a estimulacion ovarica para la donacion de
ovocitos. Antes de decidir sobre su participacion es importante que usted
entienda por qué se realiza el estudio y que se espera de usted, asi como
los riesgos e inconvenientes que pueden relacionarse con la participacion
en este estudio. Tomese su tiempo leyendo la informacién y no dude en

preguntar a su doctor/a si tiene alguna pregunta.

La estimulacién ovarica consiste en la administraciéon de diferentes tipos
de preparados hormonales y tiene como finalidad el crecimiento de varios
foliculos (lugar donde estan los 6vulos en los ovarios) y la obtencion de varios
ovocitos. Es el procedimiento utilizado habitualmente para la fecundacion in

vitro y para la donacion de ovocitos.

El propésito de este estudio de investigacion clinica es estudiar el efecto
que estas hormonas administradas para estimular los ovarios tienen sobre

el endometrio. El endometrio es el tejido que recubre la superficie interna del



utero y donde se implanta el embrion. El adecuado desarrollo de este tejido
es fundamental para que se produzca el embarazo.

Se investigaran los efectos sobre el endometrio de dos protocolos diferentes
de farmacos: uno incluyendo antagonistas de GnRH y FSH y otro incluyendo
los dos anteriores y LH, que se aplicaran en dos ciclos de tratamiento (dos

ciclos de donacion de ovocitos) a la misma mujer.

Es importante que antes de aceptar participar en este estudio lo entienda
completamente y esté dispuesta a cumplir con los procedimientos incluyendo
la aplicacion de la medicacion y la asistencia a las visitas programadas.

El tipo de medicacion, las dosis y los dias de duracion del tratamiento
son similares a los que se utilizan habitualmente para los tratamientos de
donacion de ovocitos.

La mayoria de las visitas formaran parte de los procedimientos normales en
tratamientos para donacidn de ovocitos: en todas se realizara una ecografia
transvaginal para medir el tamafio de los ovarios, el numero y tamafio de los
foliculos y el grosor del revestimiento de su utero. Se tomara una muestra de
sangre para evaluar el efecto de la medicacion.

El dia de la extraccidn de los ovocitos se le realizara una biopsia endometrial
cuando esté bajo el efecto de la sedacion. Esto consiste en la toma de
una pequena cantidad de revestimiento interno del Utero para su posterior
analisis.

Después de la retirada de los évulos usted comenzara a aplicarse un

medicamento por via vaginal durante 12 dias. Cinco dias después de la
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puncion de los ovarios realizara una visita para una nueva toma de sangre
y biopsia de endometrio.

La ultima visita sera con su menstruacion para control del retorno a la
normalidad de sus ovarios.

En un ciclo posterior de donacion se realizaran los mismos procedimientos
pero utilizando el esquema alternativo de medicacion.

La duracion aproximada del estudio sera de 3 meses no consecutivos.

Su participacion en el estudio es voluntaria y puede retirarse de él en cualquier
momento sin dar ninguna razon. Si elige hacer esto debera notificarlo al
personal de la clinica. No se le recogera informacion adicional y podra pedir

que las muestras de sangre retenidas previamente se destruyan.

Como los farmacos y las dosis utilizadas en este estudio son similares a
las utilizadas habitualmente en la estimulacion ovarica para donacién de
ovocitos, su aplicacion no supone un riesgo adicional a los descritos para
esta técnica.

No se han descrito efectos secundarios relevantes derivados de la aplicacion
vaginal de progesterona.

La biopsia de endometrio es un procedimiento minimamente invasivo, que
consiste en la introduccién de una sonda o canula en el interior del utero, por
via vaginal y la extraccidon de una pequena cantidad de tejido de revestimiento
interno del mismo. Puede producir ligeras molestias o un sangrado escaso.
Raramente produce dolor intenso, mareo, hemorragia prolongada o infeccion.

Estos sintomas son temporales y no dejan secuelas a largo plazo.
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Toda la informacién proporcionada por usted se tratara como confidencial.
Su identidad y su nombre no se pasaran a otros, solo se conoceran por el

personal que la trate en la clinica.
Los resultados de este estudio pueden presentarse en conferencias o

publicaciones, pero su identidad no se descubrira en estas presentaciones.
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Anexo 2.

El dr/a.

me ha informado acerca de la naturaleza y propoésito de este estudio. El/
ella también me ha informado acerca de los productos y procedimientos
implicados en este estudio.

Se me han explicado los riesgos, me ha dado la oportunidad de proponer
cualquier pregunta con respecto al estudio y sé que la participacion en este
estudio es voluntaria.

Soy consciente del hecho de que es posible que me retire del estudio en
cualquier momento sin penalizacion.

También soy consciente del hecho de que mi identidad nunca se descubrira
en ninguna publicacién hecha como resultado de este estudio clinico.

Sé que la informacién se trata confidencial y apropiadamente codificada.
He leido el “consentimiento informado” y me han explicado minuciosamente

el estudio y estoy de acuerdo en participar en este estudio.

Consiento,

DNI.






