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1. INTRODUCCION

La endometriosis se define como la presencia de tejido endometrial ectoépico.

Las técnicas de reproduccién asistida (TRA) constituyen el tratamiento de muchas causas de
esterilidad, entre otras la endometriosis. Los resultados de la reproduccién asistida en mujeres
con endometriosis parece que son peores que los obtenidos con mujeres sin endometriosis.
Un meta-analisis de 22 estudios publicados ha mostrado que la posibilidad de conseguir una
gestacién en mujeres con endometriosis era significativamente menor (Odds Ratio (OR) 0.56;
95% intervalo de confianza (IC), 0.44-0.70) que en la esterilidad de causa tubéarica (Barnhart,
Dunsmoor-Su, & Coutifaris, 2002). El analisis multivariante también demostré una menor tasa
de fecundacién e implantacién, asi como un menor nimero de ovocitos obtenidos en mujeres

con endometriosis.

Esta peor tasa de gestacidén e implantacién se cree que estd originada en una mala calidad
ovocitaria, que puede llevar a una menor tasa de fecundacién (Norenstedt, Linderoth-Nagy,
Bergendal, Sjoblom, & Bergqvist, 2001) o producir embriones de baja calidad morfolégica con

una reducida capacidad para implantar (Simén et al, 1994).

Sin embargo, son pocos los estudios publicados que evaltian la calidad ovocitaria en mujeres

estériles con endometriosis que realizan TRA (I. D. Barcelos et al,, 2009).
La calidad ovocitaria depende, entre otros factores, de un microambiente folicular adecuado.

Las células granulosas foliculares obtenidas durante la puncién ovérica y captacién ovocitaria
en los ciclos de fecundacién in vitro (FIV) pueden ser divididas en dos subpoblaciones: células
del cimulo (CC) y células de la granulosa murales (CGM). Las CC forman un grupo de célu-
las asociadas en intima relacién con el ovocito en el foliculo antral y las CGM se alinean en
la pared folicular. Las células de la granulosa juegan un papel importante en la diferenciacién
folicular, logrando condiciones éptimas para el desarrollo ovocitario, la ovulacién, la fecunda-
cién y la implantacién subsiguiente. Mas atin, la comunicacién entre el ovocito y éstas células
ocurre durante el desarrollo folicular y es esencial para la adquisicién de la competencia de los
ovocitos de mamiferos (Fair, 2003) (Assou, Haouzi, De Vos, & Hamamah, 2010) (Ouandaogo

et al, 2012).
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El desarrollo y el gran progreso en la biologia molecular junto con el advenimiento de la era
“omica” ha expandido el conocimiento de los procesos moleculares de la reproduccién asis-
tida y se han convertido en una gran oportunidad para mejorar los conocimientos a nivel
genético y molecular de los tratamientos dirigidos de la infertilidad. Especificamente, se han
empezado a identificar potenciales biomarcadores indicativos de la calidad embrionaria y del
potencial de gestacién por medio de enfoques de protedmica, metabolémica y transcriptémi-
ca. De particular interés han sido las investigaciones sobre los perfiles transcripcionales de
las células del cimulo. Por tanto, el estudio de la expresién de los genes que intervienen en
la competencia del ovocito en las CC de los ovocitos maduros humanos podria ser utilizado
como una forma de asesoramiento de la calidad ovocitaria y la prediccién de los resultados de
la TRA (Hamel et al,, 2008) (Tesfaye et al.,, 2009). El perfil de expresién génica de las células de
la granulosa podria reflejar con certeza el potencial fértil de un ovocito de una manera no-inva-
siva. La identificacién de ovocitos que generan embriones de alta calidad con mayor capacidad
para la implantacién podria reducir el niimero de embriones transferidos sin reducir la tasa

de embarazos.

Algunos estudios han demostrado una correlacién entre la expresién del dcido ribonucleico
(ARN) mensajero en las CC y la calidad ovocitaria y embrionaria e incluso expresién diferen-
cial de transcritos entre CC y ovocitos que lograron embarazo. En un an&lisis de expresién
génica y su correlacién con embarazo, mediante el estudio de CC humanas recogidas inme-
diatamente tras la puncién ovérica se han encontrado 12 genes con capacidad predictiva para

resultados de embarazo basados en su nivel de expresién (lager et al,, 2013).

Un gen candidato serfa el gen del citocromo P450, familia 19, subfamilia A, polipétido 1
(CYP19A1) -OMIM*107910- que codifica a la aromatasa, una enzima limitante en la sintesis de
estrégenos a partir de andrégenos, que esté involucrada en la conversién de androstenediona

y testosterona en estrona y estradiol, respectivamente.

Por otra parte, aunque los datos son controvertidos, la receptividad endometrial no parece que
contribuya a la reduccién de los resultados de las TRA en estas mujeres. Se ha demostrado que
mujeres sanas que donaban ovocitos conseguian altas tasas de gestacién en las receptoras con
o sin endometriosis. En cambio, cuando las donantes tenfan endometriosis, estos resultados

eran peores (Sung, Mukherjee, Takeshige, Bustillo, & Copperman, 1997) (Hickman, 2002).
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Se han ensayado diversos tratamientos médicos para intentar mejorar los resultados de la
TRA en mujeres con endometriosis. Se ha demostrado que el tratamiento prolongado con
anédlogos de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) unos meses antes de la FIV
mejora las tasas de implantacién y gestacién (Dicker et al,, 1990) (Curtis, Jackson, Bernard,
& Shaw, 1993) (Marcus & Edwards, 1994) (Chedid, Camus, Smitz, Van Steirteghem, & Devroey,
1995). Un meta-anélisis ha mostrado que un tratamiento de 3-6 meses con analogos de GnRH
previos a una FIV aumenta 4 veces la odds de embarazo clinico en mujeres con endometriosis
(Sallam, Garcia-Velasco, Dias, & Arici, 2006). No obstante, estos resultados se concluyeron a
partir de 165 pacientes y 78 embarazos, incluidos en 3 ensayos clinicos, en los que no se trata-
ba especificamente a pacientes con endometriomas y en ninguno se utilizé un placebo en el
grupo control. Con el fin de dilucidar los mecanismos fisiopatolégicos que corroboren estos

resultados fue disefiado el presente trabajo

1.1. FISIOPATOLOGIA DE LA ENDOMETRIOSIS

Ha pasado maés de un siglo desde la descripcién original de la endometriosis por Rokitansky v,
pero aun hoy se desconocen con exactitud los mecanismos mediante los cuales se desarrolla
la enfermedad. La fisiopatologia de la esterilidad asociada a la endometriosis avanzada pare-
ce facil de explicar por las modificaciones anatémicas que sufre el aparato genital femenino.
Sin embargo, la esterilidad asociada a estadios de endometriosis leve-moderada sigue siendo
desconocida y son muchas las hipétesis que se han postulado para explicarla. Algunos de los
resultados obtenidos con técnicas de reproduccién asistida sugieren que otros mecanismos,
ademaés del puramente mecanico, estdn implicados en la esterilidad asociada a endometriosis.
No hay hasta la actualidad una teorfa tinica que englobe y unifique el origen de la endome-
triosis. En cambio, han sido propuestas varias teorias por parte de los investigadores lideres
en este campo de las distintas observaciones referentes a su patogénesis (Figura 1). Estas pue-
den ser categorizadas en teorias que proponen que los implantes se originan del endometrio
uterino y teorias en las que los implantes se originan a partir de otros tejidos diferentes al
uterino. Hay factores intrinsecos en estas teorias cuyos roles empiezan a ser delineados, aun-
que son insuficientes para explicar y confirmar su papel por si mismos como causa-efecto en
el desarrollo de la endometriosis. Estos factores incluyen, la susceptibilidad genética, factores

ambientales, endocrinos e inflamatorios, entre otros (Bulun, 2009) (Crain et al., 2008).

Entre las teorias que proponen un origen no-uterino de la enfermedad, se encuentran la teoria

de la metaplasia celémica, que implica la transformacién del tejido peritoneal normal en tejido
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Figura 1: Teoria de la patogénesis de la endometriosis. Adaptada de (Burney & Giudice, 2012).

endometrial ectépico (Iwanoff, 1898). Los agentes responsables de dicha transformacién son
poco conocidos, aunque serian buenos candidatos algunos disruptores endocrinos quimicos;
la teoria de la induccién, que esta intimamente relacionada con la anterior, sostiene que los es-
timulos endégenos como factores hormonales o inmunoldgicos, podrian favorecer la diferen-
ciacién celular del peritoneo a células endometriales (Levander & Normann, 1955). Finalmente,
la teoria de los restos embrionarios miillerianos propone que las células residuales de la migra-
cién de los conductos miillerianos embrionarios mantienen la capacidad de transformarse en
lesiones endometridsicas bajo la influencia estrogénica al inicio de la pubertad (Wood Russell,

1899) o quizd en respuesta a sustancias con accién estrogénica.

1.1.1. TEORIA DE LA METAPLASIA CELOMICA

Segtn esta hipdtesis, el peritoneo parietal es un tejido pluripotencial que puede sufrir trans-
formaciones metaplésicas para convertirse en un tejido idéntico desde el punto de vista his-
tolégico al endometrio normal. Un estudio publicado propuso que algtin compuesto irritante
presente en el endometrio estimularfa la transformacién metaplésica del epitelio peritoneal,
lo que se seguiria de la formacién de tejido endometrial tipico tanto a nivel estructural como
functional (J. Sampson, 1927). Puesto que que el ovario y las estructuras de las que deriva el
endometrio, los conductos de Miiller, provienen del epitelio celémico, la metaplasia podria ser
responsable del desarrollo de la endometriosis ovarica. Esta teoria resulta atractiva en los ca-
sos de endometriosis en ausencia de menstruacién. No obstante, la ausencia de endometriosis

en otros tejidos derivados del epitelio celémico contradice esta hipétesis.
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1.1.2. TEORIA DE CELULAS PROGENITORAS

Una teoria mas reciente sugiere que las células progenitoras o células madre originadas en
la médula ésea podrian diferenciarse en tejido endometriésico (Sasson & Taylor, 2008). Se
incluyen distintas lineas celulares candidatas como las células madre mesenquimaticas y epi-
teliales de la médula ésea. Las teorias que sugieren un origen no endometrial se apoyan en
casos descritos de tejido endometrial confirmado histolégicamente en pacientes sin endome-
trio menstrual, como las pacientes con sindrome de Rokitanski-Kuster-Hause (Rosenfeld &

Lecher, 1981).

Entre las teorias que proponen que los implantes son del endometrio uterino, se pueden men-
cionar la teorfa de las metastasis benignas, que sostiene que el endometrio ectépico es el re-
sultado de diseminacién linfatica o vascular de las células endometriales (Halban, 1925) (J. A.
Sampson, 1927) y la teoria de la menstruacién retrégrada propuesta inicialmente por Sampson

en el afio 1920 (J. Sampson, 1927).

1.1.3. TEORIA DE LA DISEMINACION LINFATICA Y VASCULAR

Desde hace tiempo se sabe que la regién retroperitoneal posee una profusa irrigacién linfatica.
La endometriosis puede afectar a casi todos los tejidos y érganos, por lo que el mecanismo de
la endometriosis distal podria sustentarse en la diseminacién hematégena o linfatica (Gong
& Tempfer, 2011). Estudios microvasculares demostraron flujo desde los gangios linfaticos del
cuerpo uterino hacia el ovario, sugiriendo un posible rol del sistema linfatico en la etiologia de
la endometriosis ovarica. La evidencia més sélida de esta teoria proviene de publicaciones que
describen lesiones endometriésicas confirmadas histolégicamente en sitios distales lejanos
al itero como el hueso, pulmones y cerebro. Ademaés, la tendencia a la diseminacién linfatica
del adenocarcinamona endometrial pone de relieve la facilidad de transporte del endometrio
por esta via (McMeekin & Tillmanns, 2003). Sin embargo, a pesar de tratarse de una teorfa
atractiva, se ha investigado poco esta modalidad de diseminacién de la endometriosis en es-
tudios experimentales. Un estudio prospectivo llevado a cabo de 26 casos consecutivos de
mujeres con endometriosis rectosigmoidea en el que se analizaron la afectacién ganglionar
por focos endometridsicos, establecié una correlacién con pardmetros clinicos e histolégicos
(Noél, Chapron, Fayt, & Anaf, 2008). Se evidencié afectacién ganglionar por la endometriosis
en el 42,3% de las pacientes y se identificé invasién linfovascular en el 36,3% de los casos. La

afectacién ganglionar por los focos endometridsicos constituye un hallazgo frecuente en la
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endometriosis rectosigmoidea y puede deberse, al menos en parte, a la diseminacién linfatica
de la enfermedad. Por otra parte, la diseminacién linfatica refuerza en mayor medida la teorfa

que concibe la endometriosis como un trastorno sistémico crénico agresivo.

1.1.4. TEORIA DEL TRASPLANTE DIRECTO

El trasplante directo inadvertido de tejido endometrial en el momento de una cesarea, inter-
vencién quirirgica pélvica y reparacién de una episiotomia constituyen la causa més probable

de la endometriosis observada en cicatrices quirirgicas y el perineo (Taff & Jones, 2002).

1.1.5. TEORIA DE LA MENSTRUACION RETROGRADA

Esta teoria propuesta por Sampson en 1920 es la més avalada y la apoyan multiples lineas de
evidencia cientifica (J. Sampson, 1927). Se ha observado menstruacién retrégrada hasta en el
90% de las mujeres con trompas de Falopio permeables en la evaluacién laparoscépica. Este
mecanismo se ve respaldado por la observacién de volimenes mayores de sangre y tejido en-
dometrial transportados retrégradamente en la pelvis de mujeres con endometriosis (D’Hoo-
ghe et al, 1995), asi como también en los estudios realizados en pacientes con obstruccién al
flujo de salida, como es el caso de mujeres adolescentes con obstruccién congénita en el tracto
de salida, en las que la prevalencia de endometriosis es mayor (Sanfilippo, Wakim, Schikler, &

Yussman, 1986).

De igual modo, el hiperperistaltismo uterino y la disfuncién de su contractilidad en mujeres

con endometriosis intervienen en el aumento del flujo endometrial (Leyendecker et al,, 2004).

Aunque la menstruacién retrégrada explica el desplazamiento de los fragmentos endometria-
les a la cavidad peritoneal, para el desarrollo de los implantes endometriésicos son necesa-
rios otros pasos adicionales, como “escapar” del aclarado por parte del sistema immune, la
adherencia e invasién al epitelio peritoneal, el establecimiento de una vascularizacién local
y el crecimiento. Se ha demostrado que las células endometriales viables aisladas del liquido
peritoneal crecen en sistemas de cultivo celular y son capaces de atravesar la superficie me-
sotelial del peritoneo. Estudios en animales demostraron que los fragmentos de endometrio
sometidos a diseminacién retrogada se adhieren al mesotelio peritoneal y lo atraviesan, de
modo que se establece una red de irrigacién que posibilita la supervivencia y la proliferacién

de células implantadas (Giudice, 2010).
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1.2. ETIOPATOGENIA DE LA ESTERILIDAD FEMENINA
ASOCIADA A ENDOMETRIOSIS

Como ya se menciond previamente, la endometriosis se define por la presencia de estroma y
glandulas endometriales fuera de la cavidad uterina, produciendo una reaccién inflamatoria

crénica. Las principales manifestaciones clinicas son el dolor pélvico crénico, la dispareunia y

la esterilidad/infertilidad.

Las tres formas diferentes de presentacién de la endometriosis son los implantes endometrié-
sicos sobre la superficie del peritoneo parietal y ovarios (endometriosis peritoneal), los quistes
ovéricos rodeados de mucosa endometrial (endometriomas), y las masas sélidas complejas
compuestas por tejido endometriésico mezclado con tejido adiposo y fibromuscular, que se
ubican entre el recto y la vagina (nédulos endometridsicos rectovaginales). Las tres entidades
pueden ser variantes del mismo proceso patolégico o pueden ser causados por mecanismos
diferentes (Garry, 2004). Estas lesiones pueden aparecer en forma tnica y aislada o combina-

das entre si y estar asociadas con un mayor riesgo de esterilidad o dolor crénico.

Se han propuesto diversos mecanismos para intentar explicar la asociacién entre endometrio-

sis e infertilidad (de Ziegler, Borghese, & Chapron, 2010).

1.2.1. DISTORSION DE LA ANATOMIA PELVICA

La endometriosis puede causar esterilidad por el bloqueo fisico-mecéanico de las trompas de
Falopio. Las adherencias y la fibrosis provocadas por la endometriosis dificultarian la libera-

cién de ovocito por el ovario y su captacién y transporte por la trompa.

1.2.2. FUNCION PERITONEAL ALTERADA

Se observa en mujeres con endometriosis un aumento tanto del volumen del liquido peritoneal
como de la concentracién en él de macréfagos activados, prostaglandinas (PGs), interleukina-1
(IL-1), factor de necrosis tumoral (TNF) y proteasas, asi como de una sustancia inhibidora de
captura ovocitaria. Estas alteraciones podrian tener efectos adversos sobre el ovocito, el esper-

ma, el embrién y la trompa de Falopio.
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1.2.3. ALTERACION DE LA FUNCION HORMONAL Y DE LA
INMUNIDAD CELULAR

En el endometrio de las mujeres con endometriosis podria darse un aumento de linfocitos, de
anticuerpos IgA e IgG y, en algunos casos, de autoanticuerpos contra antigenos endometria-

les, lo que alteraria la receptividad y la implantacién del embrién.

1.2.4. ANOMALIAS ENDOCRINAS Y OVULATORIAS

Podrian consistir en disfuncién de la fase litea, crecimiento folicular anormal, presencia de
picos de hormona luteinizante (LH) prematuros y multiples y el sindrome de foliculo luteini-

zado no roto.

1.2.5. ALTERACION DE LA CALIDAD OVOCITARIA Y EMBRIONARIA

La peor calidad ovocitaria embrionaria puede deberse a influencias del liquido peritoneal en
el proceso normal de fecundacién. Es conocido que la fecundacién ocurre fisiolégicamente
en la regién ampular de la trompa, que se encuentra abierta al ovario y expuesta al medio pe-
ritoneal. Se sugirié que el liquido peritoneal de las pacientes con endometriosis produce una
inmovilizacién de los espermatozoides dependiente de la accién de los macréfagos, y de la
IL-1 e IL-6 (Aeby, Huang, & Nakayama, 1996). Por otra parte, el TNFa puede causar un dafio al
acido desoxirribonucleico (ADN) del espermatozoide, lo que aumentaria la peroxidacién de la
membrana y la apoptosis celular, disminuyendo su capacidad fecundante. Ademaés el aumento
de citoquinas en el liquido peritoneal, contribuiria a la disminucién de la unién del esperma-
tozoide con la zona pelicida y dificultarfa la reaccién acrosémica (Barbonetti et al,, 2008). Es-
tudios en el liquido folicular evidenciaron anomalias en el ambiente folicular de las pacientes
con endometriosis, existiendo un aumento de las concentraciones de IL-6, IL-1b, IL-10 y TNF4,
asi como disminucién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Garrido, Navarro,
Remohi, Simén, & Pellicer). Esta menor expresién de VEGF en el liquido folicular se identificé
como una alteracién clave que explicaria la menor calidad embrionaria y de las tasas de emba-

razo (Pellicer et al., 2000).

1.2.6. ALTERACIONES ENDOMETRIALES

En las mujeres con endometriosis se producirfa una disfuncién de la funcién endometrial que
contribuiria tanto al desarrollo de la enfermedad como a la alteracién de los mecanismos de

la implantacién embrionaria. En este sentido, se describieron multiples anomalias en la expre-
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sién de factores tisulares, angiogénicos y proteoliticos en el endometrio de mujeres con endo-
metriosis (Gilabert-Estellés et al.,, 2007). Un estudio demostré un aumento de la inmunoreac-
tividad de apolipoproteina A-I en el epitelio luminal del endometrio eutépico y en el liquido
peritoneal de las pacientes con endometriosis, sugiriendo que esta proteina antiinflamatoria
seria clave para una menor receptividad endometrial (Ferrero et al, 2007). La expresién de
esta apolipoproteina proporcionaria una huella proteémica especifica que podria permitir dis-
criminar entre el endometrio receptivo y no receptivo para la implantacién embrionaria. Por
ultimo, se identificaron autoanticuerpos de tipo IgG e IgA contra antigenos endometriales en
mujeres con endometriosis que podrian ser responsables de una anormal receptividad endo-

metrial limitando la implantacién embrionaria..

1.3. CLASIFICACION DE LA ENDOMETRIOSIS

En el afio 1979 la Sociedad Americana de Fertilidad propuso por primera vez un sistema de
clasificacién para la endometriosis. Esta clasificacién fue revisada en el afio 1985 y publicada
en el afio 1996 (Tabla 1) (Canis et al., 1997). La nueva clasificacién eliminé la estadificacién de
extensién, quité la endometriosis tubérica como categoria separada, creé una categoria para
enfermedad minima, diferencié lesiones superficiales y profundas del peritoneo y los ovarios,
incorporé més detalles para las adherencias anexiales, cuantificé las adherencias membrano-
sas y densas, considerd la obliteracién del fondo de saco posterior como enfermedad severa y

duplicé la asignacién de la puntuacién y tuvo en cuenta patologia adicional.

Esta clasificacién ha sido muy 1til para documentar la enfermedad pero en general no es 1til
clinicamente en la prediccién del prondstico u opciones de manejo tanto para el dolor como

para la infertilidad (Adamson, 2011).

1.4. ESTEROIDEOGENESIS OVARICA

Las hormonas sexuales femeninas producidas en el ovario son fundamentalmente el estradiol
v la progesterona, aunque también se producen pequefias cantidades de estrona, androstene-
diona, testosterona, 17 0-hidroxiprogesterona y varias hormonas no esteroideas, como la inhi-
bina y la relaxina. Las células principales de produccién esteroidea se localizan el en el ovario
v son la granulosa, la teca y las células del cuerpo liteo, que poseen el sistema enzimatico

complementario completo requerido para la sintesis de estas hormonas.
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Tabla 1: Clasificaciéon de la endometriosis. Adaptada de (Canis et al., 1997).

Los esteroides ovéricos derivan del colesterol. La fuente principal de colesterol utilizado por el
ovario deriva de la captacién del colesterol de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). El co-
lesterol se transporta después a las membranas mitocondriales, donde comienza la biosintesis

esteroidea. La proteina reguladora aguda (StAR) es la principal transportadora de colesterol
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desde la membrana externa a la membrana interna de la mitocondria, donde se encuentran
la mayoria de las enzimas que intervienen en la esteroideogénesis. Por tanto, hay dos pasos
limitantes en este proceso: la entrada del colesterol a la mitocondria de las células tecales,
reguladas por la proteina StAR (Hasegawa et al.,, 2000); y la conversién de androstenediona a

estrona por la aromatasa en las células de la granulosa.

La produccién de esteroides durante el ciclo menstrual estd en funcién del contenido de
cuatro enzimas clave, que son la CYP desramificante, la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD), la 17-hidroxilasa (CYP17A1) y la aromatasa. Estas enzimas catalizan la conversién
de colesterol a pregnenolona, de pregnenolona a progesterona, de pregnenolona a andrége-

nos y finalmente de andrégenos a estrégenos.

Tanto las células tecales como las del cuerpo liteo son capaces de sintetizar elevadas cantida-
des de andrégenos, mientras que las células granulosas no son capaces de ello. El tltimo paso
para la biosinteis de los estrégenos es la aromatizacién del anillo A de los andrégenos utili-
zando la enzima aromatasa, que esté presente en grandes cantidades en las células granulosas,

por lo que estas células son capaces de transformar los andrégenos en estrégenos.

1.4.1. TEORIA DE LAS DOS CELULAS

La produccién de esteroides ovaricos es un proceso complejo que incluye diferentes vias de
sefializacién en distintas células. Un foliculo tipico de mamifero esta constituido por al menos
cuatro tipos celulares. Cada foliculo contiene un ovocito rodeado por células de la granulosa.
Estas células estédn rodeadas a su vez por una capa externa de células de la granulosa, que a su

vez estdn rodeadas por las células tecales (Figura 2) (Hawkins & Matzuk, 2008).

La esteroideogénesis parece producirse mediante el modelo de las “dos células/dos gonado-
trofinas”, donde los andrégenos son sintetizados a partir del colesterol en las células de la teca
estimuladas por LH, seguidos por la conversién a estrégenos en las células de la granulosa
expuestas a estimulo de la hormona foliculo estimulante (FSH). Los receptores de LH y la
enzima 17-hidroxilasa, que convierten pregnenolona y progesterona a dehidroepiandrosterona
(DHEA) y androstenediona, respectivamente, son expresados principalmente en las células
tecales, mientras que los receptores de FSH y la enzima aromatasa, que convierten andrége-
nos a estrégenos, son expresados predominantemente en las células de la granulosa (Figura

3) (Hannon & Flaws, 2015).
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Figura 2: Anatomia del foliculo ovarico. Adaptada de (Hawkins & Matzuk, 2008).

Tanto las células de la teca como las células granulosas expresan la proteina StAR, la enzima
CYP11A1yla 3B-HSD. Por tanto, ambos tipos celulares son capaces de sintetizar pregnenolona
y progesterona a partir del colesterol. Sin embargo, en la fase folicular, las células de la granu-

losa relativamente avascularizadas ven limitada su disponibilidad de oxigeno y de colesterol,
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Figura 3: Teoria de las dos células. Adaptada de (Hannon & Flaws, 2015).
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por lo que producen bajas cantidades de estos esteroides. En cambio, tras la exposicién a gona-
dotrofinas, las células de la granulosa se luteinizan y adquieren capacidad de sintetizar gran-
des cantidades de pregnelolona y progesterona (Havelock, Rainey and Carr 2004). Dado que
las células de la granulosa carecen de la enzima CYP17A1, no pueden convertir progestdgenos
a andrégenos, como ocurre en las células tecales, por lo que la mayor produccién de progeste-

rona por parte del ovario proviene de la células de la granulosa més que de las células tecales..

1.5. PAPEL DE LA AROMATASA. PARTICULARIDADES EN LA
ENDOMETRIOSIS.

La aromatasa, también denominada estrégeno sintetasa, es una enzima del citocromo P450 de
503 aminoéacidos que cataliza la formacién de estrégenos aromaticos C18 a partir de andrége-

nos C19 (Figura 4). Se la simboliza como CYP19A1.

La aromatasa se localiza en el ovario y en la placenta y participa en la regulacién de distintas
funciones reproductivas. La enzima ademés estd ampliamente distribuida en el tejido extrago-

nadal como musculo, higado, foliculos pilosos, tejido adiposo y cerebro.

testosterona androstenediona
- — s~ =4

I
17 - cetorreductasa
aromatasa aromatasa
17 - cetorreductasa

_____ — s — — - 4
ESTRADIOL ESTRONA

H,C O

H,C OH
HOQ:Sjj HO': £

Figura 4: Accion de la aromatasa.
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El gen esté localizado en el cromosoma 15g21.2, con un tamafio de 130554 pares de bases (pb)

y 10 exones que lo conforman y codifican a un miembro de la superfamilia de enzimas del

citocromo P450. Estas enzimas son monooxigenasas que catalizan varias reacciones involu-
cradas en el metabolismo de farmacos y de la sintesis del colesterol, esteroides y otros lipidos.
Estas protefnas se localizan en el reticulo endopldsmico e intervienen en los ultimos pasos de
la sintesis de estrégenos, tres sucesivas hidroxilaciones del anillo A de los andrégenos. Muta-
ciones en el gen de la aromatasa pueden resultar tanto en aumento como en disminucién de

la actividad de la enzima.
El estrégeno constituye un factor determinante para el desarrollo de la endometriosis.

Hay diferencias claras desde el punto de vista molecular entre el tejido endometridsico y el
endometrio, como la sobreproduccién de estrégenos, prostaglandinas y citoquinas a favor del
tejido endometrial (Figura 5). También ocurren diferencias sutiles en el endometrio de una
mujer con endometriosis comparado con el endometrio de una mujer sin endometriosis (No-

ble, Simpson, Johns, & Bulun, 1996).

1.5.1. ENDOMETRIO NORMAL

En el endometrio normal la actividad de la enzima ciclooxigenasa-2 (COX-2) y por tanto, la
produccién de la prostaglandina E2 (PGE2), es baja. En consecuencia, normalmente, la aroma-
tasa no se expresa en el endometrio. De esta manera no hay una produccién local de estrége-
nos. Este efecto es mantenido por proteinas inhibidoras que se unen al ADN en la regién pro-
motora del gen CYP19A1. Estos factores inhibidores pueden unirse directamente al ADN en la
regién promotora (inhibidores 1y 2) o pueden unirse a factores de transcripcién y reprimir su
actividad a través de interacciones proteina-proteina (correpresores 1y 2). En la endometriosis,
sin embargo, los inhibidores o correpresores estdn disminuidos o ausentes. En su lugar son
sustituidos por proteinas que se unen al promotor del gen CYP19A1 y activan su transcrip-
cién. De nuevo, estas proteinas se unen directamente al ADN como factores de transcripcién
clasicos (estimuladores 1y 2) o interactian con protefnas que se unen al ADN y aumentan su

actividad transeripcional (coactivadores 1y 2) (Figura 6) (Bulun et al, 2004).

Durante la fase lttea, las concentracién de la enzima dependiente de progesterona 17 B-hi-
droxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (HSD17B2) es alta y cataliza la conversién de la molécula
biologicamente activa estradiol a estrona, que es menos estrogénica, lo que garantiza la ate-

nuacién de los efectos estrogénicos como respuesta a la progesterona (P). Ademas, la P posee
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A. Endometrio en mujeres sin endometriosis

precursor COX-2 s baja PGE2

Baja
precursor aron)zr(asa est%nos S PGE2
estradiol Hﬁ)WBZ estrona local

B. Endometrio en mujeres con endometriosis

precursor COX-2 s, baja PGE2

Moderada PGE2
precursor aromatasa , estrégenos y
estradiol HSD17B2 i bajo E2 local

7

C. Tejido endometriésico ectopico

precursor COX-2 s baja PGE2

precursor aromatasa , estrégenos Altas PGE2
y

estradiol HS/D/YfB2 < eyréna E2 local

Figura 5: Endometrio normal y endometriosis. Adaptada de (Bulun, 2009). COX-2: ciclooxige-

nasa-2, PGE2: prostaglandina E2, HSD17B2: 17 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2.

una accién antagénica de los estrégenos en el endometrio normal durante la fase litea del
ciclo. En cambio, en el endometrio de la mujer con endometriosis, hay un leve incremento en

la actividad de la enzima COX-2 con una actividad de aromatasa detectable (Figura 5).

1.5.2. IMPLANTE ENDOMETRIOSICO

Al contrario de lo que pasa en el endometrio normal, se ha demostrado que los implantes en-
dometriésicos expresan aromatasa y 17 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (HSD17B1),
las enzimas implicadas en la conversién de androstenediona en estrona y estrona en estradiol,
respectivamente. No obstante, carecen de HSD17B2, la cual inactiva los estrégenos (Bulun,
2009). Esta combinacién enzimética garantiza la exposicién de los implantes a un ambiente

estrogénico.
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Figura 6: Papel de la aromatasa sobre el endometrio. Adaptada de (Bulun et al., 2004).

La aromatasa es regulada a nivel de la expresién transcripcional, la expresién proteica, y la
actividad enzimética en la endometriosis. Est4 involucrada en un eje de retroalimentacién po-
sitivo que favorece la expresién de genes clave en la esteroideogénesis. Los estrégenos es-
timulan la expresién de la enzima COX-2, resultando en niveles elevados de PGE2, que es
un potente estimulador de la actividad de la aromatasa en la endometriosis. Esto lleva a una
produccién continua local de E2 y PGE2 en tejido endometriésico (Figura 7). Sin embargo, la
endometriosis representa un estado de resistencia relativa a la P que impide la atenuacién de

la estimulacién estrogénica en este tejido.

Las células endometriésicas y estromales endometriales expresan cada uno de los subtipos
de receptores de la PGE2, denominados receptor de prostaglandina E (EP), el EP1, EP2, EP3
v EP4. La activacién del receptor EP2 aumenta los niveles intracelulares de adenosin mono-
fosfato ciclico (AMPC), que es el responsable de inducir la expresién de StAR y CYP19A1 por
medio de la PGE2 en las células endometridsicas. La PGE2 aumenta los niveles y la actividad

de StAR y la aromatasa en células endometridsicas pero no en células estromales endometria-
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les (Sun, Hsiao, Hsu, Wu, & Tsai, 2003). Se ha demostrado que el EP2 mantiene el crecimiento
en el proceso inflamatorio en el tejido endometridsico. La concentracién local de estrégenos
de lesiones endometridsicas esté altamente correlacionada con los niveles de expresién de la
enzima esteroideogénica aromatasa P450. Los niveles elevados de ARN mensajero (ARNm) de
la aromatasa han sido descritos en lesiones endometridsicas extraovéricas y en endometrio-
mas ovaricos. La androstenediona adrenal y ovérica funciona como el sustrato primario para
la actividad de la aromatasa en tejido endometridsico, catalizando la reaccién que da lugar a

la estrona, la cual es convertida en la forma més activa estradiol.

El receptor nuclear factor esteroideogénico 1 (SF1), que esté presente en el tejido endometrial
ectépico y ausente en el endometrio, es el factor de transcripcién clave que media la expresién
de StAR, CYP19A1 y posiblemente otros genes esteroideogénicos en las células endometria-
les. Su ausencia en células endometriales seria la principal causa de la falta de respuesta a la

PGE2 de los genes que intervienen en las esteroideogénesis (Bulun et al,, 2005).

suprarrenal

androstenediona | IMPLANTE ENDOMETRIOSICO
Citokinas
hd TNF alfa
tejidos
periféricos E1 o

0

e
(o{0) C¥ N
E2 7 acido
° araquidénico

Figura 7: Papel de la aromatasa en el implante endometrdsico. Adaptada de (Bulun et al., 2004)
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1.5.3. CELULAS DE LA GRANULOSA

Los niveles mas altos de la aromatasa estén en las células de la granulosa ovérica en mujeres
premenopausicas, mientras que el tejido adiposo se convierte en el tejido con mayor expresién
de la aromatasa en la postmenopausia. El principal producto de las células de la granulosa

ovérica durante la fase folicular es el estradiol.

La aromatasa juega un papel fundamental en la maduracién folicular y en el establecimiento
de la calidad ovocitaria (Hamel et al,, 2008). Al contrario de lo observado en tejido endometrié-
sico, donde se produce un aumento en la expresién de aromatasa (Noble et al., 1996) (émuc
et al,, 2009), estudios in vitro en cultivos de células de la granulosa luteinizadas demostraron
una disminucién en la actividad de la aromatasa en las células de la granulosa de mujeres con
endometriosis comparadas con mujeres sin endometriosis, lo que podria llevar a defectos de
la esteroideogénesis en dichas células y un anormal funcionamiento de ovocito (Harlow et al,
1996) (Lauriane Giselle de Abreu et al,, 2006). Sin embargo, los datos en relacién a la expresién
del gen CYP19A1 en CGM son controvertidos (Lu et al,, 2012) y ningun estudio ha valorado la

expresién de dicho gen en las CC en mujeres infértiles con endometriosis.

En humanos, la transcripcién de gen de la aromatasa estd ampliamente regulada bajo el con-
trol de promotores usados en forma alternativa tejido-especificos. Hay por lo menos 10 promo-
tores distintos en el gen de la aromatasa que regulan su expresién. Hay una activacién tejido
y hormono-especifica de los promotores mediante el empalme alternativo lo que da lugar a
distintas tipos de aromatasa con primer exén variable pero idéntica regiones codificantes. Se
ha demostrado que el tejido endometridsico, tanto extraovérico asi como los endometriomas
ovéricos, usan casi exclusivamente el promotor II, que es promotor proximal que responde a
PGE2 y monofostato de adenosina para expresar la aromatasa. Por tanto el promotor II, proba-
blemente sea el mediador de la expresién anormal de la aromatasa en el tejido endometriésico

(Monga, Ghai, Datta, & Singh, 2011); (Sharma, Ghai, & Singh, 2009).
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1.6. EVIDENCIAS ACTUALES DEL USO DE ANALOGOS
DE GnRH EN EL TRATAMIENTO DE LA ESTERILIDAD POR
ENDOMETRIOSIS

Aunque los mecanismos involucrados en la infertilidad de las mujeres con endometriosis, atin
no estdn completamente elucidados, dichos mecanismos podrian ejercer un papel importan-
te en la eleccién de los tratamientos més efectivos para abordar la enfermedad. Puesto que
actian a distintos niveles de la funcién del tracto reproductor femenino, las técnicas de re-
produccién disponibles en la actualidad podrian corregir algunos de los factores etiolégicos

presentes en estas pacientes y ofrecerles un tratamiento adecuado.

En este sentido, se han ensayado distintas pautas de tratamiento, incluida la administracién de

farmacos previa o concomitante a la realizacién de TRA en estas mujeres.

Los anélogos del GnRH han sido usados con eficacia en el manejo clinico de la endometriosis
desde hace algunos afios. En los tratamientos de FIV, han demostrado tener claras ventajas,
que incluyen reduccién en la tasa de cancelacién, disminucién en la incidencia de luteiniza-
cién prematura durante la fase de reclutamiento folicular, mejora en la respuesta en algunas
baja respondedoras, aumento de las tasas de embarazo, y la facilidad en el manejo de los pa-

cientes ((MacLachlan et al, 1989) (Shaw et al, 1987) (Frydman et al,, 1988)

El pretratamiento con agonistas de GnRH fue de particular interés ya que se ha publicado
que aumentaba la tasa de fecundacién por ovocito (Curtis et al,, 1993) y la tasa de embarazo
(Surrey, Silverberg, Surrey, & Schoolcraft, 2002) (Chedid et al,, 1995) (Rickes, Nickel, Kropf, &
Kleinstein, 2002), reducia el nimero de cancelaciones (Oehninger, Brzyski, Muasher, Acosta, &
Jones, 1989), aumentaba el numero de ovocitos y embriones obtenidos y permitia que un ma-
yor niimero de pacientes tuvieran transferencia embrionaria (Chedid et al, 1995) (Oehninger

et al,, 1989).

Un estudio demostré un aumento significativo en el nimero de ovocitos recuperados, de em-
briones transferidos y en la tasa de embarazo clinico por ciclo en las pacientes con endome-
triosis moderada-severa tras un tratamiento con acetato de buserelina durante 6 meses previo
al inicio del ciclo del FIV, por lo que se sugirié que el tratamiento con el andlogo podria reducir
el estadio de la enfermedad grave a minima o leve, mejorando la accesibilidad a los ovarios y

probablemente la calidad ovocitaria. (Dicker et al, 1990).
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Otros estudios demostraron que el tratamiento con agonistas de GnRH dos a siete meses pre-
vios a FIV aumentaba significativamente las tasas de gestacién comparado con pacientes que
no recibian este tratamiento especialmente en endometriosis III-IV (Marcus & Edwards, 1994)

(Nakamura et al, 1992) (Curtis et al,, 1993) (Chedid et al,, 1995).

Un metaanadlisis que inclufa los 3 estudios anteriores con un total de 88 vs 77 pacientes con-
cluyé que el pretratamiento de mujeres con endometriosis con agonistas de GnRH durante
al menos tres meses (y hasta un maximo de seis meses) previo a la FIV o ICSI aument? la
probabilidad de embarazo clinico por lo menos cuatro veces (Odd ratio 4.28; 95% CI 2.00-9.15)

(Sallam et al.,, 2006).

El incremento en las tasas de recién nacido y embarazo clinico tras la administracién de ago-
nista de GnRH en mujeres con endometriosis podria ser debido a la mejora en la calidad ovo-
citaria., y por ende embrionaria, o a la mejora en la receptividad uterina, llevando a una mejor

implantacién y disminucién de la pérdida de gestaciones muy precoces.




HIPOTESIS DE
TRABAJO
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se han documentado menores tasas de implantacién y tasas de embarazos en pacientes in-
fértiles con endometriosis cuando son sometidas a técnicas de reproduccién asistida. Una de
las razones podria deberse en parte, a una alteracién de la calidad ovocitaria. El anélisis de
expresién de los genes involucrados en la esteroideogénesis folicular en las células de la gra-
nulosa de foliculos que contienen ovocitos maduros podria ser utilizado para la valoracién de
la competencia ovocitaria y su papel podria resultar crucial en la determinacién de la calidad
del embrién y su potencial implantatorio. Entre ellos, el gen CYP19A1 que codifica a la aro-
matasa P450, una de las enzimas presente en las CC que sintetiza estrégenos a partir de an-
drégenos, cumple un papel fundamental en la maduracién folicular y en la calidad ovocitaria.
La actividad de la aromatasa estd disminuida en las CC en mujeres con endometriosis, lo que
podria alterar el proceso de esteroideogénesis en estas células y, en consecuencia, el normal
funcionamiento y competencia ovocitaria. Son pocos los estudios publicados que valoran la

expresién de la aromatasa en CC.

Estudios previos concluyeron que la administracién durante 3 a 6 meses de un analogo de
GnRH previa a la realizacién de una FIV multiplica por 4,5 veces la posibilidad de que se
produzca un embarazo. Este hecho podria estar relacionado con modificaciones en la expre-
sién del gen de la aromatasa que proporcionaran un microambiente folicular que mejorara la
competencia de los ovocitos en pacientes con endometriosis y que favoreciera la calidad de

los embriones y su implantacién.

Por tanto, la administracién de un anélogo de GnRH durante los 3 meses previos a la realiza-
cién de una FIV puede alterar la expresién de aromatasa en las células de la granulosa, y este
efecto puede estar relacionado con la calidad ovocitaria y embrionaria, las tasas de gestacién

e implantacién.

La hipdtesis del presente proyecto de investigacidén es demostrar que los niveles de expresién
de la aromatasa en células de la granulosa de mujeres infértiles con endometriosis que realizan
TRA con o sin la administracién previa de un analogo de GnRH durante los tres meses previos
a la realizacién de una FIV estén relacionados con la calidad ovocitaria y embrionaria y las

tasas de implantacién.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Comparar los niveles de expresién del gen de la aromatasa (CYP19A1) en células de la gra-
nulosa de mujeres infértiles con endometriosis que realizan estimulacién ovarica controlada,
pre-tratadas con un analogo de GnRH frente a un placebo durante los tres meses previos a la

realizacién de una FIV.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

+ Evaluar los niveles de estradiol, testosterona y androstenediona en el liquido folicular de

dichas pacientes.

- Evaluar posibles diferencias entre los dos grupos de otras variables clinicas relacionadas

con la calidad ovocitaria, calidad embrionaria y tasa de implantacién.

Estudiar si existen diferencias en la expresion génica entre las células del cimulo (CC)

v las células murales (CGM).







MATERIAL Y
METODOS
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO DE ESTUDIO

Teniendo en cuenta los objetivos propuestos, se desarrollé un proyecto de investigacién reali-
zado en el 4mbito de un ensayo clinico. El ensayo clinico que se llevé a cabo fue prospectivo,
aleatorizado, doble ciego, controlado de mujeres diagnosticadas con endometriosis que reali-
zaron un tratamiento mediante FIV/ICSI. El estudio contd con la aprobacién del Comité Etico
de Investigacién Clinica (CEIC) del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, fue autorizado
por la Agencia Espafiola del Medicamente y producto Sanitario (AEMPS) y registrado en Cli-
nicalTrials.gov con el identificador NCT01581359.

4.2. AMBITO DE REALIZACION

El estudio se llevd a cabo en la Unidad de Reproduccién Humana Asistida del Hospital Univer-

sitario y Politécnico La Fe de Valencia.

4.3. DURACION DEL ESTUDIO

El periodo de inclusién de los pacientes fue de 18 meses a partir del inicio del estudio en oc-
tubre 2013 y se dié por finalizado con la inclusién de la tltima paciente reclutada en marzo de

2015.

4.4. PACIENTES

En el estudio se incluyeron un total de 40 pacientes distribuidas en dos grupos: 20 casos y 20
controles. Las pacientes fueron seleccionadas de entre las que cumplian todos los criterios de
inclusién y ninguno de exclusién, aceptaron su participacién en el estudio y firmaron el con-
sentimiento informado. A partir de este momento fueron asignadas de manera aleatorizada a

un grupo de estudio o placebo, y el ciclo de FIV o ICSI se inicié 3 meses después.

4.4.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios de inclusién para el estudio se muestran en la Tabla 2.
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Mujeres infértiles diagnosticadas de endometriosis mediante cirugia en el afio previo a su
inclusién en el estudio con signos de enfermedad residual y/o por la existencia de un en-
dometrioma ovérico en ecograffa vaginal susceptibles de tratamiento mediante FIV o ICSI
IMC <28 Kg/m2

Edad menor de 40 afios

Firma de consentimientos informados para la practica de una FIV y para la participacién en

este estudio

Tabla 2: Criterios de inclusion.

Para la determinacién de la expresién de la aromatasa y niveles hormonales en liquido fo-

licular se incluyeron a aquellas pacientes en las que se habia obtenido al menos 1 complejo

ovocito-cumulus aspirado de forma individualizada en cada ovario.

4.4.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Los criterios de exclusién para el estudio (Tabla 3):

FSH dia 2°-5° del ciclo »12 UI/L
Hepatopatia (sALAT>80 UI/L)

Patologia renal (Creatinina >130 nmol/L)

Otra patologia relevante que contraindique una gestacién

Tabla 3: Criterios de exclusion.

4.5. PROCEDIMIENTOS

El método de asignacién al grupo de estudio fue mediante aleatorizacién a grupo de interven-
cién o no segin bloques permutados con sobre cerrado. La responsable de la randomizacién
fue la investigadora principal y las tres inyecciones subcutdneas mensuales fueron administra-
das en la consulta por la enfermera asignada al estudio. El grupo de estudio al que pertenecian
las pacientes fue ciego para los clinicos que realizaron los procedimientos de estimulacién
ovérica, puncién folicular y transferencia embrionaria y para los embriélogos que realizaron
las técnicas de reproduccién asistida y también durante el procesamiento de las muestras para

el estudio de la expresién génica.




EFCTO DE LS ANALOGOS DE LA GNRH SOBRE LA EXPRESION DE LA AROMATASA EN CELULAS DF LA GRANULOSA DE PACIENTES CON ENDOMETRIOSIS 35

4.5.1. TRATAMIENTO PREVIO A LA FIV

En el estudio se analizaron 2 grupos de pacientes: un grupo de casos (grupo 1), que recibié

agonistas de GnRH y un grupo de control (grupo 2) que recibié placebo.

El grupo 1 recibié una inyeccién subcutdnea del agonista de GnRH (Fdrmaco experimental:
Gonapeptyl Depot 3,75 mg - Acetato de triptorelina, Ferring S.A.U,, Alemania) los dias 1, 28 y 56

después de un ciclo menstrual esponténeo o inducido con estroprogestativos orales.

El grupo 2 recibié una la inyeccién subcuténea con el mismo dispositivo de administracidn,
y con el mismo volumen de suero fisiolégico, segtin el mismo esquema que las pacientes del
grupo 1 (Fdrmaco control: Placebo - Suero fisiolégico). La estimulacién ovérica se inicié el dia

80 (+/- 3 dfas) en ambos grupos (Figura 8) .

(Grupo 1)

Control
(Grupo 2)

m Agonista GnRH ﬂ Placebo H Estimulacién
Figura 8: Esquema de pauta de tratamiento.

La medicacién del estudio o el placebo, en su caso, fueron proporcionados por el Servicio de

Farmacia.
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El cumplimiento con la aplicacién de los farmacos del estudio se garantizé por el hecho de que
los farmacos en investigacién fueron administrados por un miembro del equipo investigador

en el Hospital.

4.5.2. ESTIMULACION OVARICA

A excepcién de la asignacién de pacientes a un grupo de estudio, la estimulacién ovarica, la
puncién ovérica, la ICSI, la evaluacién de la fecundacién y desarrollo embrionario y la transfe-

rencia embrionaria se realizaron de acuerdo con los protocolos habituales del centro.

Las pacientes fueron tratadas con gonadotrofinas asociadas a antagonistas de GnRH (0,25 mg
de Ganirelix -Orgalutran, MSD, Madrid é 0,25 mg de Cetrorelix -Cetrotide, Merck, Madrid)
a partir del 6° dfa de estimulacién o de la visualizacién de al menos un foliculo de didmetro
igual o mayor a 14 mm. La dosis inicial de gonadotrofinas se calculé en base al recuento de
foliculos antrales y a los niveles de FSH o hormona antimtlleriana (AMH) y en ningtn caso
fue superior a 300 UL La dosis diaria de gonadotrofinas se modificé o ajusté hasta una dosis
méxima diaria de 450 UI/dia de hMG (Menopur, Ferring S.A.U,, Madrid) sola o asociada a FSH
(Puregon, Merck, Barcelona o Gonal , Merck, Madrid).

Se realizaron controles de crecimiento folicular con valoracién de estradiol en sangre circulan-

te y medicién del niimero y didmetro de los foliculos por ecografia vaginal.

La induccién de la ovulacién se realizé con una dosis de 250 Jg de gonadotrofina coriénica hu-
mana (hCG) (Ovitrelle 250 pg, Merck, Madrid) cuando se visualizé ecograficamente al menos

tres foliculos de didmetro medio de 16 mm, y al menos uno de ellos mayor de 17 mm.
4.5.3. PROCEDIMIENTO DE ICSI

PUNCION FOLICULAR

Treinta y seis horas después de la administracién de hCG los ovocitos fueron obtenidos en
quiréfano mediante puncién-aspiracién folicular por via vaginal guiada por ecografia bajo se-
dacién. La puncién se realizé a través del fondo de saco vaginal posterior utilizando una aguja
de puncién de didmetro entre 17 y 18 g conectada a un sistema de aspiracién (160-180 mmHg)

que termina en un tubo colector del liquido folicular.
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Se aspiré de forma aislada el primer foliculo de cada ovario para el estudio de expresién del
gen CYP19A1 en las células de la granulosa y en las células del ctimulo, y el liquido folicular

para la determinacién de los niveles de estradiol (E2), testosterona (T) y androstenediona (A).

AISLAMIENTO DE MUESTRAS

En las muestras obtenidas mediante puncién ovarica del primer foliculo aspirado de cada ova-

rio se aislaron:
liquido folicular (LF)
+ las células Granulosas Murales (CGM)

- las células del Ctimulo Ooforo (CC)

LIQUIDO FOLICULAR (LF) Y CELULAS GRANULOSAS MURALES (CGM)

Se aspiré el contenido del primer foliculo con didmetro mayor de 16 mm de cada ovario pun-
cionado. Se excluyeron del anélisis los liquidos foliculares hematicos o aquellos de los que
no se recuperé un ovocito maduro metafase II. De forma resumida, cada muestra de liquido
folicular fue centrifugada para el aislamiento de las células mononucleares, entre las cuales,
cabe suponer que se localizaban las potenciales CGM. El liquido folicular fue almacenado a
-80°C en tubos individuales para la determinacién posterior de concentracién de E2, Ay T. Las
CGM fueron introducidas en criotubos y almacenadas a -80°C para el posterior estudio de la
expresién génica. Todas las muestras fueron etiquetadas para su posterior estudio de forma

ciega en cuanto al grupo de estudio.

Protocolo de Recogida de LF y CGM

En el laboratorio de FIV, en campana de flujo laminar con superficie calefactada, se visualizé
el liquido folicular aspirado del primer foliculo puncionado del primer ovario y se recuperé el
complejo ctimulo-ovocito (COC) en placa de lavado constituida de medio tamponado. E1 COC
recuperado se mantuvo en placa de cultivo en microgotas individualizadas constituidas por
medio IVFTM (Vitrolife) y aceite mineral (Sigma-Aldrich). Se repitié el proceso para el COC

del primer foliculo puncionado del segundo ovario.

Al finalizar la puncién folicular, y una vez recuperados todos los COC visualizados de los

foliculos totales puncionados, la placa de cultivo se mantuvo en el incubador hasta la decumu-
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lacién ovocitaria y el liquido folicular aspirado correspondiente al primer foliculo puncionado
de cada uno de los ovarios se recuperé en el tubo de aspiracién para su procesamiento median-

te gradiente por centrifugacién.

Se repartié el liquido folicular recuperado en tubos estériles de 15 ml Falcon (Falcon), previa
adicién de Hystopaque-1077 (Sigma-Aldrich) atemperado a temperatura ambiente en cada
uno de los tubos estériles. Se afiadié el doble de volumen de liquido folicular por cada volumen

de Hystopaque-1077. Se centrifugd a 800 G durante 30 minutos.

Pasado ese tiempo de centrifugacién, se obtuvieron 3 fases diferenciadas: en la fase interme-
dia, en la que se visualiza el halo celular, se localizaban las células mononucleares, entre las

que estaban potencialmente las células de interés, las CGM.

Con una aguja estéril acoplada a una jeringa de insulina estéril se recuperé el voliimen nece-
sario de liquido folicular y se transfirié a un tubo seco BD Vacutainer SST™ Advance (BD) y se

almacenaron a -80°C.

Las células de la interfase obtenidas por cada ovario se recuperaron en condiciones de esteri-
lidad y se resuspendieron en PBS y posteriormente se lavaron mediante centrifugacién a 600
G durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las CGM fueron introducidas en criotubos y

almacenadas a -802.

CELULAS DEL CUMULO OOFORO (CC)

En forma resumida, los dos cimulos aislados (el del primer foliculo aspirado de cada ovario),
fueron cultivados en medio de cultivo IVFTM (Vitrolife), cubierto con aceite mineral (Sig-
ma-Aldrich) e incubado a 37°C en 5% de CO2 y 95% de humedad durante 2-3 horas. Al cabo
de este tiempo, el ovocito fue decumulado cuidadosamente de forma mecénica inicialmente y
posteriormente de forma enzimatica. Las CC obtenidas fueron introducidas en un criotubo y
almacenadas a -80°C hasta la extraccién de ARN. El ovocito correspondiente fue microinyec-

tado para su fecundacién.

Protocolo de Recuperacion de las Células del Cumulus circundantes a los COC
recuperados

A las 3 horas de finalizar la puncién folicular se procedié a la decumulacién ovocitaria en con-

diciones de esterilidad y en campana de flujo laminar.
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Con ayuda de dos agujas estériles acopladas a dos jeringas de insulina estéril se realizd, de
forma individual, en primer lugar la decumulacién mecénica de cada uno de los dos COC de
interés en placa de cultivo en dos gotas individualizadas. Posteriormente el COC decumulado
mecénicamente se transfirié y se disgregé enziméticamente en hialuronidasa en la placa de

decumulacién.

Una vez finalizado el proceso de decumulacién, y conocido el estadio madurativo del ovocito
en cada uno de los COC, se recuperaron las células disgregadas en cada microgota de la placa

de cultivo y se introdujeron en un criotubo.

Las células recuperadas tras la disgregacién enzimatica, se lavaron 3 veces en condiciones
de esterilidad mediante resuspensién en PBS y centrifugacién a 600 G durante 10 minutos a

temperatura ambiente. Las CC obtenidas fueron introducidas en un criotubo.

Finalizadas las centrifugaciones, los tubos con las suspensiones celulares recuperadas se guar-

daron a -80°C hasta su posterior uso.

ICSI

Todos los ovocitos obtenidos fueron decumulados a las 3 horas tras la captacién. Los maduros
o metafase II (MII), caracterizados por la extrusién del primer cuerpo polar, fueron utilizados
para la ICSI mediante la introduccién, de manera artificial, de un espermatozoide en el cito-
plasma del ovocito con un micromanipulador Olympus IX70 ( Olympus America Inc, Melville,
NY). La valoracién morfolégica de los embriones se realizé siguiendo los criterios propuestos
por ASEBIR (“Criterios ASEBIR de Valoracién Morfolégica de Oocitos, Embriones Tempranos
y Blastocistos Humanos | Asebir,” n.d.). Se determiné el nimero total de ovocitos maduros,

ovocitos microinyectados y fecundados, y embriones obtenidos.

TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

La transferencia embrionaria se realizé dos o tres dias después de la microinyeccién. El ni-
mero de embriones transferidos se consensué con el laboratorio de forma individual en cada
paciente teniendo en cuenta las circunstancias personales, clinicas y reproductivas de cada
una de ellas. En ningtin caso se transfirié mas de 2 embriones. La transferencia embrionaria se
realizé en quiréfano adyacente al laboratorio, via vaginal, previa visualizacién y antisepsia de
vagina y cérvix y evitando su manipulacién excesiva. El movimiento del catéter a través del

cérvix se controlé mediante ecografia transabdominal.




40 4/ MATERIAL Y METODOS RAMIRO DE LA CRUZ QUIROGA

El soporte de la fase litea se realizé con 200 mg de progesterona natural micronizada (Pro-
geffik caps 200 mg, Laboratorios Effik, Madrid o Utrogestan caps 200 mg, de SEID, Barcelona)

cada 12 horas via vaginal desde el dia de la transferencia embrionaria.

4.5.4. ESTUDIO DE EXPRESION DEL GEN DE LA AROMATASA

Los &cidos desoxirribonucleico (ADN) y ribonucleico (ARN) son polimeros de nucleétidos
formados por un aziicar de cinco carbonos, una base nitrogenada y una molécula de fosfato.
El ADN es la molécula que contiene la informacién genética de las célula. El ARN estd involu-
crado en la sintesis de proteinas siendo un producto intermedio de la expresién génica en el
citoplasma y en el ntcleo. La expresién de los genes es la base del metabolismo celular, y por
ésta se entiende que el ADN se transcribe en ARN, que a su vez se traducen en proteinas. Esta

secuencia constituye el dogma central de la biologia molecular (Figura 9).

ADN » ARN » proteina

Figura 9: Dogma central de la biologia molecular.

Hay tres tipos de ARN: el ARN mensajero (ARNm), el ARN de transferencia (ARNt) y el ARN

ribosomal (ARNTr). Este tltimo, que constituye la mayor parte de ARN en las células, forma a

los ribosomas junto con las proteinas que facilitan el acoplamiento especifico entre el ARNm

v los ARNt para la traduccién a proteinas.

En los ultimos afios los estudios de biologia molecular se han esforzado en entender las fun-
ciones metabdlicas de los diferentes componentes biolégicos mediante el uso y la aplicacién
de técnicas moleculares basadas en la amplificacién del ADN y el ARN. La reaccién en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) es una variacién de la PCR esténdar utilizada para la
cuantificacién de ADN o ARN de una muestra. Utilizando cebadores especificos de secuencia,
es posible determinar el nimero de copias o la cantidad relativa de una determinada secuen-
cia de ADN o ARNm. Cuando la RT-PCR se combina con una reaccién de retro-transcripcién
puede determinarse la cantidad de moléculas de ARNm de una muestra permitiendo asf el

analisis de la expresién génica.
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El siguiente diagrama esquematiza la metodologia empleada en el estudio de expresién géni-

ca de la aromatasa (Figura 10).

EXTRACCION DEL ARN TOTAL

El primer paso para la determinacién de la expresién de la aromatasa fue la extraccién del
ARN de las CGM vy las CC obtenidas. Para tal fin, se trabajé segin el protocolo Quick-RNA™
MicroPrep Zymo Research de la casa comercial Zymo Research Corp. No se ha hecho ninguna
modificacién, salvo en el dltimo paso, en el que se utilizé un volumen final de 15 pl para la
elucién final del ARN.

La concentracién del ARN total extraido se cuantificé en el es-

pectrofotémetro NanoDrop ™ ND-2000 (Thermo Scientific).
Extraccién del
ARN total Protocolo de extraccion de ARN (Quick-RNAt™
MicroPrep Zymo Research)

’ El aislamiento de ARN consistié en un primer paso de lisis/ho-

mogenizacién de las muestras, un segundo paso de tratamiento

Retrotranscripeién con ARNasa de la muestra, y por ultimo la purificacién del ARN.

del ARN total Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente.
a ADNc
Para la lisis/homogenizacién, debido a la baja celularidad recu-
perada de cada liquido folicular obtenido, se procedié a realizar

o la extraccién de ARN, mediante un primer paso de lisis celular
Cuantificacion

relativa de la mediante adicién de 100 pl de solucién de lisis y posterior cen-

expresion genica trifugacién a 15000 G, se eliminé completamente el sobrena-

dante y luego se resuspendié el botén celular con la solucién
de lisis de ARN.

Analisis de _ .

g & El segundo paso consistié en un tratamiento con ARNasa con

una centrifugacién a 16000 G durante un minuto. Luego, se

transfirié el sobrenadante a un tubo libre de ARNasa.

Fi 10: P | s . .
S SSSREES El ultimo paso fue la purificacién del ARN. Todos los pasos de

realizacion de la expre-

centrifugacién se realizaron a 16000 G. Se afiadié 1 volumen
sion de la aromatasa.

de etanol (95-100%) a la muestra en solucién de lisis de ARN
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(1:1) mezclandolo bien. Luego se transfirié la mezcla a la columna Zymo-Spin ™ IC Column
en un tubo de recogida y se centrifugé durante 30 segundos tras lo cual se deseché el liquido
fluido. Se afiadieron 400 pl de la solucién Prep ARN a la columna y se centrifugé durante 30
segundos. Se desechd el remanente. Se dispensaron 700 pl de la solucién de lavado de ARN
a la columna y se centrifugé 30 segundos. Se deseché el remanente. Se afiadieron 400 pl de
la solucién de lavado de ARN y se centrifugd la columna durante 2 minutos para asegurar la
eliminacién completa del tampén de lavado. Se pusieron las columnas en un tubo libre de
ARNasa. Se afiadieron 15Ul agua libre de ADNasa/ARNasa directamente a la columna, y se

centrifugaron a 16000g durante 30 segundos.

El ARN elucionado se guardé congelado a -80°C.

RETROTRANSCRIPCION DEL ARN TOTAL A ADNc

La transcripcién reversa (RT) es una técnica que permite sintetizar ADN complementario
(ADNc) a partir de moléculas de ARN usando para ello la enzima transcriptasa reversa. El

ADNc obtenido es la cadena complementaria de la cadena molde de ARN (Figura 11).

Para la RT se trabajé segun el protocolo RT-PCR-High Capacity cDNA Reverse Transcription
de la casa comercial Applied Biosystem (Warrington, UK).

Protocolo de Transcripcion Reversa (RT-PCR-High Capacity cDNA Reverse
Transcription):

extension del cebador en el ARNm
5 3" ARNm

RT 5" ADNe

sintesis de la 12 cadena de ADN
=0 5° ADNc Figura 11: Retrotranscripcion del

ARN.

Se trabajé a partir del ARN extraido, a una concentracién de 500 ng para todas las muestras. El
volumen final de reaccién fue de 40 pl constituidos por 20 pl de la solucién de mezcla (Tabla 4)

v 20 Yl del ARN a la concentracién indicada. Las condiciones térmicas utilizadas segun proto-
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colo (Tabla 5). Se realizé en el termociclador T3000 Thermocycler Biometra. El producto final

se diluyé con agua libre de ARNasa hasta una concentracién del ADNc a 200 ng.

CUANTIFICACION RELATIVA DE LA EXPRESION GENICA

Volumen ()

10X RT buffer 4,0
25X dNTP Mix (100 mM) 1,6
10X RT Random Primers 4,0
Multiscribe Reverse Transcriptase 2,0
ARNasa Inhibidor 2,0
Agua libre de ribonucleasa 6,4
Volumen total 20

Tabla 4: Componentes de la solucion de mezcla.

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura (°C) | 25 | 37 | 85 | 4
Tiempo | 10 min | 120 min | 5 seg | o

Tabla 5: Condiciones térmicas de la reaccion.

La amplificacién de la secuencia diana, utilizando ADNc como molde, es el siguiente paso
en el proceso de RT. En este paso, la ADN polimerasa amplifica el ADNc diana sintetizado a
partir de la muestra de ARN, usando cebadores especificos de secuencia y sondas marcadas

con fluoréforos.

Este paso se realizé mediante cuantificacién fluorescente relativa de la reaccién en cadena de

la polimerasa en tiempo real (Q-RT-PCR).

La PCR cuantitativa a tiempo real es una técnica muy sensible que permite conocer de forma
cuantitativa el nimero de copias de un determinado gen, siempre normalizado respecto a un
gen enddgeno de expresién constitutiva, para tener en cuenta la variabilidad en la concentra-
cién inicial y la calidad del ARN total y la eficacia de la conversién de la reaccién de la trans-

cripcidon reversa.
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Brevemente, la técnica emplea una serie de primers o cebadores especificos para el gen objeto
de estudio, asi como una sonda TagMan MBG probe, también especifica. La particularidad de
esta sonda consiste en que posee en el extremo 5° un agente fluoréforo (6-FAM). En el extre-
mo 3 consta de un agente amortiguador no fluoréforo, NFQ (NonFluorescent Quencher). La
sonda cuenta ademds con el MGB (Minor Groove binder) que permite aumentar la Tm de la
sonda sin incrementar su longitud. La técnica aprovecha la capacidad 5-3 “exonucleasa de la
ADN polimerasa. De este modo, mientras la sonda estd integra, el extremo 3 amortigua la
fluorescencia del fluoréforo. Sin embargo, la ADN polimerasa en su avance, al ir sintetizando
la hebra complementaria, rompe la sonda, liberando el extremo 5 con el fluoréforo que deja

de estar bajo la influencia del amortiguador o quencher, emitiendo fluorescencia (Figura 12).

Para tal fin, se trabajé segtin el protocolo TagMan® Gene Expression Master Mix proporciona-
do por la casa comercial Applied Biosystems (Warrington, UK). Cada muestra ha sido remitida

para Q-RT-PCR por triplicado.

En cuanto al resto de la técnica, simplemente consiste en la sintesis exponencial de copias de
unos 100-600 pares de bases a partir de una molécula mayor de ADN de doble cadena (en este

caso ADNc sintetizado a partir del ARN en la reaccién de RT).

Protocolo de Amplificacion y Cuantificacion Relativa de la expresion
(TagMan® Gene Expression Master Mix):

La TagMan® Gene Expression Master Mix es una mezcla de componentes necesario para
realizar una reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real. Dicha mezcla contiene Am-
pliTag Gold® DNA Polymerase UP (Ultra Pure), Glicosidasa Uracil-ADN (UDG), trifosfatos
desoxirribonucleétidos (ANTPs) con trifosfato desoxiuridina (dUTP), ROXTM Passive Refe-
rence (referencia interna para la normalizacién, para corregir las fluctuaciones de fluorescen-

cia) y tampones.

El estudio de expresién del gen codificante de aromatasa en las células foliculares fue anali-
zado bajo las siguientes condiciones: se trabajé a partir del ADNc a concentracién de 200 ng.
El volumen final utilizado fue de 10 pl por muestra, constituido por 1 pl de ADNecy 9 pl de la
solucién de mezcla para cada uno de los dos genes analizados (el gen de estudio: CYP19A1 y el
gen endégeno 18S) (Tabla 6). La solucién de mezcla para la reaccién de PCR estaba constituida
por TagMan Universal PCR Master Mix, Tag Man Gene Expression Assay (para cada uno de

los genes de estudio), més agua libre de RN Aasas.
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Figura 12: Explicacion de la generacion de fluorescencia en la reaccion PCR cuantitativa a tiem-

po real por el avance de la enzima polimerasa sobre la sonda marcada con un fluoréforo. Adap-

tada de TagMan® Gene Expression Master Mix Protocol ( Applied Biosystems). NFQ: Nonfluores-

cent quencher, MGB: Minor Groove binder, R: Reporter, P: AmpliTag Gold DNA Polymerase, UP

El estudio de expresién del gen codificante de aromatasa en las células foliculares fue anali-
zado bajo las siguientes condiciones: se trabajé a partir del ADNc a concentracién de 200 ng.
El volumen final utilizado fue de 10 pl por muestra, constituido por 1 gl de ADNcy 9 pl de la
solucién de mezcla para cada uno de los dos genes analizados (el gen de estudio: CYP19A1 y el
gen endégeno 18S) (Tabla 6). La solucién de mezcla para la reaccién de PCR estaba constituida
por TagMan Universal PCR Master Mix, Tag Man Gene Expression Assay (para cada uno de

los genes de estudio), més agua libre de RN Aasas.

Las condiciones de reaccién incluyen un paso inicial a 50 °C durante 2 minutos (incubacién

UDG), seguido por 95 °C durante 10 minutos (activacién enzimatica AmpliTaq Gold, UP), 95
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Componente Master Mix CYP19A1 Master Mix 18S
(pl/muestra) (pl/muestra)

Taq Man Gene Expression Master Mix 2X 5,0 5,0
Taq Man Gene Expression Assay 20X 0,5 0,5
Agua libre de ribonucleasa 3,5 3,5
Volumen total 9,0 9,0

Tabla 6: Componentes de la solucion de mezcla.

°C durante 15 segundos (desnaturalizacién) y 60 °C durante 1 minuto (anillamiento y exten-
sién) (x40 ciclos). El paso de 2 minutos a 50°C es necesario para un éptima actividad enzima-

tica UDG. El paso de 10 minutos a 95°C es necesario para activar la enzima AmpliTaq Gold.

Las sondas empleadas fueron las correspondientes al gen de estudio es CYP19A1 y al gen
endégeno es 18 S de Applied Biosystems. La cuantificacién se realizé en el equipo ABI PRISM
7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos de luminiscencia que cada muestra proporcioné para cada gen, se designan como
ciclo umbral (Ct) (Figura 13). Ct es el ciclo en el cual se observa por primera vez un aumento
estadisticamente significativo de la fluorescencia. El anélisis de expresién se hizo mediante
el método 22T (Livak & Schmittgen, 2001). Se calculé la media del Ct para cada muestra, y a
éste se le resté el Ct del control endégeno 18S. Mediante este calculo, se obtuvo el dato ACt. A
su vez, a este valor se le resté el ACt de la muestra que se tomé como referencia de expresién
normal, que en nuestro caso fue un pool de muestra control (CGM y CC de mujeres sanas). El
valor final se conoce como AACt y a su valor negativo en potencia de base 2 (22T ), RQ (Rela-
tive Quantification). El dato de RQ se calcula debido a que supone una ayuda visual a la hora
de entender el resultado, pero no constituye una escala lineal. Los valores de RQ al no cumplir

una escala lineal no son aptos para su uso en célculos estadisticos.

En la gréafica el eje vertical representa la cantidad de fluorescencia normalizada, y el eje
horizontal el nimero de ciclos. La linea de base se refiere a los ciclos iniciales en los que
no hay cambios detectables en la cantidad de fluorescencia, y sélo se detecta la fluores-
cencia basal. El umbral es donde se produce un cambio significativo en la fluorescencia,

y el corte entre el umbral y la curva de amplificacién determina el Ct o ciclo umbral que
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Figura 13: Grafica amplificacion de PCR a tiempo real.

se emplea para la cuantificacién. Ciclo Umbral (Ct) es el ciclo en el cual se observa por
primera vez un aumento estadisticamente significativo del ARn . El cdlculo de Ct siempre

se realiza en la fase exponencial de la curva.

En el presente trabajo, los datos se analizaron con el programa RQ Manager 1.2.1 (Applied
Biosystems) y el software Sistema de Deteccién de Secuencia (SDS) tanto para el célculo auto-

mético como manual para fijar el valor basal y umbral de las curvas de amplificacién.

4.5.5. DETERMINACION DE ESTEROIDES EN LIQUIDO FOLICULAR

Las determinaciones hormonales se ha realizado mediante quimioluminiscencia. La quimiolu-
miniscencia es una técnica muy sensible de inmunoanélisis que se define como la emisién de
luz que se asocia con la disipacién de la energia de una sustancia electrénicamente excitada.
Cuando los electrones de un compuesto luminiscente son estimulados con una luz emiten
energia, también en forma de luz, al regresar a su estado inicial de no excitacién. Esta emisién
de luz se produce debido a los compuestos quimicos con propiedad de emitir luz cuando se

oxidan con peréxidos en presencia de algunos catalizadores.
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DETERMINACION DEL ESTRADIOL Y TESTOSTERONA

Para las determinaciones de estradiol y testosterona se utilizé6 un inmunoensayo magnético

quimioluminiscente (Architect de Abbott Diagnostics).

Este ensayo usa microparticulas paramagnéticas recubiertas de moléculas de captura espe-
cifica para el analito que se quiere medir, un conjugado marcado con acridinio y solucién de

preactivadora y activadora (Figura 14) .

+‘+Y,,+ - BB

MICROPARTICULAS MUESTRA CONJUGADO CON SOLUCION SOLUCION
MAGNETICAS ACRIDINIUM PREACTIVADORA ACTIVADORA

Figura 14 : Componentes del inmunoensayo quimioluminiscente magnético.

Brevemente, en una cubeta de reaccién se pipetea primero las microparticulas que se unen
con la muestra. Se incuba y se forma el inmunocomplejo. Un imén atrae a las microparticulas
paramagnéticas y se produce el lavado que arrastra lo que no se ha unido. Se dispensa luego
el conjugado marcado con acridinio quimioluminiscente y se vuelve a incubar, tras lo cual se
lava. Se dispensa la solucién preactivadora (peréxido de hidrégeno) que evita que se pierda
luz, evita aglutinaciones y separa el colorante acridinio del complejo. Posteriormente se dis-
pensa la solucién activadora (hidréxido de sodio) que oxida el acridinio y provoca la reaccién
quimioluminiscente. La reaccién quimioluminiscente resultante es medida como una medida

de Unidad Relativa de Luz (URL).

Determinacidn de Estradiol

Para la determinacién del E2 se utilizé el ensayo de Architect Estradiol (Architect Estradiol

System-Abbott).
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Para su determinacidn analitica, se ha trabajado segun el protocolo proporcionado por la casa
comercial Abbott Diagnostics siguiendo la metodologia arriba mencionada. En concreto, en
este ensayo las microparticulas paramagnéticas estaban cubiertas con anticuerpos monoclo-
nales antiestradiol. Existe una relacién inversa entre la cantidad de estradiol en la muestray la

URL detectada por el sistema éptico del sistema.

Las muestras con valores por encima de 1000 pg/mL fueron diluidas

Protocolo de dilucion de Estradiol

Las muestras con valores por encima de 1000 pg/ml fueron identificadas con el cédigo “>1000”
y fueron diluidas mediante el Protocolo de Dilucién Automética (PDA): el sistema realizé una
dilucién 1:5 de la muestra y autométicamente calculé la concentracién de la muestra no diluida
e informé el resultado. Las muestras con concentraciones de estradiol mayores a 5000 pg/ml
fueron identificadas con el cédigo “>5000” cuando se procesan con el PDA. Estas muestras
fueron diluidas con el Protocolo de Dilucién Manual (PDM) con una dilucién sugerida es 1:10.
El operador introdujo el factor de dilucién. El sistema utilizé el factor de dilucién para calcular
automaticamente la concentracién de la muestra previo a la dilucidn, siendo éste el resultado
informado. La concentracién de la muestra diluida (antes que se corrija con el factor de dilu-

cién) debia ser mayor que 100 pg/ml.

Caracteristicas analiticas especificas

La precisién del ensayo fue < 5 pg/ml (total SD) para concentraciones en el rango del control
bajo (45 pg/ml) y <7% (total CV) para concentraciones en el rango del control medio (190 pg/
ml) y control alto (600 pg/ml). La sensibilidad analitica fue <10 pg/ml. La sensibilidad fun-
cional del ensayo fue <25 pg/ml y la interferencia potencial de la hemoglobina (a 500 mg/dl),
bilirrubina (a 20mg/dl), triglicéridos (a 1000 mg/dl), proteinas (a 4 y 12 g/dl) y colesterol (a

240 mg/dl) en los niveles indicados fue <10%.

El anticuerpo es altamente especifico para estradiol, con reactividad cruzada extremadamen-
te baja a otros esteroides naturales o drogas terapéuticas que puedan estar presentes en las

muestras.
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Determinacion de Testosterona

Para la determinacién de T se utilizé el ensayo de Architect 2nd Generation Testosterone (Ar-

chitect 2nd Generation Testosterone System-Abbott).

Para su determinacién analitica, se ha trabajado segtin el protocolo proporcionado por la casa
comercial Abbott Diagnostics siguiendo la metodologia arriba mencionada. En concreto, en
este ensayo las microparticulas paramagnéticas estaban cubiertas con anticuerpos monoclo-

nales antitestosterona.

La concentracién de testosterona fue interpolada a partir de una curva de calibracién estable-

cida con calibradores de concentracién conocida de testosterona.

Las muestras con valores de testosterona por encima de 35 nmol/L fueron diluidas.

Protocolo de diluciéon de Testosterona

Las muestras con valores de testosterona por encima de 35 nmol/L fueron identificadas con
el cédigo “>35” y diluidas mediante el PDA por el cual el sistema realizé una dilucién 1:4 de
la muestra y autométicamente calculé la concentracién de la muestra no diluida e informé el

resultado.

Caracteristicas analiticas especificas

El ensayo fue disefiado para tener una imprecisién intra-laboratorio (total) de <10% CV para

muestras con concentraciones 20.5 nmol/l a 35 nmol/l.
La sensibilidad (el limite de cuantificacién) fue de 0.08 nmol/1 ( 2.30 ng/dl).

La interferencia potencial del ensayo de hemoglobina, bilirrubina, triglicéridos, proteinas, y

biotina fue €10%.

El anticuerpo es altamente especifico para T, con reactividad cruzada extremadamente baja a
otros esteroides naturales o drogas terapéuticas que puedan estar presentes en las muestras.
DETERMINACION DE LA ANDROSTENEDIONA

Para las determinacién de A se utilizé un inmunoensayo por microparticula, que se basa en

el el aislamiento de inmunocomplejos en una superficie de fase sélida de pequefias esferas
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denominadas microparticulas de latex. El inmunoensayo por microparticulas emplea los si-
guientes componentes: fase sélida microparticula-anticuerpo, conjugado anticuerpo-enzima
(la enzima fosfatasa alcalina unida al anticuerpo) y un sustrato de enzima quimioluminiscente

(Figura 15).

+A+Y,,+.

MICROPABTiCULAS MUESTRA CONJUGADO CON SUSTRATO DE
DE LATEX FOSFATASA ALCALINA ENZIMA

Figura 15: Componentes del inmunoensayo por microparticulas.

El ensayo utilizado para tal fin fue IMMULITE 2000 Androstenediona (Inmulite 2000-Sie-

mens) que es un inmunonanadlisis enzimético quimioluminiscente competitivo en fase sélida.

Para la determinacién analitica, se ha trabajado segtn el protocolo proporcionado por la casa

comercial Siemens que incluye un ciclo de incubacién de 60 minutos.
Los pasos de la reaccién son muy similares en los descrito anteriormente.
Caracteristicas analiticas especificas (los resultados se expresan en ng/ml):

El factor de conversién ng/ml x 3,4916 = nmol/l. El intervalo de calibracién en el ensayo fue

0,3-10 ng/ml (1,04-35 nmol/l) y la sensibilidad analitica de 0,3 ng/ml (1,0 nmol/1)

En cuanto a la especificidad, el anticuerpo es altamente especifico para androstenediona, con
reactividad cruzada extremadamente baja a otros esteroides naturales o drogas terapéuticas

que puedan estar presentes en las muestras.

Las muestras con valores por encima de 10 ng/ml fueron identificadas con el cédigo “>10” y
diluidas mediante el PDA
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4.6. CLASIFICACION OVOCITARIA Y EMBRIONARIA

Todos los ovocitos obtenidos en este estudio fueron clasificados segin su estadio de madu-
racién nuclear y segun los pardmetros morfolégicos utilizando los criterios de ASEBIR (“Cri-
terios ASEBIR de Valoracién Morfolégica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos
Humanos | Asebir,” n.d.) (Tabla 7y 8).

Los parametros evaluados en el estadio de ovocitos incluidos en la clasificacién son:

a). Alteraciones morfolégicas citoplasmaéticas, que incluyen la agrupacién de organelas /
granulosidad localizada en el centro del ovocito, la agregacién del reticulo endoplasmico

liso, la presencia vacuolas y las inclusiones intracitoplasmaticas (Tabla 7-a).

b). Alteraciones morfolégicas extracitoplasmaéticas, que incluyen los exudados en el espacio
perivitelino, las anomalias de la zona pelicida, el espacio perivitelino aumentado y las

alteraciones del primer corptsculo polar (Tabla 7-b y Tabla 7-c).

c). Complejo cimulo-corona radiada-ovocito: el grado de madurez del complejo fue utiliza-
do como indicador de la madurez ovocitaria, aunque la sincronia entre ambos es cuestio-

nable, sobre todo en ciclos estimulados.

Los pardmetros evaluados en la valoracién morfolégica embrionaria incluidos en la clasifica-
cién se muestran en la Tabla 8.
En el estadio D+1:

a). Alteraciones morfolégicas, que incluyen el nimero y la apariencia de los corpusculos
polares, nimero pronuclear, la apariencia de los prontcleos, el halo citoplasmatico

b). Ladivisién temprana.

En el estadio D+2y en D+3
a). Elnumero celular y el ritmo de divisién
b). El porcentaje y tipo de fragmentacién celular
c). Ladesigualdad en el tamafio de los blastémeros

d). Elcontorno del blastémero
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Pardmetros evaluados

Descripcién (M.O))

Imagen

Agrupacién de organe-
las/granulosidad en el
centro del ovocito

Masa individual y oscura con un
contenido excesivo de granulos.
Normalmente situada en la por-
cién central.

Agregacién del reticu-
lo endoplésmico liso
(AREL)

Inclusién citplasmatica indivi-
dual eliptica y de tamafio seme-
jante a un prontcleo.

Vacuolas

Inclusiones citoplasmaticas
rodeadas de membrana y llenas
de fluido. Ntimero y tamafio
variable.

Inclusiones citoplasméa-
ticas

Incluyen diversos tipo de carac-
teristicas citoplasmaéticas: cuer-
pos necréticos, cuerpos refrin-
gentes (aislados o agrupados),
cuerpos picnéticos no refringen-
tes (en forma de herradura)

Tabla 7-a: Valoracion morfoldgica del ovocito. Segun (“Criterios ASEBIR de Valoracién Morfold-

gica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir,” n.d.). MO: microsco-

pio dptico.




54 4/ MATERIAL Y METODOS RAMIRO DE LA CRUZ QUIROGA

Descripein (M)

Exudados del espacio Presencia de granulosidad o
perivitelino detritus extracitoplasmaticos

Contorno no circular, cambios

Anomalias de la zona del grosor (gruesa), abulta-

peltcida . .
mientos y presencia de septos
Incremento del espacio perivi-
Espacio perivitelino telino que hace que el ovocito
aumentado quede flotando en el interior

de la zona pelicida

Tabla 7-b: Valoracién morfoldgica del ovocito. Segun (“Criterios ASEBIR de Valoracion Morfolo-

gica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir,” n.d.). MO: microsco-

pio dptico.
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Pardmetros evaluados Descripcién (M.O)) Imagen

La morfologfa cambia
después de unas horas en
Alteraciones del primer cor- | cultivo. Se describen corpts-
pusculo polar (1°CP) culos de diferentes tamafios
( grande, normal o pequefio),
dobles, fragmentados

Tabla 7-c: Valoracion morfoldgica del ovocito. Segun (“Criterios ASEBIR de Valoracién Morfolo-

gica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir,” n.d.). MO: microsco-

pio dptico
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Dia Intervalo de obser- Parametros evaluados
vacion

D+1 16 a 19 hs 1. Alteraciones morfolégicas
ostmicroinyeccién . . L
p ieroinyecct 2. Corpusculos polares (CP): nimero y apariencia
(recomendado)
. Numero pronuclear
Apariencia de los prontcleos (PN):
- Simetria, sincronia y localizacién
- Precursores nucleolares (nimero, simetria y pola-
rizacién)
Halo citoplasmatico (presencia y aspecto)
3. Divisién temprana
D+2 |4 44a47hs 1. Numero celular y ritmo de divisién
postmicroinyeccién
(recomendado) 2. Porcentaje y tipo de fragmentacién celular

3. Desigualdad en el tamafio de lo blastémeros

4. Contorno del blastémero

D+3 | 67a71hs
5. Visualizacién de nicleos y grado de multinucleacién
postimicroinyeccion

(recomendado) 6. Anillo citoplasmético
7. Presencia de vacuolas
8. Zona pelicida

9. Grado de compactacién/adhesién temprana

10. Moteado

Tabla 8: Clasificacion morfoldgica de los embriones. Segun (“Criterios ASEBIR de Valoracion

Morfoldgica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir,” n.d.).

e). Lavisualizacién de nticleos y el grado de multinucleacién
f). Elanillo acitoplasmatico

g).- La presencia de vacuolas

h). La zona pelicida

i). El grado de compactacién/adhesién temprana
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j). Elmoteado

En cuanto a la gradacién de la calidad embrionaria, la categorizacién debe realizarse tras las
multiples observaciones realizadas a lo largo del desarrollo preimplantacional. Para el sistema
de gradacién se ha empleado la opcién de 4 categorias divididas en funcién del potencial im-
plantatorio esperado (Tabla 9). La asignacién de un preembrién a una categoria dependera de

las variables morfolégicas mencionadas.

La clasificacién embrionaria se basa en la observacién de los embriones en D+2 y D+3 (Tabla

10)

Categoria Descripcién

A Preembrién de éptima calidad con maxima capacidad de im-
plantacién

B Preembrién de buena calidad con elevada capacidad de implan-
tacién

c Preembrién regular con una probabilidad de implantacién
media

D Preembrién de mala calidad con una probabilidad de implanta-
cién baja

Tabla 9: Esquema de gradacion de la calidad embrionaria.

4.7. ANALISIS ESTADISTICO

Considerando que cada paciente proporcionaba 2 foliculos para el estudio, se calculé que un
tamafio muestral de 20 pacientes por grupo detectaria una diferencia de 30% en la expresién
de aromatasa, basado en trabajos previos (I. D. E. S. Barcelos et al,, 2015) con un 80% de pro-
babilidad y un 5% de significacién estadistica. Fueron descartados para el anélisis estadistico
aquellos foliculos de los que no se obtuvo ovocito o este no era metafase II. De un total de 40
pacientes seleccionadas, 2 fueron excluidas del estudio debido al incumplimiento del trata-
miento. Los resultados del anélisis estadistico incluyeron un total de 38 foliculos en el grupo
control y 36 en el grupo de estudio, a partir de los cuales se obtuvieron 60 foliculos maduros o
MIL En dos muestras no se pudo determinar los niveles de aromatasa en CGM. En 3 muestras

no se obtuvieron CC para el anélisis.
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Sélo en tres muestras se descarté el LF de uno de los foliculos para el estudio hormonal debi-

do la ausencia de ovocitos.

Se calculé la frecuencia de cada una de las variables investigadas expresando el resultado en
media aritmética y desviacién estdndar para las variables de carécter continuo y frecuencias

absolutas y relativas para las categdricas.

Las comparaciones de variables de caracter continuo se realizaron mediante la prueba pa-
ramétrica de la t de Student, y en el caso de no cumplirse la hipétesis de normalidad mediante
la prueba no paramétrica de Mann Whitney Wilcoxon. Para el estudio de asociacién entre
variables de carécter categérico se calculé la significacién de diferencia mediante la prueba de
la Chi-Cuadrado, y en el caso de no cumplirse las condiciones de aplicabilidad de la anterior

mediante la prueba exacta de Fisher. Las pruebas de hipétesis se consideraron estadistica-

mente significativas si la p<0.05.
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(*) El patrén de semejanza o igualdad entre blastomeros sélo es valorable en estadios 2, 4 8 y 16 células.

(**) Con preferencia a 5 células.

Tabla 10: Gradacion de la calidad embrionaria en transferencias de D+2 y D+3.
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N2 de células

(indica paso de
+2 a D+3)

% Fragmenta-

Multinucleacién

Citoplasma

Siempre que
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366
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cualquier valor
D+3 | 5<6 Fragmentacién
tipo IV
de D+2 a D+3 sdlo
hg aumentado 1 Anillo acito-
célula plasmatico D+3

(*) 1célula grande y 2 pequefas.
(**) Con preferencia a 6 células.
(***) Si la Unica alteracion es la ZP anormal se considerara preembrién de calidad C. Si se realiza eclosion

asistida pasa a calidad B.

Tabla 10 (cont): Gradacion de la calidad embrionaria en transferencias de D+2 y D+3.

Se empled el programa IBM SPSS Statistics versién 17 para Windows.
4.8. VARIABLES

Se seleccionaron de acuerdo con el marco teérico del estudio y se clasificaron en variables

principales relativas al objeto del estudio que se agruparon en aquellas que caracterizan la
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expresién del gen CYP19A1, las variables para las determinaciones hormonales del liquido

folicular y las variables de calidad ovocitaria y de la calidad embrionaria; y las variables secun-

darias que incluyeron las caracteristicas clinicas de las pacientes y del proceso de la FIV/ICSI.

Variables Principales

I.  Laexpresién del gen CYP19A1 incluyd las siguientes variables cuantitativas:

a)
b)

c)

d)

)

Ct CGM: hace referencia al nimero de copias de gen en las CGM

ACt CGM: representa el delta Ct, que es el Ct CGM normalizado con un gen endé-

geno.

AACt CGM: representa el delta del ACt, que es el ACt CGM normalizado con una

muestra control.
Ct CC: hace referencia al nimero de copias de gen en las CC

ACt CGC: representa el delta Ct, que es el Ct CGM normalizado con un gen endé-

geno

AACt CC: representa el delta del ACt, que es el ACt CC normalizado con una muestra
control

II.  Lasvariables cuantitativas de determinaciones hormonales en el liquido folicular inclui-

das fueron:

a)
b)

c)

Estradiol
Testosterona

Androstenediona

IT1I.  Calidad ovocitaria: se incluyeron en este apartado los pardmetros de calidad ovocitaria

propuestos por ASEBIR. Todas fueron tratadas como variables categéricas.

a)
b)
c)
d)
e)
)

9)

Agrupacién de organelas/granulosidad en el centro del ovocito
Agregacién del reticulo endoplasmico liso

Presencia vacuolas

Inclusiones intracitoplasmaticas

Exudados en el espacio perivitelino

Anomalias de la zona pelicida

Espacio perivitelino aumentado
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h)  Alteraciones del primer corptsculo polar

i) Complejo cimulo-corona radiada-ovocito

IV.  Calidad embrionaria: la categorizacién de esta variable se realizé mediante el sistema
de gradacién de 4 categorias divididas en funcién del potencial implantatorio esperado
propuestos por ASEBIR. .

Variables Secundarias

a. Caracteristicas de las pacientes y datos clinicos

Edad de la mujer: se tuvo en cuenta la edad de la mujer, expresada en afios cumplidos
Edad de la pareja
IMC: de la paciente calculado a partir del peso en kg y el cuadrado de la estatura
Afios de esterilidad: afios de esterilidad en la primera consulta
Grado de endometriosis

. Numero de endometriomas

- Bilateralidad
b.  Variables del proceso de FIV/ICSI

FSH basal

Dias de estimulacién

Niveles de estradiol en dia de la HCG
Grosor endometrial

Didmetro folicular

Recuento espermatozoides méviles (REM)
Dosis total de gonadotrofinas

Numero de foliculos totales

Numero de foliculos puncionados
Numero de ovocitos MI recuperados

Numero de ovocitos MII recuperados
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Tasa de fecundacién por ICSI: niimero de ovocitos fecundados / niimero de ovocitos

microinyectados

Tasa de implantacién: nimero de sacos gestacionales visibles por ecografia en se-

mana 5-6/ niimero total de embriones transferidos

Tasa de gestacién clinica: niimero de embarazos diagnosticados ecograficamente/

ntimero de ratamientos iniciados




RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS

5.1.1. CARACTERIZACION CLINICA

Se incluyeron en el estudio un total de 38 pacientes. La edad media en afios de las mujeres in-
cluidas fue de 33,72 £ 2,42 en el grupo control (edad méxima de 38 afios y una edad minima de
29 afios) y de 33,94 t 3,67 en el grupo de estudio (edad méxima 39 y edad minima de 28 afios).
En cuanto a la edad de sus parejas, la media de edad fue de 34,88 + 3,64 en los controles y de

36,18 + 3,71 en el grupo de tratamiento, diferencias ambas no significativas (Tabla 11).

En ambos grupos, la diferencia de medias de los afios de esterilidad al momento de ser inclui-
dos en el ensayo, tampoco fue significativa, siendo 2,67 + 1,19 en los controles y 2,11 + 0,76 en

los casos.

Ambos grupos demostraron no tener diferencias significativas respecto al indice de masa cor-

poral (IMC) ni en los valores de la FSH basal.

Grupo control Grupo de estudio
media (DF) media (OF)

Edad mujer (afios) 33,72 (2,42) 33,94 (3,67) 0,8

Edad varén (afios) 34,88 (3,64) 36,18 (3,71) 0,31
Afios esterilidad 2,67 (1,19) 2,11 (0,76) 0,11
IMC (kg/m?) 23,32 (3,06) 21,70 (3,60) 0,16
FSH basal (UI/]) 7,58 (1,54) 6,79 (1,36) 0,11

Tabla 11 Caracterizacion clinica.

En cuanto a las variables grado de endometriosis, niimero de endometriomas y bilateralidad,

ambos grupos no mostraron diferencias significativas.
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En cuanto a la distribucién segtin el grado de endometriosis el 72% de las pacientes incluidas
presentaron endometriosis minimo-leve, y el 27,8% correspondieron a endometriosis modera-

do-severa (Tabla 12). No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (p=0,46).

Grado Endometriosis Grupo control Grupo de estudio Total
n (%) n (%) n (%)

Minima-leve 12 (67%)

14 (78%)

26 (72,2%)

Moderada-severa

6 (33%)

4 (22%)

10 (27,8%)

Total

18 (100%)

18 (100%)

36 (100%)

Tabla 12: Grado de endometriosis. Test ¥2. P=0,46

En referencia a la distribucién en cuanto al nimero de endometriomas en la muestra, poco
maés de la mitad de las pacientes (52,7%) tenian 2 o méas endometriomas (Tabla 13), no se encon-

tré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0,23).

N° Endometriomas Grupo control Grupo de estudio Total
n (%) n (%) n (%)

8 (44%) 9 (50%) 17 (47,3%)
24 10 (56%) 9 (50%) 19 (52,7%)
Total 18 (100%) 18 (100%) 36 (100%)

Tabla 13: Niumero de endometriomas. Test y2. P=0,46

El anélisis de la bilateralidad de la enfermedad entre ambos grupos tampoco evidencié dife-

rencia estadistica significativa (p=0,55) (Tabla 14).

Bilateralidad Grupo Control (n) | Grupo de estudio (n)

16 (47%)
si 12 6 18 (53%)
Total 17 17 34 (100%)

Tabla 14: Distribuciéon en funcion de la bilateralidad por grupo. Test 2. P=0,55

En resumen, ambos grupos fueron comparables en cuanto a sus caracteristicas clinicas.
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5.1.2. VARIABLES CORRESPONDIENTES AL PROCESO DE FIV/ICSI

En cuanto a las variables que hacen referencia al ciclo de tratamiento, la variable dosis total
de FSH fue la tinica significativamente superior en el grupo de estudio en comparacién con
el grupo placebo (2923,53 + 862,11 Ul vs 2325,00 + 764,39 U, respectivamente) (p=0,04) ( Tabla
15-a).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las demaés varia-
bles estudiadas (Tabla 15-a): dfas de estimulacién, niveles de estradiol el dfa de la HCG, grosor

endometrial, didmetro folicular ni en el REM.

Variable Grupo control Grupo de estudio
media (DE) media (DE)

Dias estimulacién 9,41 (1,46) 10,06 (1,56)

E2 dfa HCG (pg/ml) 2669,67 (896,87) 2125,07 (558,84) 0,06
Grosor endometrial 11,50 (2,57) 11,33 (2,02) 0,85
(mm)

Didmetro folicular 21,93 (2,09) 21,20 (2,04) 0,35
(mm)

REM 38,93 (26,25) 33,29 (22, 19) 0,50
(millones)

Dosis total FSH 2325,00 (764,39) 2923,53 (862,11) 0,04
UDn

Tabla 15-a: Variables del ciclo de tratamiento.

Como se observa en la Tabla 15-b, el niimero de foliculos totales fue similar y no significativo
en términos estadisticos en ambos grupos con una media de 13,84 + 7,73 en el grupo control
(con un recuento minimo de 4 y méximo de 32 foliculos) y de 13,00 ¢ 5,16 en el grupo de estudio
(con un minimo de 5 y maximo de 23 foliculos). La media del nimero de foliculos puncionados

fue de 10,26 * 4,84 y de 9,11 * 3,09 en ambos grupos respectivamente.

El nimero de ovocitos obtenidos fue de 8,37 * 5,09 para el grupo placebo y de 8,17 + 3,54 en
el grupo de tratamiento. La media de los MII obtenidos fue de 6,84 * 4,35 en el grupo control
v 5,28 + 2,56 en el grupo de estudio. En cambio, la media de los MI fue 0,26 + 0,56 y 0,61 + 0,92

para ambos grupos respectivamente. En cuanto al niimero de ovocitos microinyectados, la me-
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. Grupo control Grupo de estudio
cmedia (OF) | media (D

n? foliculos totales 13,84 (7,73) 13,00 (5,16) 0,70

n® foliculos puncionados ‘ 10,26 (4,84) ‘ 9,11 (3,09) ‘ 0,40

Tabla 15-b: Variables del ciclo de tratamiento.

dia calculada fue de 6,84 + 4,35 y de 5,12 * 2,23 en ambos grupos respectivamente. En ninguna

de las variables descritas se objetivé una diferencia significativa en ambos grupos ( Tabla 15-c).

Donde si se detectaron diferencias significativas fue en el nimero de ovocitos fecundados por
ICSI, que fue superior en el grupo control con respecto al grupo que recibié el farmaco (5,21
+ 3,60 vs 3,22 + 1,99) (p=0,04); v en la tasa de fecundacién, que fue mayor en el grupo control

(77,23 £ 20,44 ) con respecto al grupo de estudio 58,92 28,25 (Tabla 15-c).

. Grupo control Grupo estudio
media (OF) | media (OE)

n® de ovocitos 8,37 (5,09) 8,17 (3,54)

n® ovocitos microinyect. 6,84 (4,35) 5,12 (2,23) 0,14
n® ovocitos fec. por ICSI 5,21 (3,60) 3,22 (1,99) 0,04
Ovocitos MII 6,84 (4,35) 5,28 (2,56) 0,19
Ovocitos MI 0,26 (0,56) 0,61 (0,92) 0,18
Tasa de fecundacién 77,23 (20,44) 58,92 (28,25) 0,03

Tabla 15-c: Variables del ciclo de tratamiento.

La tasa de gestacién observada fue de 57,9 % en el grupo control y 16,7 % en el grupo de estudio,
con una valor de p=0,01. En la figura 16 se observa la distribucién de nimero de gestaciones

por grupos.
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GESTACION

Grupo control (n) Grupo de estudio(n)

* p=0,01

Figura 16: Gestaciones segun grupo.

La tasa de implantacién fue significativamente superior en el grupo de placebo comparado

con el grupo de estudio (TI= 40,6% vs TI= 14,8%. respectivamente) p=0,02.

5.2. VARIABLES RELACIONADAS CON EL OBJETIVO DEL
ESTUDIO

5.2.1. EXPRESION DEL GEN DE AROMATASA EN CELULAS DE LA
GRANULOSA

La determinacién y comparacién de los niveles de expresién del gen de la aromatasa en ambos
grupos del ensayo fue el principal objetivo planteado. Concretamente, se analizé su expresién
en las Células Murales de la Granulosa y en las Células del Ctimulo de los foliculos obtenidos.
Para su andlisis, el Ct calculado, que representa el nimero de copias, fue normalizado en todos
los casos con el Ct del gen considerado como normalizador o control endégeno, que en nues-
tro caso fue el gen 18S. Ademas, cada dato de expresién del gen problema, normalizado con
18S, fue a su vez comparado con el dato de expresién del pool de muestras control que, como

corresponde, estaba previamente normalizado por el endégeno (AA Ct).

El anélisis estadistico de los resultados procedentes de la PCR cuantitativa fue llevado a cabo
comprobando previamente la normalidad o no de la poblacién. Posteriormente se compararon

las medias para cada variable en cada grupo.
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En cuanto a las variables de estudio de las CGM (Tabla 16-a), los resultados obtenidos para la
variable A Ct CGM, indicaron niveles de 13,29 * 3,52 en los controles y 14,44 + 2,26 para el gru-
po de tratamiento, diferencia no significativa. Una tendencia similar siguié la variable AA Ct
CGM, que mostré una media con un valor ligeramente inferior en el grupo control con respec-

to al grupo de estudio (1,23 + 3,19 1 vs 1,44 + 1,85). Los intervalos de confianza al 95% calculados

aparecen solapados en ambos grupos.

media (DE) IC 95% media (DE) IC 95%
ACt CGM 13,29 (3,52) | 11,92-14,65 | 14,44 (2,26) | 13,62-15,25

Grupo de estudio —
0,13

AACt CGM| 1,23 (3,19) | -0,01-2,46 | 1,44 (1,85) | 0,77-2,11 | 0,74

Tabla 16-a: Expresion del gen CYP19A1 en CGM.

Los resultados de las variables CC, ACt CC y AA Ct CC no evidenciaron diferencias significa-
tivas (Tabla 16-b).

Variable
media (DE) media (DE)

ACt CC | 13,87 (2,70) | 12,78-14,96 | 13,05 (2,73) | 12,07-14,03 | 0,26

AACt CC | 2,61 (3,96) | 1,01-4,21 | 2,15 (2,99) | 1,07-3,23 | 0,62

Tabla 16-b: Expresion del gen CYP19A1 en CC.

En cada grupo se ha comparado la expresién de aromatasa entre las CGM y del CC sin obser-

varse diferencias significativas entre estos dos grupos celulares.

En los diagramas de caja que ayudan a comprender la distribucién de cada una de las poblacio-
nes, se muestran las distribuciones del AA Ct CGM (Figura 17-a) y del AA Ct CC (Figura 17-b)
de la aromatasa para ambos grupos. En el diagrama de caja correspondiente al AA Ct CGM, se
observé en el grupo control una mediana de 1,58 , con valores de p25 =-0,33 (1° cuartil) y de
P75 = 2, 65 (3° cuartil) con un valor méximo de 6,34 y un valor minimo de -9,24. En el grupo de
casos, 1,45 fue la mediana calculada con valores de p25 = 0,45y p75 = 2,83 y valor méaximo de

5,05y minimo de -3,27.

En el diagrama de caja de AA Ct CC se observé en el grupo control una mediana de 2,92, con

valores de p25 = 0,95 (1° cuartil) y de p75 = 3,47 ( 3° cuartil) con un valor méximo de 16 y un
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Figura 17-b: Expresion del gen CYP19A1 en CC.

valor minimo de -8,02. En el grupo de casos, 2,71 fue la mediana calculada con valores de p25

= 1,19 y P75 = 3,47 y valor maximo de 6,8 y minimo de -8,73.

Para evaluar la posible influencia del endometrioma sobre la expresién de la aromatasa en el
foliculo ipsilateral al ovario afectado, se realizé un anélisis estadistico diferenciando los foli-
culos obtenidos de ovarios afectos de endometriosis y el posible efecto de la administracién

de GnRH.
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Por una parte, se analizaron los resultados teniendo en cuenta el ovario afectado en ambos
grupos. Los resultados de las medias para AA Ct CGM 0,10 (DE= 4,62) vs de 1,13 (DE=1,70)
y de AA Ct CC 2,30 (DE=1,95) vs 2,43 (DE=2,32) en los controles y en las pacientes tratadas
respectivamente, no demostraron diferencias significativas ( p=0,51 para las CGM y p=1,00
para las CC) .

Por otra parte, tampoco se encontraron diferencias significativas al hacer el mismo anali-
sis pero en el ovario no afectado seguiin grupo, con valores de media para AA Ct CGM 0,14
(DE=2,44) y 1,69 (DE=1,68) (p=0,27) y AA Ct CC 2,15 (DE= 2,75) v 2,44 (DE=3,00) (p=0,49).

Se valord si existian diferencias por muestras pareadas, teniendo en cuenta las medias de las
variables en ovario afecto frente a ovario no afecto en las pacientes sin tratamiento y con tra-

tamiento. En ningin caso se encontraron diferencias entre las pacientes.

Se analizé si existian diferencias entre las variables sélo en los casos de bilateralidad. Para

ambos grupos, ambas variables carecian de diferencias estadisticas (Tabla 17).

Variable
BT ey e ety

AN Ct CGM | 2,38 (1,88) | 1,56 (1,66) 0,39
AN CtCC | 12 | 3,35 (5,24) | 6 | -0,30 (4,69) | 0,07

Tabla 17: Valoracién en bilateralidad.

Por ultimo, se estimé si hubieron diferencias en las medias segin el grado de endometriosis:

ni en las leves con valores de AA Ct CGM ( placebo = 0,48 + 3,08 vs agonista = 1,47 1,42 con
valor p=0,19) y en las AA Ct CC (placebo = 2,17 + 2,76 vs agonista = 1,71 + 3,64 con valor p=0,63)
ni en las severas con valores AA Ct CGM ( placebo = 3,15 £ 2,76 vs agonista = 1,37 + 2,12 con
valor p=0,13) y en las AA Ct CC (placebo = 4,68 = 6,07 vs agonista = 2,24 * 2,37 con valor p=0,44)

se encontraron diferencias estadisticas significativas.

5.2.2. DETERMINACIONES HORMONALES EN EL LiQUIDO
FOLICULAR

Las determinaciones hormonales en el liquido folicular presentaron los siguientes resulta-

dos: los niveles de estradiol fueron superiores aunque sin alcanzar significancia estadistica
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en el grupo placebo con respecto al grupo de estudio (400520 * 284829,9 pg/ml vs 293495,4 *
154806,6 pg/ml) p = 0,07.

Los niveles de testosterona fueron mayores en el primer grupo y esta diferencia fue significa-
tiva estadisticamente, con una media de 9,38 + 7,94 ng/ml en el grupo control y de 3,10 * 2,44
ng/ml en el grupo que recibié tratamiento con agonistas (p=0,00). Ademas, el intervalo de
confianza carece de solapamiento alguno, dato que aporta solidez a la diferencia entre ambas

poblaciones.

Por tltimo, los valores de la androstenediona también fueron superiores en el grupo control,

pero sin alcanzar significancia estadistica ( Tabla 18).

Grupo de estudio
Variable
media (DE) IC 95% media (DE) IC 95%

Estradiol 400520 285474,7- 293495,4 237681,6- 0,07
(pg/ml) (284829,9) 515565,3 (154806,6) 349309,1
Testosterona 9,38 (7,94) 6,17-12,59 3,10 (2,44) 2,22-3,98 0,00
(ng/ml)
Androstenediona | 10,90 (11,67) 6,19-15,61 6,86 (4,66) 5,17-8,54 0,08
(ng/ml)

Tabla 18: Determinaciones hormonales en LF, analisis global.

Se analizé por separado los valores de las determinaciones hormonales en ovarios afectados
por un lado (Tabla 19) y en ovarios no afectados por otro (Tabla 20) en grupo control frente
al grupo con agonistas. En sendos analisis, tanto en los ovarios afectados como en los no
afectados, la testosterona mostré diferencias significativas, con valores inferiores en el grupo
que recibié el agonista de GnRH. Los niveles de estradiol y androstenediona también fueron

inferiores, sin alcanzar diferencias significativas para ambos grupos.

Se hizo un anélisis pareado (ovario afectado frente ovario no afectado) en el grupo de pa-
cientes con placebo (Tabla 21) y en el grupo que recibié el agonista de GnRH (Tabla 22), sin

encontrar diferencias significativas entre grupos.
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Grupo de estudio

media (DE) media (DE)
Estradiol 339488,9 315141,7
12 o,

(pg/ml) 9 (235154,3) (141693,5) o4
Testosterona

(ng/m)) 9 7,46(4,15) 12 3,36(2,98) 0,01
Androstene- 13,84(17,51) 12 62(3,29) 0,22
diona (ng/ml) 9 3} ;5 5} 3} 9 b

Tabla 19: Determinaciones hormonales en LF, ovarios afectados.

media (DE) _
e | om | e | w | EEe | o
Teaogs/trirl()ma H 9,65(585) 12 3,52(2,07) 0,01
d?;f; (Z;;e/r;ﬁi) 1 22,15(45,16) 12 6,87(2,65) 0,46

Tabla 20: Determinaciones hormonales en LF, ovarios no afectados.

Grupo Afectado Grupo No Afectado

Variable

B e
Estradiol 9 339488,9 9 397144,4 0,40
(pg/ml) (235154,3) (184372,5) ’

Testosterona

9 7,46 (4,15 9 6,39 (2,96 0,46

(ng/ml) (4,15) (2,96)

Androstene-

diona (ng/ml) 9 13,83 (17,51) 9 25,64 (49,69) 0,33

Tabla 21: Determinaciones hormonales en LF, analisis pareado en grupo placebo.
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Grupo Afectado Grupo No Afectado

Variable
media (DE) media (DE)
Estradiol 315141,7 355450
12 12 0,
(pg/ml) (141693,5) (146232,1) 4
Testosterona 3,36 3,52
12 12 0,3
(ng/ml) (2,99) (2.07) *
Androstene- 15 5,63 1 6,87 o1
diona (ng/ml) (3,29) (2,65) ’

Tabla 22: Determinaciones hormonales en LF, analisis pareado en grupo de agonistas GnRH.

Se estudiaron las diferencias de las variables de determinaciones hormonales en los casos de
bilateralidad para ambos grupos (Tabla 23). En consonancia con los resultados presentados
previamente, destaca en este apartado, sobre todo, los bajos niveles de testosterona en el gru-
po de pacientes que recibieron el tratamiento con agonistas, con una diferencia significativa
estadisticamente (1,94 * 1,40 ng/ml en el grupo de estudio frente a 8,17 + 599 ng/ml en los

controles) ( p=0,00).

Grupo de estudio

Variable
media (DE) media (DE)

Estradiol I 368520,1 ; 276267 0.25

(pg/ml) (241276,3) (378249) '
Testosterona 8,17 1,94

11 0,00

(ng/ml) (5,99) ’ (1,40) ’
Androstene- I 10,67 ; 6,7 01
diona (ng/ml) (9,03) (312) 4

Tabla 23: Determinaciones hormonales en LF, afectacion bilateral.

Por tltimo se valoré si existieron diferencias para ambos grupos en cuanto a los niveles hor-
monales segiin el grado de endometriosis. En ambas comparativas, en las endometriosis mini-
nas o leves y en las moderadas o severas, la tendencia fue en la misma linea que hasta ahora,
con niveles inferiores de las tres hormonas en el grupo pde estudio frente al control. Tanto

para el estradiol como para la androestenediona no se observaron diferencias significativas.
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Como dato interesante, en la inica determinacién que hubo un comportamiento distinto fue
en la testosterona, que en las endometriosis minimas o leves la diferencia fue significativa
estadisticamente (9,49 t 6,66 ng/ml en grupo placebo vs 3,59 + 2,56 ng/ml en grupo de ago-
nistas, p=0,00), pero en cambio, en las moderadas o severas, la diferencia no alcanzé significan-
cia estadistica (3,53 + 1,42 ng/ml vs 2,08 + 1,56 ng/ml para grupo control y grupo de estudio,

respectivamente).

5.2.3. CALIDAD OVOCITARIA

La variable tipo de ovocito incluyé un total de 71 ovocitos, de los cuales practicamente el 85%

correspondieron a ovocitos MII (Tabla 24).

Grupo control

MII

n (%)

Grupo de estudio Total
n (%) n (%)

28 (80%) 32 (88,8) 60 (84,50%)
MI 5 (14,3) 2 (5,6%) 7 (9,86%)
Otros 2 (5,7) 2 (5,6%) 4 (5,63%)
Total 35 (100%) 36 (100%) 71 (100%)

Tabla 24: Tipos de ovocito segun grupo.

El tratamiento de los datos obtenidos de las variables tipo de ovocito y de calidad ovocitaria
basados en los pardmetros morfolégicos citoplasmaticos y extracitoplasméticos incluidos en
el estudio no mostraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo de estudio
(Tablas 25a a 25h). No se pudo comparar las variables agregacién del REL, cuerpos refringen-

tes y estructuras dispersas debido que todas fueron negativas en ambos grupos.

5.2.4. CALIDAD EMBRIONARIA
Las variables referidas a calidad embrionaria se muestran en la siguiente tabla (Tabla 26-a):

Como se refleja en la tabla 26-b, hubo un mayor porcentaje de embriones transferidos en el

grupo de estudio frente al control, pero sin alcanzar diferencia significativa (p= 0,08) .

Las tablas 27 y 28 muestran las distribuciones de calidad embrionaria en ambos grupos. En

forma individual, el porcentaje mayor en ambos grupos corresponde a embriones de grado B
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. Grupo control Grupo de estudio Total
1°CP
n (%) n (%) n (%)

normal

26 (84%)

25 (86%)

51 (85%)

anormal

5 (16%)

4 (14%)

9 (15%)

31 (100%)

29 (100%)

60 (100%)

Test ¥* p=0,90

Tabla 25a: Alteraciones del Primer Corpusculo Polar. Test y2 p=0,90.

Grupo control Grupo de estudio Total
Forma
n (%) n (%) n (%)
normal 28 (93%) 29 (97%) 57 (95%)
anormal 2 (7%) 1(3%) 3 (5%)

30 (100%)

30 (100%)

60 (100%)

Test ¥* p=0,52

Tabla 25b: Forma. Test 2. p=0,52.

Grosor 7P Grupo control Grupo de estudio Total
) n (%) n (%)

normal

29 (3,4%)

30 (100%)

59 (98,4%)

anormal

1(96,6%)

0 (0%)

1(1,6%)

30 (100%)

30 (100%)

60 (100%)

Tabla 25c: Grosor Zona Pelucida. Test 2. p=0,13

Test ¥* p=0,13
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Color 7P Grupo control Grupo de estudio Total
) n (%) n (%)

normal

30 (96,8%)

29 (100%)

59 (98,4%)

anormal

1(3,2%)

0 (0%)

1(1,6)

31 (100%)

29 (100%)

60 (100%)

Test ¥* p=0,33

Tabla 25d: Color Zona Pelucida. Test y2. p=0,33.

EPV excesivo Grupo control Grupo de estudio Total
n (%) n (%) n (%)

31 (96,9%) 28 (100%) 59 (98,3)

si 1(3,1%) 0 (0%) 1(1,7%)

32 (100%)

28 (100%)

60 (100%)

Test > p=0,30

Tabla 25e: Espacio Perivitelino Excesivo. Test 2. p=0,30.

Restos EPV Grupo control Grupo de estudio Total
n (%) n (%) n (%)

29 (96,7%)

30 (100%)

59 (98,3%)

si

1(3.3%)

0 (0%)

1 (1,7%)

30 (100%)

30 (100%)

60 (100%)

Tabla 25f: Restos EPV. Test 2. p=0,30

Test y* p=0,30
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Chonlesmea Grupo control Grupo de estudio Total
. ) n (%) n (%)

normal

30 (96,8%)

27 (93,1%)

57 (5%)

anormal

1(3,2%)

2 (6,9%)

3(5%)

31 (100%)

29 (100%)

60 (100%)

Test ¥* p=0,09

Tabla 25g: Citoplasma. Test y2. p=0,09.

Grupo control

Grupo de estudio
n (%)

n (%)
no 30 (96,9) 29 (100%) 59 (98,3)
si 1(3,2%) 0 (100%) 1(1,7%)

31 (100%)

29 (100%)

60 (100%)

Test > p=0,14

Tabla 25h: Presencia de vacuolas. Test 2. p=0,14.

. . Grupo control Grupo de estudio Total
Embriones éptimos
n (%) n (%) n (%)
1 embrién 1(6,6%) 2 (14,3) 3(10,3%)
2 embriones 14 (93,3%) 12 (85,7%) 26 (89,7%)
15(100%) 14 (100%) 29 (100%)

Test > p=0,70

Tabla 26a: Embriones éptimos. Test y2. p=0,70.
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Embriones Grupo control Grupo de estudio Total
Transferidos n (%) n (%) n (%)

11 (33,3% 17 (54,8%) 28 (43,8)
no 22 (66,6%) 14 (45,2%) 36 (56,3%)
total 33 (100%) 31 (100%) 64 (100%)

Tabla 26-b: Embriones transferidos segun grupo. Test y2. p=0,08.

Clasificacién Grupo control Grupo de estudio
ASEBIR n (%) n (%)
A 13 (36,1%) 4(13,8%) 17 (26,1%)
B 16 (44,4) 16 (55,2) 32 (49,2%)
C 7 (19,4%) 7 (24,1) 14 (21,5%)
D o (0%) 2 (6,9%) 2 (3,2%)
36 (100%) 29 (100%) 65 (100%)

Tabla 27: Gradacion embrionaria. Test y2 p=0,11.

Test > p=0,11

Clasificacién Grupo control Grupo de estudio Total
ASEBIR n (%) n (%) n (%)

A+B

29 (80,6%)

20 (69%)

49 (75,4%)

C+D

7 (19,4%)

9 (31%)

16 (24,6%)

36 (100%)

29 (100%)

65 (100%)

Test ¥* p=0,215

28: Gradacién embrionaria agrupada. Test y2 p=0,215.
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(44,4 % en el grupo control frente a 55,2% en el grupo de estudio). Si se agrupan, los embriones
de buena calidad representan el mayor porcentaje en ambos grupos (el 80,6% en los controles

vs 69% en el grupo de estudio). No se encontraron diferencias estadisticas entre ambos grupos.

Si se analiza la fecundacién de los ovocitos incluidos en el estudio, en el grupo de tratamiento
fue menor con respecto al grupo placebo (n=23 vs n=24), diferencia no significativa (p=0,38)
(Tabla 29).

Grupo control Grupo de estudio Total
Fecundacién
n (%) n (%) n (%)

24 (85,7%) 23 (76,7%) 47 (81%)
no 4 (14,3%) 7 (23,3%) 11 (19%)
total 28 (100%) 30 (100%) 58(100%)

Tabla 29: Fecundacién segun grupo.

Por dltimo al analizar la gestacién seguin grupo teniendo en cuenta solo los MII del estudio, la
mayor tasa de gestacién correspondid al grupo control con respecto al grupo de estudio (63%

vs 37%) con una diferencia significativa estadisticamente (p=0,00) ( Figura 18).

GESTACION

[oe]

o N M O

Grupo control (n) Grupo de estudio(n)

B Gestacion B No Gestacion

Figura 18: Gestacion vs No gestacion en Mll incluidos.
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6. DISCUSION

El objetivo de este estudio ha sido determinar el efecto de los anélogos de la GnRH en la fer-
tilidad de pacientes con endometriosis ovérica a través del estudio de la expresién de la aro-

matasa en células de la granulosa de estas pacientes y los niveles hormonales a nivel folicular.

Los hallazgos derivados de este trabajo demuestran, a pesar de la bibliografia reportada en
los ultimos afios, que el tratamiento previo a una FIV con anélogos de la GnRH en pacientes
con endometriosis ovarica no suponen un beneficio evidente en cuanto a calidad ovocitaria,

embrionaria o tasas de gestacién.

Hasta la fecha, numerosas publicaciones concluyeron que la supresién hipofisaria prolonga-
da con analogos de GnRH realizada inmediatamente antes de la realizacién de una FIV en
pacientes con endometriosis conseguia tasas de gestacién e implantacién significativamente
mayores a las observadas en pacientes que no recibian este tratamiento. Sin embargo, para

otros autores este beneficio no fue tan evidente.

La obtencién de una conclusién sélida mediante la comparacién de los resultados de los es-
tudios publicados se hace extremadamente complicada ya que existe gran variabilidad en el
disefio de los estudios, en los criterios de inclusién establecidos en cada uno asi como en la
duracién del tratamiento previo con andlogos de GnRH. A esto se suma que estos ensayos cli-
nicos han sido publicados a lo largo de un periodo de 24 afios, en el cual, los resultados de las
técnicas de reproduccién asistida y los procedimientos clinicos y de laboratorio han cambiado

sustancialmente debido al constante desarrollo de los mismos.

El mecanismo de accién mediante el cual la administracién prolongada de un anélogo de
GnRH podria incidir sobre el resultado de la FIV no ha sido demostrado de forma definitiva.
Estudios previos comprobaron que los andlogos de GnRH por una parte producen la disminu-
cién de proteinas inflamatorias y del inhibidor de metaloproteasas en liquido peritoneal y, por
otra, un aumento en la expresién de proteinas proapoptéticas. También se postularon efectos
de los andlogos de GnRH sobre el endometrio, tales como una disminucién de la sintesis de
6xido nitrico (Wang, Zhou, Dong, Wu, & Qian, 2006) o una modificacién de la expresién en-
dometrial aberrante de integrina b3 (Bruce A Lessey et al.,, 2000), que seria la responsable del
fallo de implantacién en pacientes con endometriosis a pesar de la transferencia de embriones

de buena calidad (Eric S Surrey, Lietz, Gustofson, Minjarez, & Schoolcraft, 2010).
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Como se ha descrito al inicio de este trabajo, la endometriosis es una patologfa multifactorial
que en relacién con la esterilidad se ha demostrado que influye negativamente a nivel de
endometrio y calidad embrionaria, factores determinantes para conseguir una gestacién. Por
ello, a la hora de analizar el efecto de los andlogos de GnRH es importante diferenciar muy
bien sus efectos a nivel uterino y a nivel ovérico y valorar que dichos efectos pueden actuar de

forma diferente a nivel del liquido folicular, liquido peritoneal o endometrio.

Los anélogos de la GnRH han demostrado su eficacia en el tratamiento de la endometriosis
va que administrados de forma continua producen un bloqueo de la liberacién de LHy FSH a
nivel hipofisario inhibiendo asi la esteroideogénesis ovarica, lo que se traduce en la supresién

de la ovulacién y un estado de hipogonadismo reversible al dejar la medicacién (Bulun, 2009).

La aromatasa es una enzima clave en la sintesis de andrégenos y estrégenos. Varios estu-
dios sugieren que la aromatasa se expresa de manera inapropiada en endometrio de pacientes
endometridsicas y en los implantes endometridsicos, pero hasta la fecha, ningtn estudio ha
establecido el efecto de los andlogos de GnRH sobre la expresién de aromatasa en células de
la granulosa y los niveles de esteroides en liquido folicular de pacientes afectas de endome-

triosis.

Los estudios de investigacién béasica aplicada a ensayos clinicos controlados y aleatorizados,
como el trabajo aqui presentado, son los que mayor evidencia aportan a la investigacién y
desarrollo cientifico. Este estudio fue disefiado con el propésito de valorar el efecto de los ana-
logos de la GnRH sobre la expresién de la aromatasa en células de la granulosa de pacientes
con endometriosis. Para su desarrollo se han seguido unos criterios de inclusién estrictos,
asegurando asi en cierta medida una muestra suficientemente homogénea en cuanto a sus
caracteristicas basales tal y como se ha demostrado. Esta homogeneidad, generé como conse-
cuencia un grupo de estudio con unas caracteristicas similares de las cuales puedan extraerse

conclusiones sélidas y no sesgadas por las variaciones interpersonales.

Por otro lado, los protocolos utilizados para los ciclos FIV/ICSI de Reproduccién Asistida del
Hospital la Fe, a excepcién del farmaco de intervencién motivo del presente ensayo, estan ba-
sados en los procedimientos diagndsticos y de tratamiento recomendados por la mayoria de

autores lo que permite garantizar la reproducibilidad de los resultados del presente estudio.
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6.1. EXPRESION DE LA AROMATASA Y DETERMINACIONES
HORMONALES

Basados en trabajos previos, el presente estudio partié de la hipétesis de que si la actividad
de la aromatasa estd disminuida en las células de la granulosas de mujeres con endometrio-
sis, este hecho podria alterar el proceso de esteroideogénesis y, en consecuencia, pardmetros
fundamentales para conseguir una gestacién como son la maduracién folicular y la calidad
ovocitaria. Por tanto, se disefié este estudio cuyo objetivo principal fue analizar la expresién
del gen CYP19A1, que codifica a la enzima aromatasa en las células de la granulosa, tanto
murales como del cimulo, en pacientes con endometriosis que recibieron agonistas de GnRH

previamente al tratamiento de FIV frente a un grupo con placebo.

El andlisis de expresién del gen de aromatasa realizado no ha demostrado diferencias
significativas entre los dos grupos considerados. De la misma manera, tampoco se han
evidenciado diferencias en funcién de la presencia de endometrioma ovarico o de la se-
veridad de la endometriosis. Teniendo en cuenta que la testosterona fue significativa-
mente menor en el grupo de estudio, y que el estradiol y androstenediona no mostraron
diferencias significativas, parece claro que los andlogos de la GnRH no ejercen una accién
determinante sobre la expresién de la aromatasa. Este estudio ha demostrado por primera
vez que la expresién de aromatasa no muestra diferencias entre las células granulosas

murales y las del cimulo.

Se determinaron los niveles hormonales en liquido folicular de estradiol, testosterona y an-
drostenediona para determinar si el tratamiento con agonistas en la endometriosis estaba
asociado con cambios en la produccién hormonal en el microambiente folicular y también se

analizaron los pardmetros de calidad ovocitaria y embrionaria.

La relevancia de este estudio radica en que los datos existentes sobre la expresién de aromata-
sa en pacientes con endometriosis son controvertidos y escasos, y sélo hasta la fecha, un estu-
dio ha valorado la expresién del gen CYP19A1 en CC en mujeres infértiles con endometriosis

frente a placebo.

Por tanto, este es el primer trabajo donde se analiza la expresién del gen CYP19A1 en
pacientes con endometriosis a los que se les ha administrado un tratamiento previo a la

FIV con agonistas de GnRH. Es importante destacar también que es la primera vez que se
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estudia la expresién de dicho gen en ambas poblaciones celulares de la granulosa en este

tipo de pacientes.

En cuanto a las determinaciones hormonales, los resultados obtenidos en liquido folicular en
nuestro estudio mostraron niveles inferiores de las tres hormonas analizadas en las pacientes
que habian recibido agonistas de GnRH siendo la testosterona la iinica que presenté diferen-
cias significativas. Al comparar en pacientes con endometriosis unilateral los resultados ob-
tenidos del ovario afectado por un lado y del no afectado por otro, en el grupo de tratamiento
frente al control, obtuvimos unos resultados similares a los observados en el anélisis global
de los dos grupos (placebo y estudio). Se obtuvo el mismo patrén cuando se analizaron las pa-
cientes con endometriosis bilateral. Estos resultados por lo tanto, demuestran que el farmaco
de intervencién actué suprimiendo los niveles hormonales foliculares independientemente de

la afectacién ovérica de la propia patologia.

El primer estudio publicado que analizé los niveles de expresién del gen CYP19A1 en células
de la granulosa mural luteinizadas, no encontré diferencias significativas entre 11 casos de
pacientes con endometriosis (todos los grados) y 11 sin endometriosis, con esterilidad por fac-
tor tubarico o factor masculino, y que no habian recibido el tratamiento previo con andlogos

(Lauriane G. De Abreu et al,, 2012).

Por otra parte, un estudio reciente, prospectivo de casos y controles, en el que se determinaron
los niveles de transcritos del gen de la aromatasa en células del cumulo y estradiol en liqui-
do folicular provenientes de 81 pacientes que realizaron FIV con endometriosis frente a un
control sin endometriosis, demostré que la expresién del gen estaba disminuida significati-
vamente en el grupo con endometriosis, pero sin embargo no hubo diferencias en los niveles
de estradiol entre ambos grupos (I. D. E. S. Barcelos et al,, 2015). Este resultado junto con la
falta de relacién entre los resultados observados y esperados, es decir, los bajos niveles de
transcripto de aromatasa en CC y niveles normales de estradiol folicular, fue atribuido a que
podria deberse a la no reduccién de expresién del CYP19A1 en las CGM, siendo éstas las célu-
las responsables primarias de la produccién del estradiol, a diferencia de las CC que tienen un

papel menos importante en la esteroideogénesis.

Otro trabajo que estudié los niveles de estradiol y los niveles de expresién de la aromatasa
en células de la granulosa luteinizadas cultivadas y expuestas a diferentes concentraciones

de letrozol en 23 pacientes con endometriosis y 19 controles sin endometriosis que realizaron
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tratamiento de FIV, obtuvo concentraciones inferiores de estradiol y menor expresién de aro-

matasa en mujeres con endometriosis (Lu et al,, 2012).

Las diferencias en los resultados de los trabajos presentados podrian atribuirse, en parte, a
que algunos autores cuantificaron directamente los transcritos del gen (I. D. E. S. Barcelos
et al, 2015) (Lu et al, 2012) (Lauriane G. De Abreu et al, 2012) y otros sin embargo, midieron
actividad enzimatica (Lauriane Giselle de Abreu et al, 2006) (C R Harlow et al.,, 1996), por lo
que no se puede asegurar que los niveles de transcritos representen fielmente los niveles de la

proteina o su actividad.

Los resultados por lo tanto, sugieren que la enzima aromatasa podria tener un control com-
plejo y refinado de su expresién génica en la poblacién de células de la granulosa. Entre ellos,
probablemente su principal mecanismo de regulacién sea mediante la accién de la FSH, que
estimula la aromatasa y consecuentemente aumenta la sintesis de estradiol de una manera
ciclica. Su expresién es mediada primariamente por la accién sobre los receptores de FSH
presentes en las células de la granulosa, la produccién de AMPc y la activacién del promotor

proximal IT (Simpson et al., 1994).

Ademas, la evidencia muestra que la aromatasa es estimulada por la FSH y se expresa en
niveles altos en foliculos dominantes (Sisco, Hagemann, Shelling, & Pfeffer, 2003). Por tanto,
la expresién aumentada de esta enzima podria estar asociada con la induccién (FSH y LH)
de la produccién de hormonas esteroideas (estrogeno y progesterona) y los mecanismos de

dominancia celular (Tesfaye et al.,, 2009).

Por otro lado, los agonistas de GnRH administrados de forma prolongada, actiian inhibiendo
las liberacién de gonadotrofinas, por lo que reducirian la accién que tiene la FSH sobre la

aromatasa.

6.2. CALIDAD OVOCITARIA'Y EMBRIONARIA

En cuanto a la calidad ovocitaria, existen numerosos estudios en donde se demuestra que los
ovocitos de mujeres con endometriosis son de peor calidad (Garrido, Navarro, Remohi, et al.)
(Pellicer et al,, 2000) (Navarro, Garrido, Remohi, & Pellicer, 2003). La apoptosis en las células
ovéricas se ha descrito como un buen indicador de calidad ovocitaria (Nakahara et al,, 1997) y
se ha observado que las pacientes con endometriosis presentan un aumento de la apoptosis de

las células del cimulo que rodea al ovocito (Diaz-Fontdevila, Pommer, & Smith, 2009). Este pro-
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ceso de muerte celular a nivel de dichas células genera una pérdida del soporte esencial que
las CC le confieren al ovocito influyendo negativamente en la calidad ovocitaria de pacientes

con endometriosis (Russell & Robker, 2007).

La morfologia es considerada como un indicador del potencial que tiene cada ovocito para
dar lugar a un embrién. Como se mencioné previamente, las caracteristicas morfolégicas del
ovocito incluyen defectos extracitoplasmaticos y citoplasmaéticos. En el presente trabajo, no
se encontraron diferencias en los pardmetros morfolégicos de calidad de ovocitaria entre am-
bos grupos. Sin embargo, hay que tener presente que el estudio de los patrones morfolégicos
representan una estimacién subjetiva, y que podria no correlacionarse completamente con la

funcionalidad del ovocito ni con los resultados clinicos.

El menor nimero de ovocitos fecundados en el grupo de estudio apoyaria la evidencia de la

peor calidad ovocitaria asociada al empleo de los agonistas de GnRH en nuestro trabajo.

Hay que recordar que el adecuado desarrollo folicular y la calidad ovocitaria resulta de un
proceso complejo y sincronizado, que dura varios meses, desde el foliculo primordial hasta la
fase preovulatoria. Las células de la granulosa juegan un papel importante en la diferenciacién
folicular, logrando condiciones éptimas para el desarrollo del ovocito, la ovulacién y la fecun-

dacién.

Es sabido que un ambiente intrafolicular predominantemente estrogénico se asocia con un

buen desarrollo folicular y tiene efecto anti-atrésico.

Algunos autores demostraron niveles superiores de estradiol y progesterona en foliculos cu-
yos ovocitos tuvieron mayores tasas de fecundacién (Lamb et al, 2010) (Carpintero, Sudrez,
Mangas, Varea, & Rioja, 2014). Sin embargo, estas observaciones no fueron confirmadas por
otros grupos (Asimakopoulos et al, 2008) (Wen, Li, Tozer, Docherty, & Iles, 2010). Por otra
parte, se encontraron niveles de testosterona bajos, en foliculos cuyos ovocitos degeneraban

(Lamb et al,, 2010).

En pacientes con endometriosis, contrariamente, los niveles de estradiol fueron inferiores en
liquido folicular, con diferencias significativas al compararlos con los controles (Wunder, Mue-

ller, Birkh&user, & Bersinger, 2005).
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Los resultados de este estudio mostraron niveles de estradiol inferiores, aunque sin alcanzar
significacién estadistica en las pacientes que recibieron agonista en comparacién con los con-
troles. De la misma manera, los niveles de testosterona fueron significativamente menores,
lo cual puede estar en relacién con una mala calidad ovocitaria, no detectada mediante paré-
metros morfolégicos, pero que podria justificar en parte las reducidas tasas de fecundacién e

implantacién obtenidas, como se discute més adelante.

La endometriosis afecta negativamente el desarrollo de los embriones a varios niveles. La
presencia de alteraciones nucleares y citoplasmaticas en embriones de mujeres con endome-
triosis son seis veces mas frecuentes frente a embriones de mujeres sin endometriosis (Bri-
zek, Schlaff, Pellegrini, Frank, & Worrilow, 1995) Estas alteraciones incluyen fragmentacién
citoplasmatica, (Brizek et al,, 1995), y disminucién en el nimero de células (Garrido, Navarro,
Garcia-Velasco, et al,, 2002) (Pellicer, Oliveira, Ruiz, Remohi, & Simén, 1995) y aumento en la
frecuencia de embriones detenidos (Garrido, Navarro, Remohi, et al,, 2000) dando lugar a me-
nor nimero de embriones transferibles (Garrido, Navarro, Garcia-Velasco, et al.,, 2002) (Pellicer
et al, 1995). Ademads, la calidad de los embriones de las pacientes con endometriosis es menor

(Brizek et al,, 1995) (Garrido, Navarro, Garcia-Velasco, et al., 2002) (Pellicer et al., 1995).

En este estudio no se observaron diferencias en relacién a la calidad embrionaria segin los
criterios de ASEBIR al comparar las pacientes con endometriosis que habian recibido ago-
nistas frente a las pacientes con endometriosis con placebo. Si bien no alcanzaron diferencias
significativas, el porcentaje de embriones con alteraciones citoplasmaéticas en sus blastémeras

y de categorfa C o D fue mayor en las pacientes tratadas con agonistas de la GnRH.

Este resultado es contrario a lo publicado previamente, donde el tratamiento con agonistas de
GnRH, ayudé a mejorar la calidad embrionaria en pacientes con endometriosis (Takahashi,
Mukaida, Tomiyama, Goto, & Oka, 2004), al producir temporalmente regresién de las lesiones
endometridsicas y el cese de la ciclicidad hormonal. Chedid y colaboradores compararon dife-
rentes protocolos en pacientes con endometriosis: el mayor porcentaje de embriones de buena
calidad fue en el grupo tratado durante 3 semanas con agonistas (frente a 3 meses y frente a
clomifeno) en pacientes con endometriosis leves, en cambio no encontraron diferencias en
cuanto a porcentajes de embriones de buena calidad en ninguno de los tres protocolos de tra-

tamiento en las pacientes con endometriosis severas (Chedid et al, 1995).




92 6 / DISCUSION RAMIRO DE LA CRUZ QUIROGA

El conocimiento de los cambios especificos y temporales en la expresién del gen CYP19A1
durante el crecimiento folicular dista mucho de ser conocido en su totalidad. Asimismo la ca-
lidad embrionaria no pudo relacionarse con los niveles de estradiol y progesterona foliculares

(Asimakopoulos et al,, 2008).

Por tanto, los resultados obtenidos no permiten establecer una relacién entre la calidad
ovocitaria y embrionaria y los mejores resultados descritos en la literatura, atribuidos a
la administracién de agonistas de GnRH en pacientes con endometriosis previo a la fe-

cundacién in vitro.

6.3. TASA DE FECUNDACION, IMPLANTACION Y GESTACION

En este estudio encontramos de forma global que los pardmetros clinicos del grupo que re-
cibié los agonistas de GnRH fueron peores y contrarios a los esperados segtn la bibliografia
publicada hasta el momento, que concluyen que los agonistas aumentan la probabilidad de
embarazo clinico cerca de 4 veces. No obstante esta conclusién estd basada en los resultados
de algunos trabajos previos no todos ellos prospectivos y del inico meta-analisis publicado
hasta el momento sobre accién de agonistas previos a la FIV en mujeres con endometriosis
(Sallam et al,, 2006) basado a su vez en 3 estudios publicados no muy recientes (Dicker, Gold-

man, Levy, Feldberg, & Ashkenazi, 1992)(Rickes et al., 2002)(Eric S Surrey et al., 2002)

Si hacemos un anélisis minucioso de nuestros resultados, y los comparamos con los trabajos

publicados, probablemente sea cuestionable tal conclusién.

La dosis total de FSH en nuestro estudio fue mayor con respecto al grupo placebo con signi-
ficancia estadistica, similar al trabajo de (Dicker et al, 1992) en cuyo caso tal diferencia no fue
estadistica y contrario a estudio de (Eric S Surrey et al., 2002), en que las dosis recibidas fueron
inferiores. Parece coherente que la dosis de FSH requerida en las pacientes tratadas con ago-

nista sea mayor como consecuencia de una supresién hipofisaria prolongada.

El tasa de fecundacidén en nuestro estudio fue significativamente menor en el grupo de anélo-
gos con respecto a los controles. Estos resultados son concordantes con los resultados de otro
trabajo publicado, en el que la tasa de fecundacién fue significativamente menor en el grupo
con anédlogos en pacientes con endometriosis modera-severa (Curtis et al, 1993). En cambio
en el estudio publicado por (Eric S Surrey et al,, 2002), no se encontraron diferencias en cuanto

a la tasa de fecundacién. A su vez, este resultado es contrario al observado por (Chedid et al,
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1995), en que los andlogos mostraron mayores tasas de fecundacién en el grupo de endome-
triosis minima-leve tratada con agonistas los 3 meses previos. En este trabajo se comparaba
agonistas de GnRH durante 3 semanas con Clomifeno. Del mismo modo, en endometriosis
moderada-severas fue significativo el aumento en el grupo de agonistas, tanto los que recibie-

ron 3 meses como 3 semanas previas, comparado con las pacientes con clomifeno.

En nuestro trabajo las tasas de implantacién y gestacién fueron menores en el grupo de es-
tudio que habia recibido el protocolo de agonista comparado con el grupo que recibié placebo.
No obstante, debe tenerse en consideracién la limitacién de este estudio, ya que el disefio y el
tamafio de la muestra no son adecuados para establecer conclusiones relevantes en cuanto a

tasa de gestacién.

Contrario a estos resultados, en el trabajo publicado por (Eric S Surrey et al, 2002) la admi-
nistracién de agonistas de GnRH durante tres meses anteriores a una estimulacién ovérica
controlada (EOC) en pacientes infértiles con endometriosis aumentaba significativamente la
tasa de gestacién. Sin embargo, al analizar en detalle los resultados, no se encontraron diferen-
cias significativas en cuanto a la tasa de implantacién, el nimero de ovocitos ni en la tasa de
fecundacién. Ademaés, al valorar la distribucién de las pacientes incluidas segun severidad, la
misma era heterogénea ya que el 84% de las pacientes del grupo tratado tenian endometriosis
severa mientras que en grupo control la forma severa representaba sélo el 57,7% y el resto
correspondia a endometriosis leve. En este sentido, varios estudios defienden que el estadio
de endometriosis no afecta a la tasa de implantacién si se compara con controles con factor
tubdrico sin endometriosis (Geber, Paraschos, Atkinson, Margara, & Winston, 1995) (Olivennes
et al,, 1995) (Diaz et al., 2000). Sin embargo, otros han demostrado que pacientes con estadios
III-IV de endometriosis tienen una respuesta pobre tras tratamientos de RA en comparacién
con los controles (Azem et al, 1999) (Guzick et al, 1994). Por tanto, los datos presentados por
Surrey sugieren que aun en el supuesto de que el grado de endometriosis influya en los resul-
tados, podria no suponer un factor que contribuya a las altas tasas de gestacién encontradas
en este grupo. No pudieron evaluar si la terapia prolongada con anédlogos era beneficiosa en
pacientes con un grado de endometriosis mayor porque el nimero de pacientes por grupo de

severidad era pequefio y todas las tasas de gestacién del grupo tratado eran altas.

Otras investigaciones, utilizando diversos disefios de estudios y protocolos mostraron resulta-

dos beneficiosos similares con el uso prolongado de agonistas en pacientes con endometriosis




94 6 / DISCUSION RAMIRO DE LA CRUZ QUIROGA

(Dicker et al, 1990) (Nakamura et al., 1992)(Marcus & Edwards, 1994) (Curtis et al,, 1993)(Re-
morgida et al,, 1990) (Dicker et al,, 1992).

En un estudio no randomizado, se comparé la tasa de gestacién de pacientes tratadas con ago-
nista durante al menos 60 dias antes de la EOC. Los investigadores ponen de manifiesto la ne-
cesidad de altas dosis de gonadotrofinas pero las tasas de gestacién eran significativamente
mas elevadas que en las pacientes que se les administraba un protocolo de desensibilizacién

estdndar con agonistas a mitad de fase lutea. (Nakamura et al,, 1992) .

En otro trabajo, sin embargo, no se observé variabilidad en las tasas de gestacién de pa-
cientes endometriosis tratadas con agonista al menos durante 6 semanas en comparacién con
las de factor tubérico (Curtis et al,, 1993). Aunque este estudio no incluyé un grupo control de

pacientes con endometriosis sin tratamiento.

El estudio aleatorizado de Marcus y Edwards aumentaba la tasa de gestacidn de 15 pacientes
con endometriosis tratadas con agonista entre 2-7 meses comparado con 69 controles (Marcus
& Edwards, 1994). Para estos autores, parece que el éxito del tratamiento aumenta con al me-

nos 4 meses de pretratamiento con el agonista.

Un trabajo prospectivo aleatorizado incluyd 60 pacientes con estadio I-II de endometriosis a
las que se les realizé una transferencia intratubarica de gametos . Veinte de estas pacientes
fueron tratadas previamente con agonista durante 6 meses demostrando que no existian di-
ferencias en la tasa de gestacidn al compararlas con los grupos controles: endometriosis

que llevaron una down-regulation standard o no recibieron agonista (Remorgida et al., 1990).

En otro estudio que estudié a 31 pacientes con estadios severos de endometriosis con ciclos
de RA anteriores fallidos se produjo un incremento en el nimero de ovocitos recuperados
vy un aumento del 30% de la tasa de gestacién por ciclo tras la administracién de anédlogo
durante 6 meses (Dicker et al,, 1990). Argumentan que la diferencia podria estar relacionada
directamente con el efecto beneficioso del anédlogo en la endometriosis pélvica. El mismo au-
tor llevd a cabo un estudio similar dos afios més tarde en el que se estudiaron 67 pacientes con
estadio IT de endometriosis que fueron sometidas a FIV-TE (Dicker et al,, 1992). Treinta y cinco
de estas pacientes recibieron el andlogo durante 6 meses obteniendo una tasa de gestacién

significativamente mayor en comparacién con los controles. Sin embargo, la extraordinaria
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baja tasa de gestacién de los controles (3.9%) hace que la interpretacién de estos resultados

pueda estar sesgada.

En un estudio retrospectivo, las tasas de gestacién tras FIV-TE fueron similares en pacientes
con endometriosis pretratadas con agonista durante 10-90 dias o mas de 90 dias. Sin embar-
go, las tasas eran significativamente mayores en las pacientes tratadas durante menos de 10
dias previos ala EOC. Este hecho sugiere que el pretratamiento durante mas de 90 dias podria

no ser ventajoso (Caruso, Rawlins, & Radwanska, 1997).

Los mecanismos de accién de los agonsitas GnRH en el estudio de Surrey pueden generar
una hipétesis. Aunque los analogos no parecen tener un efecto directo sobre el tejido endome-
trial (E S Surrey & Halme, 1992), varios estudios demostraron otros efectos beneficiosos que
pueden incrementar la fertilidad en pacientes con endometriosis (Taketani, Kuo, & Mizuno,
1992) (B A Lessey, 2000) (Garzetti et al, 1996). Taketani y colaboradores demostraron que las
concentraciones en el liquido peritoneal de mujeres con endometriosis, de IL-1 y TNF dismi-
nuian en comparacién con las no tratadas (Taketani et al,, 1992). También se publicé un efecto

beneficioso de los agonistas sobre las células NK (Garzetti et al., 1996).

Sharpe-Timms y cols demostraron que las concentraciones de MMP-1 en suero atenuadas
en pacientes con endometriosis eran restauradas tras la administracién de el agonista (Shar-
pe-Timms, Keisler, McIntush, & Keisler, 1998). Imai y cols. Demostraron la disminucién de la
apoptosis en endometrio de pacientes con endometriosis tras el tratamiento con agonistas
(Imai, Takagi, & Tamaya, 2000). En un ensayo, Lessey y cols demostraron que la administra-
cién del agonista tenia unos efectos mas que beneficiosos en la restauracién de la expresién
endometrial de avb3 integrina, un marcador de receptividad endometrial, en pacientes con
endometriosis comparadas con las no tratadas o tratadas con ablacién por laser (B A Lessey,
2000) Esto explicaria probablemente el incremento de las tasas de gestacién en los estudios

de Surrey.

El estudio de Surrey no deja claro qué pacientes endometridsicas pueden obtener un beneficio
consistente de la administracién de los agonistas ya que ademas de que el grupo de trata-
miento habfa unas diferencias significativas en cuanto a pacientes con endo severa respecto al

grupo control, en el grupo control las tasas de gestacién también fueron elevadas.
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Por tdltimo, baséndonos en los estudios sobre el mecanismo de accién de los agonistas, son

coherentes los resultados obtenidos en esta tesis doctoral ya que:

A nivel de OVARIO: A nivel de calidad ovocitaria y embrionaria podria verse afectada nega-
tivamente por la diminucién de los niveles hormonales que reflejan estos datos en el liquido
folicular, hecho que podria atribuirse a la administracién del agonistas prolongada ( al menos

los 3 meses ) previa a la EOC.




CONCLUSIONES
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7. CONCLUSIONES

En base a los objetivos planteados y los resultados obtenidos se concluye:

1.  Enlas poblaciones estudiadas, la expresién del gen de aromatasa en células de la granu-
losa de mujeres con endometriosis no se afecta por la administracién de un analogo de

GnRH los tres meses previos a la realizacién de una FIV.

2. Losniveles de esteroides intrafoliculares son menores en los casos en que se administra
un andlogo de GnRH durante un periodo de 3 meses antes de iniciarse una estimulacién
ovérica controlada para la realizacién de una FIV respecto a pacientes que no reciben

este tratamiento.

3. Laexpresién del gen de aromatasa es similar en células de la granulosa del cimulo y en

las células granulosas murales y no se afecta por el tratamiento con anidlogo de GnRH.

4. En pacientes tratadas con un analogo de GnRH los tres meses previos a la realizacién
de una FIV la dosis total de gonadotrofinas requerida para la maduracién folicular es

significativamente mayor que en pacientes no tratadas con este farmaco.

5. Las caracteristicas morfolégicas de los ovocitos y embriones de mujeres con endome-
triosis no se afectan por la administracién de un andlogo de GnRH durante tres meses
antes de realizar una FIV. No obstante, la tasas de implantacién y gestacién son me-
nores en estas pacientes comparadas con las que no son pre-tratadas con anélogos de
GnRH, lo cual puede estar en relacién con caracteristicas distintas a las morfolégicas o

a factores extraovéaricos.
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